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Zusammenfassung

Das 117 Aminoséuren umfassende GABA 4-Rezeptor-assoziierte Protein (GABARAP)
aus H. sapiens ist ein Schliisselprotein in der Autophagie. Im letzten Jahrzehnt
wurde eine Vielzahl von Interaktionspartnern identifiziert, welche die Relevanz von
GABARAP fiir Vesikeltransport und Membranfusionen in der Autophagie und Apop-
tose verdeutlichen. Die enzymatische Lipidierung von GABARAP ermoglicht eine
Verankerung an Membranen, um so Hemifusion von Membranen durch eine Oligo-
merisierung von GABARAP zu vermitteln. Die Strukturbestimmung von GABARAP
durch NMR und Rontgenkristallographie weist auf signifikante Konformationsénde-
rungen hin, welche in der gesamten GABARAP/MAP1LC3/Atg8 Familie konserviert
sind. Interessanterweise hat die Kristallisation unter Hochsalzbedingungen zu einer
offenen, oligomeren Konformation von GABARAP gefiihrt, in der die N-terminale
Region mit der hydrophoben Bindetasche des benachbarten GABARAP-Molekiils as-
soziiert. Es bleibt unklar, ob diese Konformation durch die Oligomerisierung tatséchlich
Membranfusionen begiinstigt oder ob es sich um einen Kristallisationsartefakt handelt.
Strukturelle Details, die Kinetik und Thermodynamik, sowie die funktionelle Relevanz
der Konformationsanderungen von GABARAP sind bisher nur wenig verstanden.

In dieser Arbeit ist die Dynamik von GABARAP durch NMR-Spektroskopie
charakterisiert worden, da diese Methode die Aufklarung von Struktur und Dy-
namik auf allen relevanten Zeitskalen mit atomarer Auflosung ermoglicht. Insbe-
sondere Dynamik auf der sub-Nanosekundenzeitskala beeinflusst Spinrelaxations-
raten, wohingegen Dynamik auf der Mikro- bis Millisekundenzeitskala Linienver-
breiterung verursacht, die durch eine Analyse der Linienform oder Carr-Purcell-
Meiboom-Gill(CPMG)-Relaxationsdispersion (RD) quantifiziert werden kann. Die
15N-Spinrelaxationsexperimente ergeben kleine Ordnungsparameter S?> von Aminosiu-
reresten in den Termini und in Schleifen, die auf eine erhchte Flexibilitéit auf der Piko-
bis Nanosekundenzeitskala hindeuten. Des Weiteren liefern die Spinrelaxationsexperi-

mente Informationen iiber die Hydrodynamik und zeigen, dass GABARAP unter den



gegebenen Bedingungen iiberwiegend monomer vorliegt, was durch Translationsdiffu-
sionsexperimente bestatigt wurde.

CPMG-RD-Experimente offenbaren zwei chemische Austauschprozesse auf der Mil-
lisekundenzeitskala. Resonanzen in der N-terminalen helikalen Subdoméne, der benach-
barten Schleife, sowie Teile von fg; und [, zeigen eine Aufspaltung von Resonanzen,
verursacht durch einen Austausch von zwei nahezu gleichbesetzten Zustdnden auf der
Zeitskala einiger Millisekunden. Im Gegensatz dazu weisen Aminoséurereste der hydro-
phoben Bindetasche hp2 einen schnelleren Austauschprozess mit einer Population des
angeregten Zustands von nur etwa 1% auf. Der N-terminale Austauschprozess wurde
zusétzlich durch ZZ-Austauschexperimente quantifiziert, was durch die eindeutige Auf-
16sung von Resonanzen beider austauschenden Zustidnde bei niedrigen Temperaturen
moglich war. In der offenen Konformation von GABARAP, die unter Hochsalzbedin-
gungen kristallisiert wurde, fehlt die Salzbriicke zwischen Lys6 und Glul00, welche die
N-terminale helikale Subdoméne und die Ubiquitin-artige Subdoméne verkniipft. Da-
her wurde durch Mutation eine GABARAP-Variante erstellt, in der diese Salzbriicke
nicht ausgebildet wird. Die NMR-Spektren dieser Variante weisen auf signifikante An-
derungen des N-terminalen Austauschprozesses hin.

Aufgrund der enzymatischen Lipidierung von GABARAP und der damit verbun-
denen Membranverankerung wurde Nanodisk-verankertes GABARAP hergestellt und
mittels TROSY sowie TROSY-CPMG-RD charakterisiert. Die erstmals an Nanodisks
durchgefithrten TROSY-CPMG-RD-Experimente weisen auf die Austauschprozesse
von GABARAP auch in Anwesenheit von Membranmimetika hin.

Fluoreszenzspektroskopie, die im Rahmen einer Kooperation erfolgte, offenbart zu-
sitzliche Dynamik auf der Mikrosekundenzeitskala, die mit groken strukturellen An-
derungen der N-terminalen helikalen Subdoméne von GABARAP einhergeht.

Die Tatsache, dass GABARAP auf praktisch allen Zeitskalen dynamisch ist, ver-
deutlicht die Relevanz der Charakterisierung konformationeller Anderungen fiir das

Ziel ein tieferes Verstdndnis von GABARAP in der Autophagie zu erlangen.

1



Abstract

The 117-residue GABA 4 receptor-associated protein (GABARAP) from H. sapiens
is a versatile key regulator in autophagy. In the last decade, a plethora of interac-
tion partners have been identified that reveal the indispensability of GABARAP es-
pecially in vesicle transport and fusion events in autophagy and apoptosis. To this
end, GABARAP is enzymatically lipid-conjugated to allow for membrane anchor-
ing, which has been reported to facilitate hemifusion of membranes upon oligomer-
ization. Structure determination of GABARAP by NMR and X-ray crystallography
suggested significant conformational heterogeneity that appears to be a hallmark of
the GABARAP/MAPI1LC3/Atg8 family. Intriguingly, crystallization under high salt
conditions resulted in an alternate open and oligomeric conformation, in which the
N-terminal region is associated with the hydrophobic binding pockets of the neighbor-
ing molecule. Unfortunately, it remains unclear whether this alternate conformation
indeed facilitates oligomerization during membrane fusion or is merely a crystallization
artifact. The structural details, kinetics and thermodynamics as well as the functional
relevance of the conformational heterogeneity are still poorly understood.

In this work, the dynamics of GABARAP were studied by NMR spectroscopy, which
is a powerful tool for studying structure and dynamics on virtually all time-scales at
atomic resolution. In particular, sub-nanosecond dynamics determine spin relaxation
rates, whereas dynamics on the micro- to millisecond time-scale causes line broadening,
which can be quantified by line shape analysis or Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG)
relaxation dispersion (RD).

The N spin relaxation experiments reveal high flexibility on the pico- to nanosec-
ond time-scale for residues in the termini and loop regions indicated by low order
parameters S?. Furthermore, the NMR spin relaxation data provides information on
the hydrodynamics of GABARAP and show a predominantly monomeric state, cor-
roborated by NMR translational diffusion experiments.

CPMG RD experiments reveal two distinct conformational exchange processes on

the millisecond time-scale. Specifically, resonances in the N-terminal helical subdomain,
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the adjacent loop as well as parts of 5; and f5 exhibit multiple resonances as a result
of exchange on a time-scale of several milliseconds between two conformations with
similar equilibrium populations. By contrast, residues lining the hydrophobic binding
pocket hp2 reveal a slightly faster exchange process with an excited state population
of only about 1%. The N-terminal exchange process was additionally quantified by ZZ
exchange spectroscopy, which was possible due to the presence of resonances for both
exchanging states being well-resolved at low temperatures. Since the open conforma-
tion of GABARAP crystallized using high salt conditions, lacks the connecting salt
bridge between the N-terminal helical subdomain and the Ubiquitin-like-subdomain,
a GABARAP variant lacking the salt bridge between Lys6 and Glul00 was prepared.
The NMR spectra of this variant reveal distinct changes of the N-terminal exchange
process.

Due to the ability of GABARAP to be enzymatically membrane-anchored, nanodisc-
anchored GABARAP was prepared and characterized using TROSY and TROSY
CPMG RD experiments. The TROSY CPMG RD which were recorded for the first
time at nanodiscs, suggests conserved exchange processes in GABARAP even in the
membrane-mimicking environment.

In addition, fluorescence spectroscopy which was performed within the scope of a col-
laboration, reveals dynamics on the microsecond time-scale along with large-amplitude
structural rearrangements of the N-terminal helical subdomain of GABARAP.

The fact that dynamics are prominent over virtually all time-scales emphasizes the
importance of characterizing conformational exchange for achieving a deeper under-

standing of GABARAP in autophagy.
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1 Einleitung

1.1 Autophagie

Die Autophagie (griech. ,sich selbst essen“) dient den Zellen zur Bereitstellung von
Energie und Substraten durch Degradation von intrazelluliren Bestandteilen. Insbe-
sondere unter dem Einfluss von zelluldrem Stress, der beispielsweise durch Néhrstoff-
mangel, Hypoxie oder Pathogene ausgelost wird, ermaglicht die Autophagie das Uberle-
ben der Zelle. Gleichzeitig wird der Austausch alter und beschédigter zelluldrer Kom-
ponenten durch die Autophagie sichergestellt. Fehlfunktionen in der Regulation des
Autophagie-Mechanismus konnen beispielsweise die Entwicklung von neurodegenera-
tiven Erkrankungen und Krebs fordern |1, 2, 3|. Bei der Autophagie handelt es sich
um einen in eukaryotischen Zellen konservierten Prozess, wobei es wesentliche Unter-
schiede in der Signaltransduktion verschiedener Zelltypen und Organismen gibt. Allen
Organismen gemein ist jedoch, dass kleinere Zellbestandteile direkt in das Innere des
Lysosoms gelangen und dort degradiert werden (Mikroautophagie), wihrend grofere
Organellen oder Proteinkomplexe zundchst von Membranen des Endoplasmatischen
Retikulums umschlossen werden und dann mit dem Autophagosom fusionieren, in dem
dann die Degradation stattfindet (Makroautophagie). Die Makroautophagie basiert auf
einem Zusammenspiel verschiedener Proteine, wobei die Proteine der Atg8 Familie eine
entscheidende Rolle fiir intrazellulare Transportprozesse sowie die Fusion von Vesikeln
spielen [4, 5]. Abbildung 1.1 zeigt zwei Modelle, die zur Bildung des Autophagosoms
in einer Hefezelle vorgeschlagen werden [6]. In Modell A fiihrt die Fusion eines Vesikels
mit Hilfe von Atg8 zur Erweiterung einer Phagophore in der Néhe der PAS (engl. pre-

autophagosomal structure) (1) oder zum Schliefsen eines Autophagosoms (2). Modell B
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reprasentiert die vesikelunabhéngige Fusion, die zum Schlieffen von Autophagosomen

fithrt [6].

Phagophore Autophagosom

Modell B

Abbildung 1.1: Modelle zur Bildung des Autophagosoms mit Hilfe von Atg8 in einer Hefe-
zelle. Die Autophagie wird in der Nihe der PAS (engl. preautophagosomal structure) initiiert.
Modell A) Die Erweiterung (1) und das Schliefen (2) der Phagophore erfolgt durch die Fusion
von Atg8-verankerten Vesikeln. Modell B) Das Autophagosom wird unabhéngig von Vesikeln
infolge von Hemifusion durch lipidiertes Atg8-PE geschlossen. (Abbildung nach [6])

1.2 Das Autophagie-relevante Protein GABARAP

Das 117 Aminosduren umfassende humane 7-Aminobuttersdure Typ A (GABA,)-
Rezeptor-assoziierte Protein (GABARAP) gehort zur Atg8 Familie der Ubiquitin-
dhnlichen Proteine, die in verschiedensten Organismen von Hefe bis hin zu Saduge-
tierzellen exprimiert werden [5]. GABARAP wurde 1999 als Bindungspartner der vo-
Untereinheit des GABA 4-Rezeptors durch ein Hefe-2-Hybrid System entdeckt [7]. Ers-
te Zellkulturstudien haben gezeigt, dass GABARAP essentiell fiir den Transport des
GABA 4-Rezeptors zur Plasmamembran ist [8] und mit dem Zytoskelett tiber Tubulin-
Bindung interagiert [9]. Seitdem wurden zahlreiche weitere Interaktionspartner iden-

tifiziert [10]. Fiir eine Vielzahl der Interaktionen sind die hydrophoben Bindetaschen
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hpl und hp2 im Kern von GABARAP von grofer Bedeutung, welche die Aminoséure-
reste Glul7, [le21, Pro30, Lys48, Leu50, sowie Phel04 (hpl) und Tyr49, Val51, Pro52,
Leub5, Phe60, Leu63, sowie Ile64 (hp2) umfassen (vgl. Abb. 1.2 B). Insbesondere wird

A
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Abbildung 1.2: A) Sequenz und Sekundérstrukturelemente von GABARAP. B) Kristall-
struktur IGNU von GABARAP [11]. GABARAP besitzt zwei hydrophobe Bindetaschen hpl
(orange) und hp2 (griin). C) Die Struktur ldsst sich in eine N-terminale helikale Subdoméne

(NHD, hellgriin) und eine Ubiquitin-artige Subdoméne (UAD, dunkelgriin) einteilen.

GABARAP eine entscheidende Beteiligung beim Vesikeltransport und Membranfu-
sionen in der Autophagie und Apoptose zugeschrieben [4, 12, 13|. Zum einen wird
dies durch Assoziation mit Membranproteinen wie dem Transferrin-Rezeptor, dem
Angiotensin-Rezeptor AT1 oder dem k-type Opioid-Rezeptor verdeutlicht [14, 15, 16].
Zum anderen impliziert die direkte Membranverankerung von GABARAP die Betei-
ligung an fusogenen Prozessen in der Autophagie. GABARAP liegt daher sowohl als
l6sliches Protein im Zytosol, als auch in einer Membran-verankerten Form vor, dessen
Entstehung im Folgenden beschrieben wird. Analog zu seinen Homologen der Atg8
Familie, verursacht eine enzymatische C-terminale Modifikation von GABARAP die
kovalente Bindung an Phospholipide. Diese Lipidierung, die in Abbildung 1.3 sche-

matisch dargestellt ist dhnelt der enzymatischen Ubiquitinierung. Zunéchst wird das
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C-terminale Leucin 117 durch die Cysteinprotease AtgdB abgespalten. Die verkiirz-
te Form des GABARAP mit einem C-terminalen Glycin wird durch das El-artige
Enzym Atg7 aktiviert und zu einem E2-artigen Enzym Atg3 transferiert, wodurch
ein Atg3-GABARAP Komplex durch eine Thioesterbindung entsteht. Dieser Komplex
ermoglicht die kovalente Bindung von GABARAP an die Lipide Phosphatidylserin
(PS) sowie Phosphatidylethanolamin (PE) und ermoglicht somit die Verankerung von
GABARAP an Membranen. Der Prozess ist durch die Cysteinprotease AtgdB umkehr-
bar [12]|. Fiir Atg8, das als Modellprotein fiir die gesamte Familie gilt wurde gezeigt,

ABARA|

ATP  AMP+PP. &
SABARA M sABARAPD) — @caBArRAPD — €GABARA
—
GL G G G
a4 c C Atg4B

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Lipidierung von GABARAP. Die Lipidie-
rung dhnelt der Ubiquitinierung. Das C-terminale Leucin 117 wird durch die Cysteinprotease
AtgdB abgespalten. Unter Verbrauch von ATP wird GABARAP durch das El-artige Enzym
Atg7 aktiviert und zum E2-artigen Enzym Atg3 transferiert. Der Atg3-GABARAP Komplex
ermoglicht die Bindung von GABARAP an die Phospholipide Phosphatidylserin (PS) sowie
Phosphatidylethanolamin (PE). Der Lipidierungsprozess ist umkehrbar durch die Cysteinpro-
tease Atg4dB. (Abbildung nach [12])

dass es in lipidierter Form oligomerisiert und so zu Hemifusion von Vesikelmembranen
fithrt [17], wobei allein der N-Terminus eine fusogene Funktion in der Autophagosomen-
Bildung aufweist [18]. Einhergehend mit der Sequenzhomologie von GABARAP und
anderen Proteinen der Atg8 Familie zeigen hochaufgeloste NMR- und Kristallstruktu-
ren eine grofe Ubereinstimmung der Tertidrstruktur [19, 12, 20, 21]. Insbesondere die
Ubiquitin-artige Subdoméne (UAD), die den Proteinkern und den C-Terminus umfasst,
ist in den GABARAP-Homologen konserviert, wohingegen es signifikante Unterschie-
de in der N-terminalen helikalen Subdoméne (NHD) gibt. Abbildung 1.2 (C) zeigt
die Kristallstruktur 1IGNU von Knight et al. (2002) mit einer farblichen Markierung

4
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der UAD in dunkelgriin und der NHD in hellgriin. Insgesamt wurden fiinf Struktu-
ren von GABARAP publiziert, die Konformationsdnderungen der NHD implizieren
[22, 23, 19, 11]. Die grokte Heterogenitdt wird von Coyle et al. (2002) beschrieben,
die GABARAP neben der monomeren geschlossenen Form in einer oligomeren offenen
Form kristallisiert haben. Die monomere geschlossene Struktur stimmt mit den an-
deren publizierten Strukturen iiberein. In der oligomeren offenen Struktur, die durch
Kristallisation unter Hochsalzbedingungen von 2,4 M Ammoniumsulfat erzielt wurde,
formen die ersten zehn N-terminalen Aminoséurereste terminiert durch ein Prolin einen
p-Strang, der von der UAD abgewendet ist. Dieser S-Strang formt ein S-Faltblatt mit
einem Strang der hydrophoben Bindetasche eines benachbarten Molekiils. Der NHD
und der UAD werden jeweils spezifische Funktionen zugeordnet, was am Beispiel von
Tubulin, welches mit der NHD interagiert, und dem GABA 4-Rezeptor, der an die
UAD bindet, deutlich wird. GABARAP konnte somit als Linker zwischen GABA 4-
Rezeptoren und dem Zytoskelett fungieren.

Die Vielzahl verschiedener Funktionen erfordert eine hohe Flexibilitdt und Wand-
lungsfahigkeit von GABARAP. Da es sich um ein strukturiertes Protein von nur 14 kDa
handelt, lasst sich vermuten dass Konformationsénderungen fiir die Multifunktionalitét

besonders relevant sind.

1.3 Nanodisks

Nanodisks fungieren als Membranmimetika, die aufgrund ihres geringen Moleku-
largewichts im Vergleich zu Liposomen von besonderem Interesse fiir die NMR-
Spektroskopie sind. Nanodisks bestehen aus einer Phospholipiddoppelschicht, die durch
zwei Kopien des sogenannten ,,membrane scaffold proteins* (MSP) zusammen gehalten
werden [24]. In Abbildung 1.4 ist der Aufbau einer Nanodisk schematisch dargestellt.
Fiir die Assemblierung von Nanodisks werden Phospholipide, die durch ein Detergens
in Losung gehalten werden, mit MSP-Proteinen gemischt. Ein langsames Entfernen
des Detergens fiihrt dazu, dass die amphipatischen a-Helices des MSP mit den Lipiden

wechselwirken und die hydrophoben Ketten so von der wassrigen Losung abgeschirmt
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werden. Es bildet sich dabei eine Lipiddoppelschicht, die durch zwei Kopien des MSP
zusammengehalten wird. Die Verwendung verschiedener MSP-Konstrukte ermoglicht
die Assemblierung von Nanodisks unterschiedlicher Grofse. Das MSP1 besteht aus
200 Aminoséduren, sodass die MSP1-Nanodisks einen Durchmesser von etwa 10nm
aufweisen [24]. Das verkiirzte Konstrukt MSP1D1A5 besteht hingegen aus nur 167
Aminosauren und bildet Nanodisks mit einem Durchmesser von etwa 9,2 nm und einem
geringeren Molekulargewicht [25]. Der Vorteil von Nanodisks als Membranmimetika
besteht neben des geringen hydrodynamischen Radius im Vergleich zu Liposomen, in

der Monodispersitdt und Homogenitét, sowie einer hoheren Stabilitét [26].

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung einer Nanodisk. Die hydrophilen Kopfgruppen
sind in hellbraun dargestellt. Die beiden MSP-Proteine (griin) schirmen die Lipiddoppelschicht
vom wassrigen Medium ab und bestimmen den Durchmesser der Nanodisk. Die Darstellung

entspricht nicht den realen Grofenverhéltnissen.

1.4 NMR-Spektroskopie zur Untersuchung der
Dynamik von Proteinen

Die Kernresonanzspektroskopie (NMR, engl. Nuclear Magnetic Resonance) ist eine
sehr vielseitige physikalische Methode zur Charakterisierung von Biomolekiilen, da sie

neben der Bestimmung der dreidimensionalen Struktur mit atomarer Auflésung auch



1. Einleitung

Kenntnisse iiber zeitabhingige chemische Prozesse, wie die intramolekulare Dynamik
oder Reaktionskinetiken liefert.

Die NMR-Spektroskopie basiert auf dem Effekt, dass die Energiezustédnde der Kern-
spins von Atomkernen mit einem magnetischen Dipolmoment in einem externen Ma-
gnetfeld aufspalten und geméaft der Boltzmann-Verteilung besetzt sind. Durch die Ein-
strahlung eines Radiofrequenzpulses (RF-Puls) mit der sogenannten Larmorfrequenz
wird ein Ubergang zwischen den Energiezustinden generiert. Nach Ausschalten des RF-
Pulses prézedieren die Spins um das externe Magnetfeld und induzieren jeweils ein von
der elektronischen Umgebung abhéngiges magnetisches Wechselfeld. Dieses Wechselfeld
wird registriert und ergibt nach einer Fouriertransformation das NMR~Spektrum.

Die Entwicklung der NMR-Spektroskopie begann bereits 1946 durch Felix Bloch
und Edward Mills Purcell, die unabhéngig voneinander erstmals den Nachweis fiir
Kernresonanzsignale erbracht haben. Seitdem wurde die NMR-Spektroskopie enorm
weiterentwickelt, sodass sie in vielen verschiedenen Bereichen in der Physik, Chemie,
Biologie, Materialforschung, Pharmazie und Medizin unentbehrlich geworden ist. Das
bahnbrechende Konzept zur Strukturbestimmung von Proteinen wurde zu Beginn der
1980 Jahre von Kurt Wiithrich und seinen Mitarbeiten entwickelt [27, 28, 29]. Kurt
Wiithrich und Gerhard Wagner entdeckten ebenfalls, dass Proteine dynamische Pro-
zesse auf vielen Zeitskalen aufweisen, die das statische Bild von Proteinstrukturen er-
weitern [30].

Die Dynamik von Proteinen steht in direkten Zusammenhang mit funktionellen
Prozessen, sodass die Charakterisierung der Dynamik neben der Tertidrstrukturbe-
stimmung von grofer Bedeutung ist [31]. Funktionelle Prozesse und somit auch die
Proteindynamik laufen auf unterschiedlichsten Zeitskalen von Pikosekunden bis hin zu
mehreren Sekunden, Stunden oder sogar Tagen ab [32]. Damit verbunden sind ver-
schiedene Prozesse, von der Thermodynamik, welche insbesondere in der Katalyse von
Bedeutung ist, bis hin zu kollektiven Bewegungen und Konformationsdnderungen, die
fiir Interaktion mit Liganden notwendig sind, um beispielsweise Bindestellen freizulegen
oder in der Allosterie um Informationen zwischen verschiedenen Doménen im Protein

weiterzuleiten [31]. Fiir ein vollstandiges Verstandnis dynamischer Prozesse und der
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damit verbundenen biologischen Relevanz sind die Thermodynamik, die Kinetik als
auch strukturelle Anderungen von besonderem Interesse. Die NMR-Spektroskopie ist
eine leistungsstarke Methode, um die Dynamik von Proteinen auf der ganzen rele-
vanten Zeitskala von Pikosekunden bis hin zu mehreren Stunden mit atomarer Auf-
16sung zu analysieren [31, 33, 34]. Die Zeitskala in Abbildung 1.5 zeigt verschiedene
dynamische Prozesse und die NMR-Experimente zur Charakterisierung der jeweiligen

Prozesse. Dynamik auf der Piko- bis Nanosekundenzeitskala, die schneller als die Rota-

Ligandeninteraktion

Katalyse
Libration Chemischer Austausch, Faltung
Vibration Seitenkettenrotation, Allosterische Regulation
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Abbildung 1.5: Zeitskala der verschiedenen dynamischen Prozesse in Proteinen und ent-
sprechend mogliche NMR-Experimente zur Analyse. Die Dynamik in Proteinen erstreckt sich
iiber einen 12 Grofenordnungen von Pikosekunden bis hin zu Sekunden. Gestrichelte Lini-
en kennzeichnen NMR-Experimente, die nur unter bestimmten Bedingungen fiir die Analyse
geeignet sind. (Abbildung nach [32, 35])

tionskorrelationszeit des Proteins ist, hat einen Einfluss auf die Relaxation von NMR-
aktiven Kernspins. Die transversalen und longitudinalen Spinrelaxationsraten Ry, Ro
sowie die heteronuklearen NOE-Werte sind demnach sensitiv auf der Piko- bis Nano-
sekundenzeitskala, die priméar Bewegungen von Schleifen oder Seitenkettenrotationen
umfasst. Chemischer Austausch, das heifft Verdnderungen der chemischen Umgebung
aufgrund von Konformationsdnderungen, oder Faltung finden hingegen auf der lang-

sameren Mikro- bis Millisekundenzeitskala statt und kénnen durch eine Analyse der
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Linienform charakterisiert werden. Der chemische Austausch zwischen zwei Konforma-
tionen hat, abhéngig von der Population der beiden Zustdnde und der Austauschrate,
einen Einfluss auf die Linienform, was in Abbildung 1.6 anhand von zwei gleichbe-
setzten Zustédnden veranschaulicht ist. Im Regime des langsamen Austauschs (ke, <
Aw) sind die Peaks fiir jeden Kern deutlich voneinander separiert (Abb. 1.6 A). Eine
hohere Austauschrate fiihrt zu Linienverbreiterung (Abb. 1.6 B). Ist die Austauschrate
in der gleichen Grofenordnung wie wie Differenz der chemischen Verschiebung beider
Zusténde (ke, &~ Aw), so ist die Linienverbreiterung maximal und die jeweiligen Peaks
sind nicht mehr eindeutig unterscheidbar (Abb. 1.6 C). Im schnellen Austauschregime
(kez > Aw) nimmt die Linienbreite ab und beide Zusténde sind durch einen Peak bei
einer gemittelten chemischen Verschiebung reprisentiert (Abb. 1.6 D). Dieses Beispiel
zeigt, dass die Linienform in NMR-Spektren einen wichtigen Beitrag fiir die Charakte-

risierung chemischer Austauschprozesse liefert.
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Abbildung 1.6: Linienformen bei chemischem Austausch von zwei gleichbesetzten Zustin-
den mit einer Austauschrate von A) 0,1 ms™!, B) 1 ms™!, C) 10 ms~! und D) 100 ms~!. Die
Simulation der Spektren erfolgte mit Spinach [36], unter der Annahme einer Protonenlarmor-

frequenz von 600 MHz und einem Aw von 1 ppm.

Zur Quantifizierung der Austauschparameter dienen Carr-Purcell-Meiboom-Gill
(CPMG) oder longitudinale ZZ-Austauschexperimente. Chemischer Austausch auf der
spektralen Zeitskala (us — ms) fithrt aufgrund von Fluktuationen der chemischen

Verschiebung zu Linienverbreiterungen in NMR-Spektren und zu Anderungen der
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Relaxation, die durch CPMG-Experimente quantifiziert werden kénnen. Das grund-
legende Prinzip eines CPMG-Experiments, den Einfluss von chemischem Austausch
auf die Relaxation durch eine Folge refokussierender Pulse zu verringern und da-
durch Informationen {iber chemischen Austausch zu erlangen, wurde bereits vor 60
Jahren entdeckt [37, 38, 39]. Es gestaltete sich zunéchst als eine schwierige Heraus-
forderung die Linienverbreiterung durch chemischen Austausch von anderen Effekten,
wie der homo- oder heteronuklearen skalaren Kopplung zu benachbarten Spins zu
trennen, was jedoch Loria et al. (1999) gelang, die somit das erste robuste CPMG-
Relaxationsdispersions(RD)-Experiment fiir Amide des Proteinriickgrats publizierten
[40]. Seither gab es enorme Weiterentwicklungen und Modifikationen dieses CPMG-
Experiments, die es ermdglichen ansonsten ,unsichtbare” Zustédnde mit einer Popu-

I anhand ver-

lation von nur 0,5% bei einer Austauschrate von 100s~! bis 2000s~
schiedener Kerne zu charakterisieren, ohne das System durch duflere Bedingungen aus
dem Gleichgewicht zu bringen [41|. Angeregte Zustédnde sind neben der Existenz eines
energetisch niedrigsten Grundzustand geméf der Boltzmann-Verteilung hiufig sehr
gering populiert, jedoch nicht minder wichtig in Hinblick auf Funktion oder Dysfunk-
tion des Proteins. Durch CPMG-RD-Experimente konnten beispielsweise intermediére
Proteinfaltungszusténde [42] oder funktionell relevante intermedidre Zustinde eines
Enzyms [43| nachgewiesen werden. Des Weiteren ermoglicht die Entwicklung von
TROSY-basierten CPMG-RD-Experimenten die Aufdeckung von Austauschprozes-
sen in groken Proteinen oder Makromolekiilen. Dies konnte erfolgreich anhand einiger
Membranproteine, wie beispielsweise dem integralen Membranprotein PagP in Mizellen
gezeigt werden [44]. Ist der Austausch zwischen zwei Zustdnden hingegen langsamer als
die spektrale Zeitskala (< 100ms), so sind die Resonanzen verschiedener Konformere
im NMR-Spektrum sichtbar. In diesem Fall eignet sich die Quantifizierung von longi-
tudinalem ZZ-Austausch zur Bestimmung der Austauschrate zwischen zwei Zustéanden
und der Population der beiden Zusténde [45]. Je grofer die Population des angeregten
Zustands, desto geeigneter ist diese Methode, weshalb sie hdufig Anwendung in der
Analyse von Protein-Liganden-Interaktionen findet, da die Population der Zustdnde

durch die Konzentration des Liganden beeinflusst werden kann [46].

10
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1.5 Ziele dieser Arbeit

GABARAP ist ein multifunktionales Protein mit einer Vielzahl an Interaktionspart-
nern, das sich nicht durch eine einzige starre Struktur beschreiben lésst. Die Unterschie-
de in bekannten NMR- und Kristallstrukturen weisen auf eine Dynamik im N-Terminus
hin, die in der Familie der GABARAP-Homologen konserviert ist, jedoch weder im
Hinblick auf die funktionelle Relevanz charakterisiert ist, noch hinsichtlich der Dyna-
mik quantifiziert ist. So ist {iber das Zusammenspiel von l6slichem GABARAP und
Membran-verankertem GABARAP, sowie eine mogliche Oligomerisierung und dessen
Relevanz fiir Membran-fusogene Prozesse nur wenig bekannt. Diese Multifunktiona-
litdt von GABARAP impliziert hohe Flexibilitdt und die Existenz von chemischen
Austausch.

Das Ziel dieser Arbeit war eine umfangreiche Charakterisierung und Quantifizierung
der Dynamik von GABARAP mittels NMR-Spektroskopie auf der gesamten relevan-
ten Zeitskala von Pikosekunden bis hin zu Millisekunden. Um die interne Dynamik
auf der Piko- bis Nanosekundenzeitskala von GABARAP zu charakterisieren, sollten
I5N-Spinrelaxationsexperimente durchgefiihrt werden, die auferdem eine Beschreibung
der Hydrodynamik von GABARAP liefern. Die Hydrodynamik sollte zusétzlich durch
Diffusionsexperimente bestimmt werden.

Da die Dynamik im N-Terminus schon wéhrend der Resonanzzuordnung von
GABARAP im Jahre 2002 erstmals aufgefallen ist, jedoch nie quantifiziert wurde,
war die Bestimmung der Austauschkinetik mittels ZZ-Austausch ein wichtiger Teil
dieser Arbeit. Weiterhin war es von besonderem Interesse, bis zu diesem Zeitpunkt
noch unbekannte gering populierte Austauschzustinde auf der Millisekundenzeits-
kala aufzuspiiren und mittels CPMG-Relaxationsdispersion (RD) zu quantifizieren.
Zur Erlangung von Informationen iiber strukturelle Anderungen, die mit chemischem
Austausch einhergehen, sollten CPMG-RD-Kurven verschiedener Kerne im Prote-
inriickgrat (N, HY, CO) betrachtet werden. Um das Zusammenspiel von léslichem
GABARAP und Membran-verankertem GABARAP und damit die funktionelle Re-

levanz in der Autophagie besser zu verstehen, ist ein Vergleich der Dynamik mit

11
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und ohne Membran nétig. Das Ziel war demnach Nanodisk-verankertes GABARAP
herzustellen und Moglichkeiten fiir die NMR-spektroskopische Charakterisierung der
Dynamik von Membran-verankertem GABARAP Proteinen aufzuzeigen.

Um den physiologischen Gegebenheiten moglichst nahe zu kommen, sollten diese
NMR-Experimente an dem wildtypischen GABARAP mit 117 Aminosduren durchge-
fithrt werden. Dementsprechend musste die Resonanzzuordnung, die von GABARAP
mit einem N-terminalen Uberhang existiert (119 Aminosduren), angepasst und vervoll-
stindigt werden. Aufserdem sollten in dieser Arbeit verschiedene Cysteinvarianten her-
gestellt und charakterisiert werden, um die konformationelle Dynamik von GABARAP

im Rahmen einer Kooperation auch fluoreszenzspektroskopisch analysieren zu kénnen.
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2 Material

2.1 Verwendete Biochemikalien, Chemikalien und

Kits

Tabelle 2.1: Verwendete Biochemikalien, Chemikalien und Kits

Material

Bezugsquelle

Acrylamid 4K Lésung (30%) (Mix 29:1)
1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC)

11,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[4-(p-
maleimidophenyl)butyramide|(MPB-PE)

I5N-Ammoniumchlorid
13-, 13C-d7-Glukose

D,0O

4,4-Dimethyl-4-silapentan-5-Sulfonsdure (DSS)
DNase

innuPREP Plasmid Mini Kit

QIAGEN Plasmid Midi Kit

QuikChange IT XL Site-Directed Mutagenesis Kit

AppliChem, Darmstadt

Avanti Polar Lipids, Ala-
baster, USA

Avanti Polar Lipids, Ala-
baster, USA

Euriso-top, Gif-Sur-
Yvette, Frankreich

Euriso-top, Gif-Sur-
Yvette, Frankreich

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem, Darmstadt
Analytik Jena, Jena
QIAGEN, Hilden

Agilent, Santa Clara,
USA
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2. Material

2.2 Bakterienstamme und Plasmide

Tabelle 2.2: Genotypen und Referenzen der verwendeten Bakterienstdmme

Stamm Genotyp Bezugsquelle
BL21 (DE3) F~ ompT hsdSp(rg mp~) gal dem (DE3) Novagen,
Darmstadt
OmniMAXTM2  F” {proAB+ laclq lacZAM15 Tn10(TetR) Invitrogen,
T1R A(ccdAB)} merA A(mrr hsdRMS-merBC) Carlsbad,
D80(lacZ)AM15 A(lacZYA-argF)U169 USA
endAl recAl supE44 thi-1 gyrA96 relAl
tonA panD
XL10 Gold Tet" A (merA)183 A(merCB-hsdSMR- Stratagene,
mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 La Jolla,
relAl lac Hte [F’proABlacl?ZAM15 Tnl0 USA

(Tet")Amy Cam"|

Tabelle 2.3: Bezeichnung, Resistenz, Eigenschaft und Referenz der Plasmide

Plasmid Resistenz Eigenschaft Referenz
pET11a_ GABARAP  Ampicillin ~ Kodiert fiir Life Technologies,
GABARAP Carlsbad, USA
pET28a MSP1D1A5  Kanamycin  Kodiert fiir His- AG Wagner,
MSP1D1A5 Harvard Medical
School
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2. Material

2.3 Verwendete Gerate

Tabelle 2.4: Verwendete Geriate

Gerat Hersteller

Branson Sonifier 250 (Ultraschallstab) — Branson Ultrasoncis Corporation,
Danbury, USA

Avanti J-20XP (Zentrifuge) Beckmann-Coulter, Palo Alto, USA
AKTAPurifier GE Healthcare, Freiburg

Lambda 25 UV /Vis-Spektrometer Perkin Elmer, Skelton, USA
GelDoc MP BioRad, Miinchen
NMR-Spektrometer 600 MHz, Agilent (Varian), Santa Clara, USA
800 MHz und 900 MHz

NMR-Spektrometer 600 MHz Bruker, Billerica, USA

2.4 Chromatographien

Tabelle 2.5: Verwendete Chromatographiesiulen

Material Bezugsquelle

Q-Sepharose im Gravitationsfluss GE Healthcare, Freiburg
HiLoad 16/10 SP Sepharose HP GE Healthcare, Freiburg
HiLoad 16/600 Superdex 75 pg GE Healthcare, Freiburg
HiLoad 16/600 Superdex 200 pg GE Healthcare, Freiburg
Superdex 200 Increase 5/150 GL GE Healthcare, Freiburg
PD-10 GE Healthcare, Freiburg
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2. Material

2.5 Datenbanken und Software

Tabelle 2.6: Verwendete Datenbanken und Software

Datenbank /Software

Verwendungszweck

BMRB Datenbank, http://bmrb.wisc.edu

cpmg_ fit (Dmitry Korzhnev)

ExPASy-ProtParam, http://web.expasy.org
ExPASy-Translate Tool, http://web.expasy.org

Matlab
MUNIN [47, 48|

nmrPipe [49]
nmrViewJ 8.0.3 [50]

PDB Datenbank, http://rcsb.org

PrimerX,

http://www.bioinformatics.org/primerx

PyMOL
relax [51, 52, 53, 54, 55|

Spinach [36]

Secondary Structure Propensity (SSP) [56]

Tensor2 [57]
TopSpin

VnmrJ

NMR-Zuordnungen von Bio-
molekiilen

Auswertung und Analyse von
CPMG-Daten

Analyse von Proteinsequenzen

Translation von DNA-Sequenzen
in Aminosduresequenzen

Auswertung und Analyse von Re-
laxationsdaten und ZZ-Austausch

Bestimmung von Peakintensitéten
aus mehrdimensionalen Spektren

Prozessieren von NMR-Daten

Visualisierung und Analyse von
NMR-Spektren

Strukturen biologischer Makro-
molekiile

Primerdesign fiir die Mutagenese

Visualisierung von Proteinstruk-
turen

Model-free-Analyse von Relaxa-
tionsdaten

Simulation von Spindynamik

Sekundéarstrukturvorhersage
durch chemische Verschiebungen

Model-free-Analyse von Relaxa-
tionsdaten

Bedienung der Varian NMR-
Spektrometer

Bedienung der Varian NMR-
Spektrometer
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Transformation von E. col:

Das GABARAP Gen ist in einem pET1la-Vektor mit einer Ampicillinresistenz
codiert. Die Transformation des Plasmids erfolgte in chemisch kompetente F. coli
BL21 (DE3) T1r Zellen. Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut, bevor 0,5 pl
des Plasmids mit einer Konzentration von etwa 200ng/ul zu einem 50 pl Zellaliquot
pipettiert wurden. Es folgte eine Inkubation fiir 15 bis 30 Minuten auf Eis. Der An-
satz wurde fiir 45 Sekunden bei 42 °C erhitzt und anschliefsend fiir 5 Minuten auf Eis
inkubiert. Nach Zugabe von 600 ul LB-Medium (Tab. 3.2) wurden die kompetenten
Zellen bei 37°C fiir eine Stunde unter Schiitteln inkubiert. Die Ausplattierung von
100 pl der kompetenten Zellen erfolgte auf Agarplatten mit Ampicillin (200 pg/ml),
sodass nur erfolgreich transformierte Zellen, die das Plasmid tragen wachsen. Nach 14
bis 18 Stunden Inkubation bei 37 °C wurden die Platten bis zur weiteren Verwendung

bei 4°C gelagert.

3.1.2 Isolierung von Desoxyribonukleinsdure (DNA)

Fiir die Isolation kleiner Mengen DNA wurde das innuPREP Mini Kit nach Anga-
ben des Herstellers verwendet. Die Ausbeute betrug dabei etwa 5pug DNA aus 5ml
einer E. coli Ubernachtkultur. Die Isolation im gréferen Mafstab erfolgte unter Ver-
wendung des QIAGEN Plasmid Midi Kits aus 50 ml einer E. coli Ubernachtkultur. Bei

den verwendeten . coli Stammen handelte es sich um Omnimax oder XL10 Gold.
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3. Methoden

3.1.3 Konzentrationsbestimmung der DN A

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit dem NanoPhotometer der Firma Implen.
Die Konzentrationsbestimmung basiert auf der Absorption doppelstrangiger DNA bei
der Wellenldnge A =260 nm [58]. Eine optische Dichte von eins bei A = 260 nm und einer
Kiivette mit 1 cm Schichtdicke entspricht einer DNA Konzentration von 50 pg /ul.

3.1.4 Ortsspezifische Mutagenese

Zur Herstellung von GABARAP-Varianten mit Mutationen wurde das QuikChange 11
XL Mutagenese Kit der Firma Agilent verwendet. Fiir die Mutagenese wurde nach dem
Protokoll des Herstellers vorgegangen. Es wurden zunéchst einzelne Mutationen durch-
gefiihrt. Dabei handelt es sich um die Mutationen A117, E100A, V4C, E7C, K13C, 141C
und F62C. Fiir das Einfiihren einer zweiten Mutation wurde jeweils das bereits einfach
mutierte Plasmid verwendet. Somit wurde die Mutation des Gly116 zu einem Cys116
nach der bereits erfolgten Deletion des Leull7 vorgenommen. Die Herstellung der Plas-
mide von GABARAP-E7C/E73C, GABARAP-E7C/F62C, GABARAP-K13C/F62C
erfolgte an den Plasmiden von GABARAP-E7C und GABARAP-K13C. Die Primer

wurden mit dem Programm PrimerX konstruiert.

3.1.5 Sequenzierung der DNA

Die Sequenzierung wurde von der Firma Seqlab Sequence Laboratories Gottingen
GmbH durchgefithrt. Es wurden immer zwei Proben mit 1,2 ug DNA in 12 ul H,O
vorbereitet, um eine komplementire Sequenzierung mit den Primern T7 und T7-

Terminator durchzufithren.
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3. Methoden

3.2 Proteinnachweis und Konzentrationsbestimmung

3.2.1 SDS-PAGE nach Laemmli

Die Auftrennung von Proteingemischen nach ihrer Grofe, erfolgte durch die diskon-
tinuierliche Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
nach Laemmli. Fiir die SDS-PAGE werden Proteine in einem SDS enthaltenden Puf-
fer aufgekocht, was zur Denaturierung fithrt. Das negativ geladene SDS lagert sich an
die Proteine an, iiberdeckt so die Eigenladung der Proteine und fiihrt aufgrund der
sich abstofenden negativen Ladungen zusétzlich zu einer Linearisierung. Damit ist die
Proportionalitat der Proteinladung zum Molekulargewicht gewéhrleistet. Die Proteine
werden in die Taschen eines Sammelgels geladen. Im Sammelgel werden die Proteine
konzentriert. Durch negativ geladene Leitionen im Gel und positiv geladene Folgeionen
im Laufpuffer wird ein Feldstérkegradient aufgebaut, der zu unterschiedlichen lokalen
Feldstérken fiithrt. Proteine geringerer Mobilitéat erfahren ein grofseres elektrisches Feld
und werden daher stéirker beschleunigt als Proteine grofierer Mobilitat, die unmittelbar
hinter den Leitionen laufen. Somit stapeln sich die Proteine unmittelbar hinter dem
Leition auf. Beim Einwandern in das engporige Trenngel fiihrt die erzeugte Reibung
zu noch schirferen Banden. Der Proteinstapel 16st sich auf und die Proteine werden
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Fiir die Trennung von lipidiertem und nicht
lipidiertem GABARAP wurde Probenpuffer ohne 5-ME verwendet, um ein Aufbrechen
der Maleimidkopplung zwischen Protein und Lipid zu verhindern. Die Farbung der Ge-
le erfolgte mit einer angewérmten Coomassie Féarbelosung (Tab. 3.1) fiir mindestens
eine Stunde bei Raumtemperatur. Die Entfarbung wurde durch Aufkochen in HoO und

anschlieffendes Schiitteln erreicht.
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3. Methoden

Tabelle 3.1: Verwendete Gele und Puffer zur SDS-PAGE

5% Sammelgel 15 % Trenngel

16,8 % (v/v) Acrylamid 30 % 50% (v/v) Acrylamid 30 %
125mM Tris-HCI, pH 6,8 375mM Tris-HCI, pH 6,8
0,1% (w/v) SDS 0,1% (w/v) SDS

0,1% (v/v) 10% APS 0,1% (v/v) 10% APS
0,1% (v/v) TEMED 0,1% (v/v) TEMED
1-fach SDS-Laufpuffer 4-fach Probenpuffer

50 mM Tris-HCI, pH 8,3 200mM Tris-HCI, pH 6.8
385 mM Glyzerin 8% (v/v) f-ME

0,1% (w/v) SDS 8% (w/v) SDS

40 % (v/v) Glyzerin
0,05 (w/v) Bromphenolblau

Coomassie-Farbelosung

25 % Isopropanol

10 % Essigséure

0,5g/1 Coomassie Brilliant Blue R250
in Hy,O

3.2.2 UV /Vis-Spektroskopie

Proteine besitzen ein Absorptionsmaximum bei 280 nm, sodass die Proteinkonzentra-
tion direkt aus der Aufnahme eines UV /Vis-Spektrums im Wellenléngenbereich von
220 nm bis 320 nm bestimmt wurde. Zur Aufnahme der Absorptionsspektren diente ein
Spektrophotometer des Typs Lambda 25 der Firma Perkin Elmer (Skelton, USA). Das
Prinzip der Konzentrationsbestimmung von Proteinen und Peptiden durch Extraktion

beruht auf dem Lambert-Beerschen-Gesetz

Eggo — €980 C- d, (31)
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3. Methoden

das die Extinktion Eagp bei 280 nm in Abhéngigkeit des proteinspezifischen molaren
Extinktionskoeffizienten eygq, der Proteinkonzentration ¢ sowie der Schichtdicke d der
verwendeten Kiivette beschreibt. Der molare Extinktionskoeffizient bei 280 nm lésst
sich mit Hilfe des Webtools Protparam (web.expasy.org/protparam) basierend auf der
Anzahl aromatischer Aminoséduren und des Molekulargewichts bestimmen. Der molare
Extinktionskoeffizient von GABARAP betrigt es50 — 11920 M~ tem !, Da die Amino-
sauresequenz von GABARAP kein Tryptophan enthélt, ist der Extinktionskoeffizient

mit einem Fehler von etwa 10 % behaftet.

3.3 Expression von GABARAP und GABARAP-
Varianten

Die Expression von GABARAP und GABARAP-Varianten erfolgte jeweils nach dem
gleichen Protokoll, das im Folgenden beschrieben wird. Zunéchst wurde eine 25ml
LB-Kultur mit frisch transformierten und ausplattierten Bakterienkolonien angeimpft
und iiber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Fiir die Isotopenmarkierung des
spater exprimierten GABARAPs erfolgte die weitere Kultivierung der Bakterienzellen
in einem M9-Minimalmedium (Tab. 3.2), welches nach Bedarf '’N-Ammoniumchlorid
und BC-Glukose als einzige Stickstoff- bzw. Kohlenstoffquelle enthielt. Eine unmar-
kierte M9-Vorkultur von 100 ml Volumen, welche durch ein entsprechendes Volumen
der LB-Ubernachtkultur auf eine OD von 0,1 angeimpft wurde, diente dazu die Zellen
zundchst an das Wachstum im M9-Minimalmedium zu gewohnen. Bei Erreichen einer
OD von 1,0 wurden die Zellen der Vorkultur abzentrifugiert und 1:10 (in Bezug auf
das Volumen der Vorkultur) in markiertem M9-Medium verdiinnt und bei 37 °C unter
Schiitteln inkubiert. Nachdem die OD dieser Kultur auf 0,8 bis 1,0 angestiegen war,
erfolgte die Expression von GABARAP durch Zugabe von 1 mM IPTG. Die weitere
Inkubation fand bei 20 °C statt bevor die Zellen nach 15 Stunden durch Zentrifugation

bei 5000 x g fiir 20 Minuten geerntet wurden. Das so erhaltene Pellet wurde einmal mit
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3. Methoden

PBS gewaschen, auf zwei Behélter verteilt, abzentrifugiert und anschliefend bei -20 °C

eingefroren oder fiir die unmittelbare Reinigung auf Eis aufbewahrt.

Tabelle 3.2: Verwendete Puffer zur Expression von GABARAP und GABARAP-Varianten

LB-Medium

M9-Minimalmedium

10g/1 Trypton

5 g/l Hefeextrakt
5g/1 NaCl

200 pug/ml Ampicillin

9,1 g/l NaH,PO, - 2 H,O

3 ¢/l KH,PO, - 2 HyO

0,5 g/I NaCl

1g/1 [*N]H,Cl

100 uM CaCl,

2mM MgSO,

10 M Fe(I1D)-Cl

3g/1 Glukose bzw. 1,5g/1 [**C]-Glukose
0,2% (v/v) Spurenelemente (TS2)
5mg/ml Thiaminhydrochlorid
0,1% (v/v) Vitamincocktail

200 pug/ml Ampicillin

Spurenelemente T'S2

Vitamincocktail

30mg/1 MnCl, - 4 HyO
58,8 mg/1 ZnSO, - H,O
300mg/1 H3BO;

200mg/1 CoCly - 6 HyO
20mg/1 NiCl, - 2 H,O

900 mg/1 NayMoO, - 2 HyO
20mg/1 NaySeO3

10mg/1 CuCly - 2 H,O

1g/1 Biotin

1g/1 Cholinchlorid

1g/1 Folsaure

1g/1 Nicotinamid

1g/1 Natium-D-panthothenat
1g/1 Pyridoxalhydrochlorid
0,1g/1 Riboflavin

PBS

140 mM NaCl
2,7mM KCI
10mM NaH,PO4
1,8mM KHyPOy,
pH 7.4
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3.4 Reinigung von GABARAP und GABARAP-
Varianten

Das im Folgenden beschriebene Reinigungsprotokoll bezieht sich auf GABARAP, die C-
terminale Deletionsvariante GABARAPA117 und GABARAP-E100A. Die Reinigung
wurde im Wesentlichen nach Coyle et al. (2002) durchgefiihrt [19]. Zunéchst wurde
das aus der Expression erhaltene Pellet in Lysepuffer]l aufgenommen. Es wurden dabei
20 ml Lysepufferl fiir ein Pellet verwendet, das einem halben Liter Bakterienkultur ent-
spricht. Zur Lyse der Zellen wurden diese in einem maximalen Volumen von 20 ml mit
dem Branson Sonifier bei Power Level 5 mit einem Duty Cycle von 50 %, 6 x 30 Sekun-
den beschallt. Zwischen den Sonifizierungszyklen wurde das Lysat fiir je 30 Sekunden
auf Eis gekiihlt. Um die geldsten Proteine von unléslichen Zellbestandteilen zu tren-
nen, wurde das Lysat fiir 45 Minuten bei 50000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
mit einem Spritzenfilter der Porengrofse 0,22 um sterilfiltriert, wihrend das Pellet in
Lysepuffer mit 6 M Guanidinhydrochlorid gelost wurde, um auch das in Einschlusskor-
pern eingeschlossene GABARAP zu l6sen. Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden
bei Raumtemperatur wurde das Lysat bei 50000x g fiir 45 Minuten abzentrifugiert
und der Uberstand mittels Dialyse gegen 11 Ionenaustauschpuffer A zuriickgefaltet.
Wihrend der Dialyse wurde der Puffer iiber einen Zeitraum von 14 Stunden zwei mal
gegen je 21 frischen Puffer ausgetauscht. Das bei der Dialyse ausgefallene Protein wur-
de bei 50000 x g fiir 45 Minuten abzentrifugiert und verworfen. Der Uberstand wurde
sterilfiltriert und durch eine Kationenaustauschchromatographie weiter aufgereinigt.
Die Aufreinigung erfolgte mithilfe des AKTAPurifier Chromatographiesystems durch
die Verwendung einer HilLload 16/10 SP Sepharose mit 20 ml Séulenvolumen. Die Sdu-
le wurde mit einer Flussrate von 2ml pro Minute betrieben. Zur sauberen Trennung
des GABARAPs von den restlichen Proteinen eignete sich ein Salzgradient, der durch
eine ansteigende Konzentration von lonenaustauschpuffer B iiber 15 Saulenvolumen
eine maximale Konzentration von 40 % Puffer B (400 mM KCI) erreichte. Die finale

Trennung von GABARAP und Verunreinigungen wurde durch eine Gelfiltration mit
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einer HiLoad 16/600 Superdex 75 pg Séule angeschlossen an ein AKTApurifier System
erreicht. Die Trennung erfolgte mit Gelfiltrationspuffer in 2ml Fraktionen bei einer
Flussrate von 1 ml/min. Fraktionen, die laut SDS-PAGE reines GABARAP enthielten,
wurden vereinigt und mittels Zentrifugation bei 3000 x g in einem Vivaspin Konzentra-
tor (MWCO 3,5kDa) auf eine Konzentration von bis zu 1 mM eingeengt.

Die GABARAP-E100A-Variante wurde von einem Mitarbeiter des ICS-6 exprimiert
und gereinigt.

Die Reinigung von allen verwendeten GABARAP-Cysteinvarianten erfolgte, ausge-
nommen von GABARAP mit der Mutation K13C/F62C, mit nur wenigen Unterschie-
den analog zu der Reinigung des GABARAP-Wildtyps. Die Unterschiede bestanden
darin, den verwendeten Puffern 5 mM S-Mercaptoethanol bzw. dem Gelfiltrationspuffer
2mM TCEP hinzuzufiigen, um die Ausbildung von Disulfidbriicken zu vermeiden. Des
Weiteren wurde fiir die Reinigung der Varianten auf den denaturierenden Reinigungs-
schritt durch Losen des Zellpellets in 6 M Guanidinhydrochlorid nach der Sonifizierung
verzichtet.

Die Reinigung von GABARAP-K13C/F62C erfolgte hingegen mittels einer Anio-
nenaustauschchromatographie. Dazu wurden die Bakterienzellen nach der Expression
in Lysepuffer2 aufgenommen. Es wurden dabei 20ml Lysepuffer2 fiir ein Pellet aus
einem halben Liter Bakterienkultur verwendet. Zur Lyse der Zellen wurden diese in
einem maximalen Volumen von 20 ml mit dem Branson Sonifier bei Power Level 5 mit
einem Duty Cycle von 50 %, 6 x 30 Sekunden beschallt. Zwischen den Sonifizierungszy-
klen wurde das Lysat fiir je 30 Sekunden auf Eis gekiihlt. Um die gelosten Proteine von
unloslichen Zellbestandteilen zu trennen, wurde das Lysat fiir 45 Minuten bei 50000 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einem Spritzenfilter der Porengréfe 0,22 pum
sterilfiltriert. Die Aufreinigung erfolgte durch eine Anionenaustauschchromatographie
im Gravitationsfluss. Dazu wurden 4 ml Q Sepharose als Sdulenmaterial fiir je 20 ml
Lysat verwendet. Der Durchfluss wurde aufgefangen und enthielt das zu reinigende
Protein GABARAP-K13C/F62C. Die finale Trennung von GABARAP-K13C/F62C
und Verunreinigungen wurde wie im Falle der Reinigung von GABARAP durch ei-
ne Gelfiltration mit einer HiLoad 16,/600 Superdex 75 pg Séule angeschlossen an ein
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AKTApurifier System erreicht. Die Trennung erfolgte mit Gelfiltrationspuffer inklusi-
ve 2mM TCEP in 2ml Fraktionen bei einer Flussrate von 1ml/min. Fraktionen, die
gemél SDS-PAGE reines GABARAP-K13C/F62C enthielten, wurden vereinigt und
mittels Zentrifugation bei 3000x g in einem Vivaspin Konzentrator (MWCO 3,5kDa)

eingeengt.

Tabelle 3.3: Verwendete Puffer zur Reinigung von GABARAP und GABARAP-Varianten

Lysepufferl Lysepuffer2

25 mM Natriumphosphatpuffer 25mM Tris

100 uM EDTA 100 uM EDTA

10 U DNase A 10 U DNase A

1 Tablette/50ml Complete Protease 1 Tablette/50ml Complete Protease
Inhibitor Inhibitor

50 mM KCl pH 8.8

pH 6,5

Ionenaustauschpuffer A Ionenaustauschpuffer B

25 mM Natriumphosphatpuffer 25 mM Natriumphosphatpuffer
pH 6,5 pH 6.5

50 mM KCl 1M KCl

100 uM EDTA 100 uM EDTA

3.5 Herstellung von GABARAP-Nanodisks

Die Lipidierung von GABARAP wurde chemisch durch eine Maleimid-Reaktion zwi-
schen Phosphatidylethanolamin(PE)-MPB und dem C-Terminus des Proteins herbei-
gefithrt. Dazu wurde im GABARAP codierten Plasmid eine Mutation des Glycins an
Position 116 zu einem Cystein vorgenommen und das C-terminale Leucin deletiert.
Das Maleimid des PE-MPB reagiert mit der Thiol-Gruppe des Cysteins unter Ausbil-
dung einer kovalenten Bindung (Abb. 3.1). Fiir die Lipidierung wurde GABARAP wie

in Kapitel 3.4 beschrieben mittels Kationenaustauschchromatographie gereinigt, wobei
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0 0
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Maleimid Cystein Modifiziertes Cystein

Abbildung 3.1: Maleimid-Reaktion des PE-MPB mit dem Cystein des GABARAP-
G116CA117.

die Reinigung mittels Gelfiltration fiir den Lipidierungsansatz nicht erforderlich war.
Zunéchst erfolgte ein Pufferaustausch von GABARAP enthaltenden Fraktionen durch
eine PD-10 Séule, um das zuvor verwendete Reduktionsmittel zu entfernen. Dazu wur-
de die Probe in einem Volumen von 2,5 ml auf die PD-10 Saule geladen, der Durchfluss
verworfen und das Protein mit 3,5 ml Elutionspuffer eluiert. Fiir die Lipidierung wur-
den zwei PE-MPB-Molekiile (0,61 mg, 660 uM) pro GABARAP (4,6 mg, 330 uM) in
Lipidpuffer gelost und in gleichen Volumenanteilen mit dem GABARAP in Elutions-
puffer gemischt. Der Ansatz wurde fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
der Kopplungserfolg mittels SDS-PAGE iiberpriift.

Bei der Nanodiskassemblierung wurde nach dem Protokoll von Pavlidou et al. (2013)
vorgegangen [59]. Fiir die Assemblierung von DMPC-Nanodisks wurde GABARAP-PE,
das ,,membrane scaffold protein® MSP1D1A5 und DMPC im molaren Verhéaltnis 1:1:53
gemischt. Dazu wurde zunéchst das als Pulver vorliegende DMPC in Lipidpuffer ge-
16st, sodass eine 50 mM Losung entsteht. Das MSP1D1Ab5 mit einer Konzentration von
3mg pro ml wurde in Assemblierungspuffer gelést. Der GABARAP-PE, MSP1D1A5
und DMPC Ansatz wurde abwechselnd drei mal 20 Minuten auf Eis und zweimal 20
Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurde das Detergens durch Dialyse (MWCO
3,5kDa) gegen 1,51 Assemblierungspuffer bei 4 °C fiir 24 Stunden entfernt, wobei der

Assemblierungspuffer zweimal durch frischen Puffer ersetzt wurde. Nach der Dialyse
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erfolgte die Trennung von Nanodisk-verankertem GABARAP und gelosten Proteinen
mittels Grofenausschlusschromatographie iiber eine HilLoad 16/600 Superdex 200 pg,
die an einen AKTAPurifier angeschlossen war. Dazu wurde Assemblierungspuffer bei
einer Flussrate von 1 ml/min verwendet und die Probe in 2ml Fraktionen eluiert. Frak-
tionen, die laut SDS-PAGE GABARAP und MSP1D1A5 enthalten, wurden vereinigt
und mittels Zentrifugation bei 600 x g in einem Vivaspin Konzentrator (MWCO 10kDa)
auf eine Konzentration von bis zu 300 uM eingeengt.

Die zur Gelfiltration verwendete Séule Hil.oad 16/600 Superdex 200 pg wurde von einer
Mitarbeiterin des ICS-6 mit einem Proteinstandard kalibriert, um den hydrodynami-
schen Durchmesser und das Molekulargewicht der eluierten Nanodisks abzuschéitzen.
Die Kalibrierung erfolgte an den folgenden Proteinen mit bekanntem Molekulargewicht
bzw. hydrodynamischen Durchmesser: Thyroglobulin (MW = 669 kDa, 17 nm), Ferritin
(440kDa, 12,2nm), Aldolase (158 kDa, 9,62nm), Conalbumin (75kDa, 7,28 nm) und
Ribonuclease A (13,7kDa, 3,28 nm). Fiir die analytische Gelfiltration mittels einer Su-
perdex 200 Increase 5/150 GL Séule zur Uberpriifung der Nanodiskstabilitit wurden

die Groflenstandards dem Datenblatt des Herstellers entnommen und dienten somit als

Richtwert.
Tabelle 3.4: Verwendete Puffer
Elutionspuffer Lipidpuffer
25 mM HEPES/KOH 25 mM HEPES/KOH
pH 7,4 pH 7,6
100 mM KCl 100 mM KCl
0,25 mM TCEP 0,25 mM TCEP
100 mM Natriumcholat
Assemblierungspuffer

10 mM Natriumphosphatpuffer
pH 7,4
150 mM NaCl
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Alle NMR-Experimente wurden in NMR-Puffer bestehend aus 100 mM NaCl, 100 mM
KCl, 100 uM EDTA, 25 mM Natriumphosphatpuffer bei pH 6,9 und 0,02% (w/v)
NaNj3 aufgrund der bakteriziden und fungiziden Wirkung und 10% (v/v) D,O fir
den Feldfrequenz-Lock durchgefiithrt. Aufgrund des hohen Salzgehalts wurden 5mm
Shigemi-Rundréhrchen des Typs BMS-005V verwendet, um die Pulslangen gering zu
halten. Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten NMR-Experimente wurden

6 Kernresonanz(NMR)-Spektroskopie

.6.1 NMR-Proben

die folgenden Proben hergestellt:

© N s W e

e T e e T s S = S S S
I =N N S S =)

1,0mM [U-'"N]-markiertes GABARAP

0,5mM [U-'5N]-markiertes GABARAP, 0,5% (v/v) Dioxan
0,9mM [U-?H,"N]-markiertes GABARAP

0,5mM [U-?H,"N]-markiertes GABARAP

0,5mM [U-13C,'*N]-markiertes GABARAP
0,3mM [U-'3C,**N]-markiertes GABARAP
1,0 mM [U-N]-markiertes GABARAPA117

[U
[U
[U
U
0,9mM [U-13C,'®N]-markiertes GABARAP
[U
[
[
[ -markiertes GABARAP-G116CA117

N]
U 15 ]
U-"N]-markiertes GABARAP-V4C

[U-N]
. 240 uM [U-N]-markiertes GABARAP-E7C
. 340 uM [U-""N]-markiertes GABARAP-K13C
[U-N]
[U-N]

U-1"N]-markiertes GABARAP-F62C
U-N]-markiertes GABARAP-E100A

. 675 uM [U-'°N]-markiertes GABARAP-K13C/F62C
. 550 uM [U-""N]-markiertes GABARAP-E7C/E73C
.~ 300 uM [U-'"N]-markiertes GABARAP an Nanodisks
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3.6.2 Aufnahme der Spektren

Die NMR-Messungen wurden mit NMR-Spektrometern der Firma Varian (Palo Alto,
USA) und Bruker (Karlsruhe) aufgenommen, deren Details aus Tabelle 3.5 zu ent-
nehmen sind. Alle wichtigen Aufnahmeparameter der gemessenen NMR-Spektren von
GABARAP sind in Tabelle 3.6 zusammengefasst. Eine Temperaturkalibrierung der
NMR-Spektrometer wurde regelmifig mit einer deuterierten Methanolprobe als 'H-

NMR-Thermometer durchgefiihrt |60].

Tabelle 3.5: Verwendete NMR-Spektrometer

Protonenlarmor-

Hersteller /Serie Probenkopf
frequenz
] L {13 15 31
Varian 600 MHz XYZ-PFG-TH-{ *C,"N,"'P}
Raumtemperatur
: Lp_f13¢Y 15
Varian 600 MHz 5mmZPFq H-{C,PN}
kryogengekiihlt
: T {13 15
Varian 800 MHz omm Z-PFG H-{7C, 7N}
kryogengekiihlt
. Lp_f13¢Y 15
Varian 900 MHz omm Z-PFG TH-{HC, N
kryogengekiihlt
: LE_f13¢y 15 31
Bruker 600 MHz 5mmZPF(j’ H-{7CPNP)
kryogengekiihlt
: 1P f13¢Y 15
Bruker 600 MHz omm Z-PFG H-{7C, PN}
kryogengekiihlt
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Tabelle 3.6: NMR-Experimente. Die erste Spalte gibt die Probennummer entsprechend der Nummerierung aus Abschnitt 3.6.1 an. Bei
t1 handelt es sich um die Anzahl der aufgenommenen reellen Punkte, to und ts werden als komplexe Punkte angegeben.

#  Pulssequenz swi by SWo b9 sws  ts nt dy Relaxationsintervall/ 1N 1B3C T [K]
[ppm] [Pkt] [ppm]| [Pkt] [ppm] [Pkt] [s] ~ Mischzeit [ms] [ppm]  [ppm]
1 'H,°N-HSQC 16 1230 29 64 - - 16 1,25 - 116,5 - 273, 298
1 'H,N-HSQC 16 1230 31 64 - - 16 1,25 - 116,5 - 298
1 SN-T, 16 1024/ 29 96 - - 16 2,0 10, 1200, 120, 1000, 116,5 - 278, 288,
(600/900 MHz) 2048 240, 800, 360, 600, 298, 308
480, 10, 120, 480,
600
1 15N—T1p 16 1024/ 29 96 - - 16 3,0 2,100, 10, 90, 20, 80, 116,5 - 278, 288,
(600/900 MHz) 2048 30, 70, 40, 60, 50,2, 298, 308
80, 100
1 {1H}—15N NOE 16 1024/ 29 128 - - 16 15,0, - 116,5 - 278, 288,
(600,/900 MHz) 2048 9,0 298, 308
| 77-5N-T, 16 2048 20 64 - ] 64 20 0,50 118, 236, 1162 - 278, 283
35,4, 47,2, 59
1 ' N-SQ-CPMG 16 1230 29 64 - - 16 2,0 0, 40, 2, 36, 4, 32,8, 116,56 - 288, 298,
(600 MHz) 28,12, 24 16, 20, 2, 308

20, 40
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5N-SQ-CPMG 16 2048 29 88 16 25 0,48,2 42,4,36,6, 110, - 288, 298,

(900 MHz) 32,8, 28,10, 24, 12, 123 308
20, 16, 2, 24, 48

15N-TROSY- 16 2048 29  64/96 16 23  0,40,2, 36,4,32,8, 1165 - 313

CPMG 28, 12, 24 16, 20, 2,

(600,900 MHz) 20, 40

L}, 1N- 16 2048 29 256 0/ 19/ - 116,5 - 298

H(S/M)QC 8 1,8

(600/900 MHz)

1D 'H- 16 16384, - - 1024 15 - - - 298

PG-SLED 19224

(600 MHz)

2D 'H,'5N- 16 1230 29 96 32 15 - 116,5 - 298

PG-SLED

(600 MHz)

I5N-TROSY- 16 2048 29 96 16 23  0,40,2, 36,4,32,8, 1165 - 298

CPMG 28, 12, 24 16, 20, 2,

(900 MHz)

20, 40
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IHV.8Q-CPMG 16 2048 29 96 - : 16 25 0,301,272 24, 116,5 - 298
(900 MHz) 3,21, 4, 18, 5, 15, 6,

12, 8, 10, 1, 15, 30
5N-TROSY- 16 2048 29 64 - - 16 25 0,48, 1,40, 2, 32, 116,5 - 298
CPMG 3,24, 4, 21, 5, 18, 6,
(600 MHz) 16, 8, 14, 10, 12, 1,

12, 48
IHY-SQ-CPMG 16 2048 29 96 - - 16 24  0,30,1,27,2 24, 116,5 - 298
(600 MHz) 3,21, 4, 18, 5, 15, 6,

12, 8, 10, 1, 15, 30
15N-SQ)- 16 1228 29 64 - - 16 3,0 0,40, 1, 36,2, 32, 116,5 - 298
CW-CPMG 3,28, 4, 24, 6, 20, 8,
(800 MHz) 18, 10, 16, 12, 14, 2,

20, 40
13CO-SQ- 16 1650 29 100 12 1 16 20 0,402 36,4,32,6, 1165 19,5 298
CPMG 28, 8, 24, 10, 20, 12,
(800 MHz) 18, 14, 16, 2, 20, 40
3D HNCO 16 1230 29 32 12 64 16 10 - 116,5 176,1/ 283/298

(600 MHz)

176,0
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3D HNCA 16 1650 29 32 24 64 24/ 125/ - 116,5 56,0 283/293
(800 MHz) 16 1,0
3D 'H,N 16 1664 29 32 24 64 24/ 125/ - 116,5 - 283/298
NOESY-HSQC 16 1,0
(800 MHz)
I5N-TROSY- 16 2048 29 64 - - 16 25 0,48, 1,40, 2, 32, 116,5 - 298
CPMG 3,24, 4, 21, 5, 18, 6,
(600 MHz) 16, 8, 14, 10, 12, 1,

24, 48
13CO-SQ- 16 2048 29 96 12 1 24 20 0,40,2, 36, 4,326, 1165 19,5 298
CPMG 28, 8, 24, 10, 20, 12,
(600 MHz) 18, 14, 16, 2, 20, 40
IH,PN-HSQC 16 1230 29 64 - . 16 125 - 116,5 - 298
IH,PN-HSQC 16 1230 29 64 - : 16 125 - 116,5 - 298
I5N-T, 16 2048 29 96 - . 16 2,0 10,1200, 120, 1000,  116,5 - 298
(600 MHz) 240, 800, 360, 600,

480, 10, 120, 480,
600
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9  BN-Ty, 16 2048 29 96 16 3,0 2,100, 10, 90, 20, 80, 116,5 298

(600 MHz) 30, 70, 40, 60, 50, 2,
80, 100

9 {H}-NNOE 16 12048 29 128 16 15,0, - 116,5 298
(600 MHz) 9,0

9  BN-TROSY- 16 1024 29 88 16 225 0,402 36,4,32,8 1165 313
CPMG 28, 12, 24, 16, 20, 2,
(800 MHz) 20, 40

10 'HSN-HSQC 16 2048 29 192 96 13 - 116,5 283
(600 MHz)

11 'HN-HSQC 16 1650 29 128 32 10 - 116,5 298
(800 MHz)

12 'HN-HSQC 16 2048 29 192 56 15 - 116,5 298
(600 MHz)

13 'HN-HSQC 16 1650 29 128 32 125 - 116,5 298
(800 MHz)

14 'HN-HSQC 16 2048 29 192 32 15 - 116,5 298, 313

(900 MHz)

UOPOYIIN '€



qe

14

I1,15N-HSQC
(900 MHz)

16

2048

29

192

64

1,5

116,5

283

15

'H,5N-HSQC
(600 MHz)

16

2048

29

192

16

1,5

116,5

298

16

IH,15N-HSQC
(900 MHz)

16

2048

29

192

24

1,3

116,5

298

17

15N-TROSY-
CPMG
(300 MHz)

16

1024

29

88

112

2.3

0, 28, 2, 24, 4, 20, 6,
16, 8, 12, 2, 12, 28

116,5

313

UOPOYIN ¢
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3.6.3 Prozessierung und Auswertung der Spektren

3.6.4 Resonanzzuordnung des GABARAP-Wildtyps

Die vorhandene NMR-Zuordnung nach Stangler et al. (2002) bezieht sich auf GABARAP
mit zwei zusétzlichen Aminoséureresten Gly und Ser am N-Terminus, da zur Reinigung
ein GST-Affinitéatstag verwendet wurde [23]. In dieser Arbeit wurde das wildtypische
aus 117 Aminosaduren bestehende GABARAP wie in Abschnitt 3.4 beschrieben ohne
Affinitétstag gereinigt. Fiir die Uberpriifung der Zuordnung diente ein 3D HNCA-, ein
3D HNCO-, sowie ein NOESY-HSQC-Spektrum von 0,5mM [U-13C,'SN]-GABARAP

bei einer Temperatur von 10 °C und 25 °C.

3.6.5 Translationsdiffusion zur Bestimmung des hydrodyna-

mischen Radius

Die Messung des hydrodynamischen Radius erfolgte an 0,5mM [U-'N]-GABARAP
mit 0,5 % (v/v) Dioxan bei einer Temperatur von 25 °C. Der hydrodynamische Radius
wurde auf zwei verschiedene Weisen bestimmt. Zum einen wurde die Methode nach
Wilkins et al. (1999) angewendet, bei der Dioxan als interner Standard dient [61] und
zum anderen wurde die Methode nach Choy et al. (2002) angewendet, welche auf dem
Zusammenhang der Signalintensitdt in der Amidprotonenregion und der Gradienten-

stiarke beruht [62]. Im Folgenden werden beide Methoden beschrieben.

3.6.5.1 Bestimmung des hydrodynamischen Radius mit Dioxan als

Referenz

Fiir die Bestimmung des hydrodynamischen Radius mit Dioxan als Referenz wurden
insgesamt 15 verschiedene 1D 'H-PG-SLED-NMR-Spektren basierend auf einer Puls-
sequenz nach Altieri et al. (1995) mit zwei Gradienten entlang der Richtung des exter-
nen Magnetfeldes aufgenommen [63]. Die Stérke der Gradienten betrug dabei 6,25 %,
12,50 %, 18,75 %, 25,0 %, 31,25 %, 37,50 %, 43,75 %, 50,0 %, 56,25 %, 62,50 %, 68,75 %,
75,0 %, 81,25 %, 87,50 %, 93,75 % bzw. 100 %. Zunichst wurde die Signalintensitat der
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'H-Methylgruppenresonanzen des GABARAP von 0,27 bis 1,05 ppm fiir die jeweili-
ge Gradientenstiirke integriert. Die integrierten 'H-Methylgruppenresonanzen wurden

durch einen nichtlinearen 2-Parameter-Fit gemélis
_ 2
[methyl(Grel) = Imethyl(o) - € dgabarapGrel (32)

gefittet, um so die Konstanten I,cn,(0) sowie die relative Translationsdiffusionskon-
stante von GABARAP dgaparep zu erhalten. Anschliefend wurden die integrierten Si-
gnalintensititen der 'H-Resonanzen von GABARAP und Dioxan im Bereich von 3,753
bis 3,763 ppm bestimmt und die Konstanten Iyuparap(0), Lgiozan(0) sowie die Transla-
tionsdiffusionskonstante von Dioxan d,.; durch einen nichtlinearen 3-Parameter-Fit
mittels

Tyes = Ies(0) - e~ dresGla 4 Lyabarap(0) - e~ AgabarapGrey (3.3)

ermittelt. Die Stokes-Einstein-Gleichung liefert den Zusammenhang zwischen der Dif-
fusionskonstante, der Viskositdat der Losung n und dem hydrodynamischen Radius ry

gemafs

(3.4)

wobei es sich bei der Konstante kg =1,38-107% J/K um die Boltzmann-Konstante
handelt. Da GABARAP und das Referenzmolekiil Dioxan sich in der gleichen Lsung

befinden, lésst sich folgender Zusammenhang zwischen dem hydrodynamischen Radius

von GABARAP und Dioxan herstellen:

dT‘e re
L pref (3.5)

T'H . gabarap = H

dprotein

Der hydrodynamische Radius des Referenzmolekiils Dioxan ist bekannt und betragt
el — 212 A [61).

Neben der Moglichkeit den hydrodynamischen Radius von GABARAP indirekt mit
Dioxan als Referenz zu bestimmen, konnte auch die Stokes-Einstein-Gleichung (Gl

4.3) direkt angewendet werden. Die Ausfithrung der 2- bzw. 3-Parameter Fits und die
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anschlieffende Umrechnung in den hydrodynamischen Radius sowie die direkte Bestim-
mung aus der Stokes-Einstein-Gleichung erfolgte mit Hilfe von Matlab.

Es wurden insgesamt zwei 1D 'H-PG-SLED-Experimente unabhiingig voneinander
aufgenommen, sodass sich der hydrodynamische Radius aus dem Mittelwert beider

Messungen ergibt.

3.6.5.2 Bestimmung des hydrodynamischen Radius mit ['H,'"’N]-PG-

SLED-Experimenten

Fiir die Bestimmung des hydrodynamischen Radius aus der integrierten Signalinten-
sitat im Amidprotonenbereich wurden 2D ['H,'"N]-PG-SLED-Experimente basierend
auf der Pulssequenz von Choy et al. (2002) aufgenommen [62]. Die Stérke der Gradien-
ten betrug dabei 6,67 %, 13,33 %, 20,00 %, 26,67 %, 33,33 %, 40,00 %, 46,67 %, 53,33 %,
60,00 %, 66,67 %, 73,33 %, 80,00 %, 86,67 %, 93,33 % bzw. 100 %. Fiir die Auswertung
wurde zunéchst die 1D Projektion dieser Spektren im Bereich der Amidprotonenre-
gion von 6,9 bis 9,6 ppm fiir die jeweilige Gradientenstérke integriert. Die integrierte
Signalintensitiat in Abhéngigkeit der Gradientenstérke folgt einem Gaufsschen Zusam-

menhang

[(Gra) = Iy-e i (A-3-204300D G Gl (3.6)

wobei es sich bei vy um das gyromagnetische Verhéltnis der Protonen, D um den Diffu-
sionskoeffizienten und A, 3, 5’ um Pulssequenz-spezifische Delays handelt. Die relative
Gradientenstirke G, lasst sich aus der maximalen Gradientenstéirke G, ., ermitteln.
Durch einen Fit der integrierten Intensitédten ldsst sich somit der Diffusionskoeffizient
D von GABARAP bestimmen und daraus durch Anwendung des Stokes-Einstein-

Gesetzes der hydrodynamische Radius ry.
Eine Abschiatzung des hydrodynamischen Radius von GABARAP erfolgte anhand

der Gleichung
rg = (4,75 A £ 0,48 A)N(©29£0.02) (3.7)
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die lediglich die Anzahl der Aminosduren N des Proteins als variablen Parameter ent-
halt [61, 64]. Fir die Bestimmung des hydrodynamischen Radius aus dem Stokes-
Einstein-Gesetz muss die Viskositéit der Losung bekannt sein. Die Losung wurde als
ein Gemisch bestehend aus 90 % H,O und 10 % D50 angenommen und die Viskositat

unter Vernachléssigung der iibrigen Komponenten des NMR-Puffers gemafs
n = 0,9-n(H0) +0,1-n(D20) (3.8)

bestimmt. Die Viskositdten von HoO und DyO wurden von Cho et al. (1999) iiber-
nommen [65]. Aus dem hydrodynamischen Radius ry ldsst sich die globale Rotati-
onskorrelationszeit 7. von GABARAP mit Hilfe des Gesetzes von Stokes abschétzen:

3

,
T, = 47r773k;1T (3.9)

Dabei ist 1 die Viskositat der Losung, kp die Boltzmann-Konstante und T die Tempe-
ratur in Kelvin. Die Verwendung des Gesetzes von Stokes erfolgt unter der Annahme,
dass GABARAP ein Protein mit isotroper Symmetrie ist. Zum Vergleich mit den ex-
perimentellen Daten wurden die hydrodynamischen Eigenschaften auf Grundlage der
NMR- und Kristallstruktur von GABARAP (PDB-Eintrag 1IKOT [23] und 1GNU [11])
mit dem Programm Hydropro theoretisch ermittelt [66].

3.6.6 Piko- bis Nanosekundendynamik

Radiofrequenz(RF)-Pulse wirken auf die Dichtematrix und orientieren die Spins aus
dem thermischen Gleichgewicht, sodass sich die Besetzung zugunsten des angeregten
Zustands verdndert. Dabei wird in der transversalen Ebene eine makroskopische Ma-
gnetisierung erzeugt. Nach Einwirken eines RF-Pulses relaxieren die Spins zuriick in das
thermische Gleichgewicht, wobei die transversale Spin-Spin Relaxation durch Depha-
sierung und die longitudinale Spin-Gitter Relaxation unterschieden werden. Die Zeit-
konstante fiir die Riickkehr ins Gleichgewicht ist im Falle der longitudinalen Relaxation

T, und fiir die transversale Relaxation Ts. Die Relaxationsmechanismen beruhen auf
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der dipolaren Kopplung zwischen zwei Kernen und der Anisotropie der chemischen Ver-
schiebung (CSA), die abhéngig von der Orientierung des Spins zum dufseren Magnetfeld
ist. Sind die Kernspins I > 1, so tritt Relaxation auch durch elektrische Quadrupolkopp-
lung auf. Die Brownsche Rotationsdiffusion der Molekiile sowie die interne Dynamik
einzelner Kernspins fiihrt zu Fluktuationen des Dipolfeldes und beeinflusst damit die
Relaxation. Die Dynamik des Proteinriickgrats auf der Piko- bis Nanosekundenzeits-
kala bestimmt somit die °N-Spinrelaxationsraten R;=1/T; und Ry=1/T, sowie die
heteronuklearen NOE-Werte. Somit lédsst sich die interne Dynamik der einzelnen Reste
im Protein durch die Messung der Relaxationsraten bestimmen. Der mathematische
Zusammenhang besteht iiber die Autokorrelationsfunktion C(7), welche sowohl von
der internen Dynamik einzelner Reste als auch von der globalen Rotationsdiffusion des

Proteins abhéngig ist (Gl. 3.10). Die Autokorrelationsfunktion lautet

C(1) = Cy(r)-Ci(r), (3.10)

Cor) =23 e (3.11)

durch die globalen Rotationskorrelationszeiten 7; bestimmt ist. Bei den Konstanten c;
handelt es sich um Wichtungsfaktoren zur Beriicksichtigung der Symmetrie. Im Fall
der isotropen Rotationsdiffusion ist der Wichtungsfaktor ¢ =1 und es gibt lediglich ei-
ne globale Rotationskorrelationszeit 7.. Fiir eine vollstandig anisotrope Symmetrie und
damit einer anisotropen Rotationsdiffusion existieren hingegen fiinf verschiedene Rota-
tionskorrelationszeiten. Fiir die interne Autokorrelationsfunktion C;(7) werden in der
NMR-Spektroskopie iiberlicherweise maximal zwei interne Korrelationszeiten 7, und
7, die eine langsame (Index s) und eine schnelle (Index f) interne Dynamik beschrei-

ben, angenommen. Es ergibt sich somit der Zusammenhang

Ci(r) = S+ (1— 82 7 + (S2 — SP)e 7 (3.12)
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mit dem Ordnungsparameter S* = S;? - S.? [67]. Die Fouriertransformation der Au-

tokorrelationsfunktion C(7) ergibt die spektrale Dichtefunktion

2 2 Tec 2 Ty

/

i
Si(1—8)——=—1) (3.13
FSSl1 = S ) (1)

mit
/=T (3.14)

und
V=71 4,7 (3.15)

Die Spinrelaxationsdaten werden durch die spektrale Dichtefunktion bei den Larmor-
frequenzen wy und wy der 'H- bzw. N-Kerne beschrieben. Die Messung der Rela-
xationsraten erlaubt daher die Rekonstruktion der spektralen Dichtefunktion anhand
diskreter Messpunkte und somit die Bestimmung der kinetischen Parameter dynami-
scher Prozesse. Es besteht folgender Zusammenhang zwischen den Relaxationsdaten

und der spektralen Dichtefunktion:

R1 = d[J(wH — wN) + SJ(MN) + 6J(WH —|—(UN)] + CJ(WN) (316)

R, = %lw(o) + J(wi —wn) + 3J(wn) +6J(wr +wn) +6J(wn)]

c

+ —[4J(0) + 3J(wn)] + Rex  (3.17)

(=]

fﬁﬁJ(wH—i-wN) — J(wyg —wn)

NOE =1+d-
YN Ry

(3.18)
mit

1 1 2 h\’
c= ng2(O'H —0.)?und d = Z<Z_70r> YatyN? <%) <y >2 (3.19)
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Dabei handelt es sich bei v5 und v5 um das gyromagnetische Verhéltnis der 'H- und
15N-Kerne und h entspricht dem Planckschen Wirkungsquantum. Fiir die Differenz der
parallelen und senkrechten Komponente des axialsymmetrischen > N-Tensors der che-
mischen Verschiebung o) -0 wird ein Wert von -172 ppm angenommen. Der mittlere
Abstand der N—H-Bindungen betrégt 1,02 A. Die Bestimmung der Proteinriickgratdy-
namik mittels °N-Relaxationsdaten erfolgt auf Grundlage der sogenannten model-free-
Analyse von Lipari und Szabo [68, 69|, die in verschiedenen Programmen implementiert
und weiterentwickelt wurde. Die model-free-Analyse basiert auf der Annahme eines Dif-
fusionstensors und entsprechenden spektralen Dichtefunktionen, aus denen wiederum
die Relaxationsdaten R;, Ry und NOE-Werte zuriickgerechnet werden. Dies erfolgt
iterativ, bis die Ubereinstimmung zwischen den zuriickgerechneten und gemessenen
Relaxationsdaten optimal ist. Die Kenntnis dieser spektralen Dichtefunktionen, wel-
che die Relaxationsdaten am besten beschreiben, erlaubt schlieflich die Bestimmung
von Parametern der Proteindynamik auf der Piko- bis Nanosekundenzeitskala. Zu die-
sen Parametern gehort der Diffusionstensor, die globale Rotationskorrelationszeit, der
Ordnungsparameter S?, sowie interne Korrelationszeiten. In dieser Arbeit wurde das
Programm Tensor2 fiir die Auswertung von Relaxationsdaten verwendet, die bei nur
einer Feldstirke aufgenommen wurden [57]. Die Auswertung bei nur einer Feldstérke
eignet sich insbesondere fiir die Bestimmung der globalen Rotationskorrelationszeit, da
diese durch das Verhéltnis der Relaxationsraten Ry/R; bestimmt ist, wohingegen bei
der Bestimmung interner Korrelationszeiten insbesondere die Feldstarkeabhangigkeit
zu berticksichtigen ist. Fiir die Bestimmung der Rotationskorrelationszeit mittels Ten-
sor2 wurden flexible Aminoséurereste, dessen Verhéltnis der Relaxationsraten Ry /R4
um mehr als 15% von Mittelwert abweichen, von der Analyse ausgeschlossen. Fiir
die Auswertung von interner Dynamik ist das komplexere Programm relax von E.
d’Auvergne und P. R. Gooley geeignet, in das ein vollautomatisches Python Skript
s,dAuvergne protocol.py* implementiert wurde [51, 52, 53, 54, 55]. Fiir die Analyse
mit Hilfe dieses Programms sind Relaxationsdaten in Form von R, Ry und hetero-
nuklearen NOE-Werten bei mindestens zwei verschiedenen Feldstérken essentiell. Die

Messung der Relaxationsraten R, Ry und den heteronuklearen NOE-Werten erfolgte
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an einer 1,0mM [U-'>N]-GABARAP Probe bei Temperaturen von 5°C bis 35°C und
einer Protonenlarmorfrequenz von 600 MHz. Fiir die Auswertung der internen Dynamik
mit Hilfe von relax wurde ein zusétzlicher Datensatz bei 25 °C und einer Protonenlar-

morfrequenz von 900 MHz aufgenommen.

3.6.6.1 Experimentelle Bestimmung von R,

Die longitudinalen Spin-Gitter Relaxationszeiten T; wurden durch ein Pseudo-3D Ex-
periment basierend auf Farrow et al. ermittelt [70]. In diesem Experiment wird die
I N-Magnetisierung antiparallel zum externen Magnetfeld ausgerichtet. Wihrend einer
variablen Zeit t, dem sogenannten Inversion-Recovery-Delay, relaxieren die 1>’N-Kerne
je nach Dauer unterschiedlich weit zuriick in den Gleichgewichtszustand mit der Ma-
gnetisierung parallel zum externen Magnetfeld. Diese Magnetisierung wird durch einen
90°-Puls in die transversale Ebene orientiert, um sie als FID zu registrieren. Das Peak-
volumen ist ein Maf fiir den Anteil der longitudinalen Magnetisierung und folgt dem
Zusammenhang

I=1Iy-e 71, (3.20)

Ublicherweise wird die longitudinale Relaxationsrate Ry=1 /Ty anstelle der Relaxati-
onszeit T angegeben. Fiir die Bestimmung von R;-Relaxationsraten der *N-Kerne im
Proteinriickgrat von GABARAP wurden ['H,"”N]-Spektren mit 10 verschiedenen Zei-
ten bei einer maximalen Lange von 1200 ms aufgenommen. Die Fehleranalyse erfolgte
durch vier doppelt aufgenomme Spektren mit einem Inversion-Recovery-Delay von 10,
480, 600 und 1200 ms. Die Peakvolumina wurden fiir jeden Aminosdurerest und je-
den Zeitpunkt mit Hilfe des Programms MUNIN extrahiert und geméaf Gleichung 3.20
gefittet um die Ry-Raten zu ermitteln [47, 48].
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3.6.6.2 Experimentelle Bestimmung von R,

Die transversale Spin-Spin-Relaxation ist durch die Dephasierung von transversaler
Magnetisierung in der xy-Ebene nach einem RF-Puls bestimmt. Die transversale Re-

laxationsrate Ry wird in Abhéngigkeit von R; und R, geméfs

Ro= 7 = % (@ +42B2) Ry, — Ry, (3.21)
ermittelt. R ist die longitudinale Relaxationsrate und bei R, handelt es sich um die
Dephasierung der Magnetisierung entlang B;, einem Spin-Lock-Feld im rotierenden
Koordinatensystem. Es besteht eine Analogie zur longitudinalen Relaxation R; mit
dem Unterschied, dass die Relaxation R, in Bezug zu dem Spin-Lock-Feld B; an-
statt zum externen Magnetfeld By definiert ist. Die Messung von R;,-Raten basiert
auf einem Pseudo-3D Experiment, wie von Farrow et al. (1994) und Korzhnev et al.
(2002) beschrieben |70, 71]. Zunéchst orientiert ein 90°-Puls die Gleichgewichtsmagne-
tisierung in die transversale Ebene. Ein 90°-phasenverschobener Spin-Lock-Puls wird
dann so angelegt, dass das Spin-Lock-Feld B; mit dem Referenzvektor im rotieren-
den Koordinatensystem iibereinstimmt. Wéahrend des Spin-Lock-Pulses dephasiert die
urspriinglich zum externen Feld B orientierte Gleichgewichtsmagnetisierung entlang
B;. Bei dieser Relaxationsrate handelt es sich somit um R;,. Fiir die Bestimmung von
R, der ""'N-Kerne im Proteinriickgrat von GABARAP wurden ['H,'”N]-Spektren mit
11 Spin-Lock-Pulsen unterschiedlicher Lange und einer maximalen Lange von 100 ms
aufgenommen. Die Fehleranalyse erfolgte durch die Aufnahme von drei doppelten Zeit-
punkten bei t =2, 80 und 100 ms. Die Peakvolumina wurden fiir jeden Aminosaurerest
und jeden Zeitpunkt mittels MUNIN extrahiert und analog zu Gleichung 3.20 gefit-
tet, um die Rj,-Raten zu ermitteln [47, 48|. Fiir die Berechnung der transversalen
Relaxationsrate Ry mittels Gleichung 3.21 ist neben der Messung von R; und R;, die
Kenntnis des Offsets  aller Resonanzen zum *N-Carrier notwendig. Diese wurden aus

der Peakliste von GABARAP mittels NMRviewJ 8.0.3 bestimmt.
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3.6.6.3 Heteronukleare NOEs

Das heteronukleare {'H}—1N-Experiment liefert Informationen iiber die N—H-
Bindungsvektordynamik auf der Piko- bis Nanosekundenzeitskala. Unterliegen die
N—H-Bindungsvektoren einer schnellen Dynamik, so weisen diese einen geringeren
NOE-Wert auf im Vergleich zu N—H-Bindungen in rigiden Bereichen des Proteins.
Fiir die Bestimmung der {'H}-'°N NOE-Werte wird ein Spektrum mit gesittigter
'H-Magnetisierung sowie ein Referenzspektrum aufgenommen. Der NOE des N—H-
Bindungsvektors berechnet sich aus dem Verhéltnis der Peakintensitédt eines Amino-

sdurerestes im geséttigten Spektrum und dem Referenzspektrum geméfs:

I esatti
NOE = —s=tet (3.22)

Referenz

Der maximal mogliche {'H}—N NOE-Wert eines gefalteten Proteins, das sich isotrop
bewegt betragt 0,82 bei einer Protonenlarmorfrequenz von 500 MHz und tritt nur in
Abwesenheit von interner Dynamik auf [72|. Fiir die Bestimmung der NOE-Werte von
GABARAP wurden die Amidprotonen fiir 6 s angeregt bei einem Recycle Delay von 9s.
Fiir das Referenzspektrum wurden die Amidprotonen nicht angeregt und die Aufnah-
me erfolgte ebenfalls mit einem Recycle-Delay von 9s. Die Extraktion der maximalen
Peakintensitéaten erfolgte mit NMRviewJ 8.0.3 und die Ermittlung des Fehlers anhand

des Rauschlevels.

3.6.7 Mikro- bis Millisekundendynamik

3.6.7.1 ZZ-Austauschexperimente

Das ZZ-Austauschexperiment eignet sich zur Charakterisierung langsamer Austausch-
prozesse von Proteinen mit Austauschraten im Bereich von 0,5 bis 50s™! |73|. Dazu
wird der Austausch von longitudinaler Magnetisierung zwischen dem Grundzustand

und dem angeregten Zustand als Funktion einer Mischzeit bestimmt [74]. Die zeitliche
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Entwicklung der Magnetisierung wahrend der Mischzeit wird in diesem Fall durch die

modifizierten longitudinalen Bloch-McConnell-Gleichungen beschrieben:

d AMz,A(t) _R(l)A - ]{31 ]{3_1 AszA(t) (3 23)
dt| . - B . '
AM., 5(t) ey —RVp —k_y| |AM. 5(t)

Dabei entsprechen AMZ, 4 und AM% p der longitudinalen Magnetisierung von Zustand
A bzw. Zustand B. Bei der Grofe RY handelt es sich um die longitudinale Relaxations-
rate. Die Austauschraten von Zustand A zu B und umgekehrt sind durch k; und k_;

beschrieben. Die Losung dieser Gleichungen lautet:

AM. 4 asa(t) aap(t)| |AM. 4

= (3.24)
AM. apa(t) app(t)| |AM.p
mit
0 _ po _
CLAA(t) _ %[(1 - RlA Rl/\B:;k;z_(pB pA))e—)\_t
—l—(l + R?A—R?fj_k;ai(pB—PA))67)\_@]
RO *RO +kez(prpA) —A_t
CLBB<t) = l[(l + 415 — )6
’ oA (3.25)
+(1 - R?A_R(l))]\g:'f;”—f_(pB_pA))67)\+t]

aap(t) = —(Akfc_pﬁ) [e At — e M]

()\k:ipf_) [e—A,t _ €—A+t]_

aBA(t)

Die Austauschrate k., ergibt sich aus der Summe k;-+k_; und p4 bzw. pg entsprechen

den Populationen des Zustands A und B. Die Eigenwerte A berechnen sich wie folgt:

1 1
Ay = §{R(1)A + R?B + kew + [(R?A - R?B + kex(pB — pA))2 + 4PAPkaz]5} (3.26)
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Die Losungen der modifizierten longitudinalen Bloch-McConnell-Gleichungen vereinfa-

chen sich unter der Annahme, dass Ry, = Rz zu

—2kwt] —RY%

aaa(t) = [pa + poe e

app(t) = [py + pae2Fert]e !

(3.27)

aap(t) = pa[l — e_lemt]e_R?t

apa(t) = pp[l — e Zhest]e=RYL

Das ZZ-Austauschexperiment basiert auf der Pulssequenz von Farrow et al. (1994)
und wurde so umprogrammiert, dass eine variable Mischzeit in Schritten von 5,9 ms
eingefiigt werden kann [74]. Das Experiment erfolgte an 1,0mM [U-">N]-GABARAP
bei 5°C und 10°C mit einer maximalen eingefiigten Mischzeit von 59 ms (Parameter
s. Tabelle 3.6). Die Peakintensitdten wurden in Abhéngigkeit der Mischzeit durch die
Bloch-McConnell-Gleichungen mit Hilfe eines im Rahmen dieser Arbeit geschriebenen
Matlab Programms nach der Methode des kleinsten y? gefittet. Dabei waren die In-
tensitaten zum Zeitpunkt t=0ms lokale Fitparameter, wihrend die Austauschrate und
Population des angeregten Zustands als globale Fitparameter gewahlt wurden. Eine

Monte-Carlo-Simulation diente der Fehlerabschiatzung.

3.6.7.2 Carr-Purcell-Meiboom-Gill(CPMG)-Experimente

Befindet sich ein System im schnellen Austausch zwischen zwei Zustdnden A und
B oder ist Population des angeregten Zustands B so klein, dass der Peak des Zu-
stands B im NMR-Spektrum nicht sichtbar ist, eignen sich Carr-Purcell-Meiboom-
Gill(CPMG)-Relaxationsdispersions(RD)-Experimente zur Quantifizierung der Aus-
tauschkinetik. Diese Methode eignet sich zur Charakterisierung von Austauschprozes-
sen mit einer einer Population von nur 0,5 % bei einer Rate von bis zu 2000s™" [41]. Tm
CPMG-RD-Experiment wird die effektive Relaxationsrate R.;; in Abhéngigkeit der
Anzahl aufeinanderfolgender refokussierender 180°-Pulse innerhalb eines konstanten

Zeitelements Topyg bestimmt. Die Anzahl der 180°-Pulse innerhalb des konstanten
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Zeitintervalls Tepyg bestimmt die CPMG-Frequenz vopyg = 1/(27), wobei 7 der Zeit
zwischen zwei aufeinanderfolgenden refokussierenden Pulsen entspricht. Die effektive

Relaxationsrate wird durch

—1 I
In— 3.28
Terma 1o (3:28)

Reyr =

beschrieben, wobei I die Peakintensitit im jeweiligen Spektrum einer bestimmten
CPMG-Frequenz veopyq ist und Iy die entsprechende Peakintensitiat im Referenzspek-
trum ohne das Zeitelement der Lénge Teparg. Eine schematische Darstellung der
CPMG-RD-NMR-Spektroskopie ist in Abbildung 3.2 gezeigt. Durch chemischen Aus-
tausch verursachte stochastische Fluktuationen der chemischen Verschiebung fithren
zu einer Dephasierung der Magnetisierung, die sich bei Erh6hung der CPMG-Frequenz
verringert (Abb. 3.2 A—C). Aus der Dephasierung resultiert eine Linienverbreite-
rung, sodass die Peakintensitét bei Erhohung der CPMG-Frequenz zunimmt (Abb.
3.2 D). CPMG-RD-Kurven stellen die effektive Relaxationsrate R.r; in Abhéngig-
keit der CPMG-Frequenz dar (Abb. 3.2 E). Die effektive Relaxationsrate R.f¢ nimmt
gemaft Gleichung 3.28 mit steigender CPMG-Frequenz ab und erreicht einen Wert,
welcher der transversalen Relaxationsrate Ry o, entspricht. Der Verlauf einer CPMG-
RD-Kurve ist durch die Population der austauschenden Zustidnde ps und pp, der
Austauschrate k.., sowie durch den Absolutwert der Differenz von chemischen Ver-
schiebungen |Aw| der intrinsischen Resonanzen von Zustand A und B bestimmt.
Der Zusammenhang zwischen dem Intensitdtsabfall und den Austauschparametern
besteht iiber die Bloch-McConnell-Gleichungen (s. Gl. 3.23). Unterliegt das System
keinem chemischen Austausch, so nimmt die Phase durch jeden refokussierenden Puls
wieder ihren urspriinglichen Wert an und eine Verdnderung der CPMG-Frequenz
hat keinen Effekt. Die CPMG-RD-Kurve ist in Abwesenheit von chemischen Aus-
tausch folglich konstant mit einem Wert Ry, 00. Neben der Bestimmung von °N-
Relaxationsdispersion wurden weitere CPMG-Pulssequenzen fiir die Bestimmung des
chemischen Austauschs von HY- sowie CO-Kernen angewendet [75, 76]. Fiir die Mes-
sung der HV-Relaxationsdispersionskurven wurde perdeuteriertes GABARAP verwen-

det, um die homonukleare HY —H*Kopplung zu eliminieren. Die Refokussierung der
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Phasenevolution der Magnetisierung
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Abbildung 3.2: Schematische
von CPMG-RD-NMR-Spektroskopie. Der Ef-

fekt von refokussierenden Pulsen auf die zeit-

Darstellung

liche Phasenevolution der Magnetisierung ist
in A) — D) fiir eine unterschiedliche An-
zahl von Pulsen dargestellt, welche durch die
die schwarzen Balken oberhalb der jeweiligen
Abbildung reprasentiert werden. Die CPMG-
Frequenz vepmg =1/(27) ist durch die Zeit
T zwischen zwei refokussierenden Pulsen be-
stimmt. A) Durch stochastische Fluktuationen
der chemischen Verschiebung kommt es zur De-
phasierung der Magnetisierung, die in einer
starken Linienverbreiterung resultiert. B) Ei-
ne Erhohung der CPMG-Frequenz verursacht
eine geringere Dephasierung und damit weni-
ger Linienverbreiterung. C) Bei einer CPMG-
Frequenz von 1000 Hz wird die Dephasierung
nahezu vollstandig unterdriickt und die Lini-
enverbreiterung minimal. D) Die Peakintensi-
tat nimmt mit Erhohung der CPMG-Frequenz
zu. E) CPMG-RD-Kurven stellen die effektive
Relaxationsrate in Abhéngigkeit der CPMG-
Frequenz dar. Abbildung adaptiert aus [42].
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HY —H*Kopplung, die im Bereich von 3 bis 12 Hz liegt erfordert sehr lange Pulse, was
durch die Perdeuterierung umgangen wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl
’N-CPMG-Experimente an 1,0mM [U-'"N]-GABARAP bei verschiedenen Tempera-
turen zwischen 15°C und 40°C, als auch ¥*CO-CPMG-Experimente an 0,3 mM bzw.
0,9mM [U-13C,"’N]-GABARAP und HY-CPMG-Experimente an 0,9mM bzw. 0,5 mM
[U-2H,'"N]-GABARAP bei 25 °C und je zwei verschiedenen Feldstirken aufgenommen.
Die Relaxationsintervalle T¢pase betrugen im Falle der P'N-CPMG-Experimente 48 ms
und 40ms, fiir die ¥*CO-CPMG-Experimente 40 ms, sowie 30 ms fiir die HY-CPMG-
Experimente. Aufgrund hoher Salzkonzentrationen und daraus folgenden grofsen Puls-
lingen, wurden fiir die Messung von N-CPMG-Experimenten bei Temperaturen
iiber 30°C, bzw. bei der Verwendung von Probenkdpfen der Firma Bruker bei allen
Temperaturen, TROSY-CPMG-Spektren aufgenommen. Da fiir die Messung der Re-
laxationsdispersion von HV- sowie CO-Kernen jeweils verschiedene Proben notwendig
waren, wurde mit jedem HY-CPMG und *CO-CPMG auch ein "?’N-CPMG zum Ver-
gleich aufgenommen. Details zu verschiedenen CPMG-Experimenten sind der Tabelle
3.6 zu entnehmen. Die Intensitdten der Resonanzen wurden mit dem Programm MU-
NIN quantifiziert und in effektive transversale Relaxationsraten geméaf Gleichung 3.28
umgerechnet. Die Fehlerbestimmung erfolgte durch die doppelte Aufnahme von drei
verschiedenen CPMG-Frequenzen [77]. Die Auswertung der Austauschkinetik wur-
de mit Hilfe des Programms cpmg fit von Dmitry Korzhnev durchgefiihrt, das auf

Anfrage beim Entwickler verfiigbar ist.

3.6.7.3 Vorzeichenbestimmung von Differenzen der chemischen

Verschiebung

Aus den Relaxationsdispersionskurven wird das Quadrat der Differenz der chemischen
Verschiebung Aw? zwischen den intrinsischen Resonanzen von zwei Austauschzustin-
den erhalten, sodass der Absolutbetrag bestimmt werden kann, wihrend die Informa-
tion iiber das Vorzeichen durch das Quadrieren verloren geht. Zur Bestimmung des
Vorzeichens von Aw der N-Kerne (Awy) vergleicht man die Peakpositionen in ei-

nem Paar aus ['H,'N]-HSQC/HMQC-Experimenten bei einer Feldstéirke oder in zwei
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['H,">N]-HSQC-Experimenten bei verschiedenen Feldstiirken [78]. Im HMQC-Spektrum
fithrt die nichtlineare Mittelung von ZQ- und DQ-Kohérenz zu einer anderen Peak-
position im Vergleich zum HSQC-Spektrum, vorausgesetzt die Differenz der chemi-
schen Verschiebung Awpy in Protonendimension ist ungleich null. In Abb. 3.3 sind die
15 N-Peakpositionen in HSQC- bzw. HMQC-Spektren fiir zwei austauschende Zustinde
schematisch dargestellt. Detektierbare Peaks sind als durchgehende Linien dargestellt,
wahrend hypothetische intrinsische Resonanzen, sowie aufgrund von Linienverbreite-
rung nicht detektierbare Peaks durch gestrichelte Linien reprasentiert werden. Abbil-
dung 3.3(A) zeigt die intrinsischen Resonanzen fiir einen hoch populierten Grund-
zustand und einen gering populierten angeregten Zustand. Im Falle von chemischem
Austausch, ist der im HSQC-Spektrum (Abb. 3.3 B) bei einer Feldstéirke BY auftretende
Peak linienverbreitert und im Vergleich zur intrinsischen Resonanz des Grundzustands

um

En
(I+p)?+&&

zur intrinsischen Resonanz des angeregten Zustands verschoben. Dabei gilt k4 = k., - pp,
p=(Re,4-Ro 5)/kp und Ey=Awn /kp, wobei kg =k, - p4. Im HSQC-Spektrum bei einer
hoheren Feldstérke von B (Abb. 3.3 C) ist der Peak schirfer und ebenfalls geméf Glei-

5 = ky (3.29)

chung 3.29 verschoben. Insgesamt betrégt die Differenz oy zwischen den Resonanzen

bei zwei verschiedenen Feldstéirken Bj und Bf somit

o kaén B kaén (3.30)
YT L+ )2+ (WBEN)? (1+p)? + (WwBEEN)? '

mit oy in ppm. Der entsprechende Peak im HMQC-Spektrum (Abb. 3.3D) ist bei

gleicher Feldstirke um

QN:kA{( En

1 Ev +&m
-
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mit £y = Awy/kp gegentiber des Peaks im HSQC-Spektrum verschoben. Qy /27 wird
dabei in Hz angegeben. Wiirde die intrinsische Resonanz des gering populierten Zu-
stands eine grofsere chemische Verschiebung als die des Grundzustands aufweisen, so
waren die Peaks jeweils in die entgegengesetzte Richtung verschoben. Die relative Posi-
tion der Peaks in HSQC-Spektren bei verschiedenen Feldstérken bzw. in einem HSQC-
und einem HMQC-Spektrum bei gleicher Feldstéarke gibt demnach Aufschluss iiber das
Vorzeichen der Differenz der chemischen Verschiebung zwischen den beiden Zustén-
den. Fiir die Analyse von Peakdifferenzen in GABARAP wurden ['H,"*N]-HSQC und
['H,">N]-HMQC-Experimente bei einer Temperatur von 25 °C und zwei verschiedenen

Feldstérken (600 MHz und 900 MHz) aufgenommen.
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Abbildung 3.3: Resonanzen bei schnellem chemischen Austausch zwischen zwei unterschied-
lich besetzten Zustanden. Detektierbare Peaks sind als durchgehende Linien dargestellt, wih-
rend hypothetische intrinsische Resonanzen, sowie aufgrund von Linienverbreiterung nicht
detektierbare Peaks durch gestrichelte Linien représentiert werden. A) Intrinsische Resonan-
zen der beiden Zustinde. B) In einem bei der Feldstiirke B aufgenommenen HSQC-Spektrum
wird aufgrund von schnellem Austausch nur ein Peak detektiert, der um 457 zur intrinsischen
Resonanz des stirker besetzten Zustands verschoben ist. C) Im HSQC-Spektrum bei einer
Feldstarke Bg > Bé verschiebt sich der Peak um oy im Vergleich zum Spektrum bei der klei-
neren Feldstirke BY. D) Im HMQC-Spektrum bei der Feldstiirke B verschiebt sich der Peak
um Qp. Der Peak im HMQC-Spektrum kann entweder links oder rechts der intrinsischen Re-
sonanz liegen, jedoch ist der Peak in jedem Fall weiter entfernt von der intrinsischen Resonanz
des gering populierten Zustands als im HSQC-Spektrum, solange die hinreichende Bedingung
| Awp|<V/3ky erfiillt ist. Abbildung nach [78].
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4 Ergebnisse

4.1 Expression und Reinigung von GABARAP

Die Expression und Reinigung von GABARAP wurde wie in Kapitel 3.3 und 3.4 be-
schrieben durchgefiihrt. Die SDS-PAGE der Expression ist in Abbildung 4.1 dargestellt.
Nach der Zugabe von 1 mM IPTG ist nach 15 Stunden eine deutliche Uberexpression
von GABARAP zu erkennen, was der Vergleich einer F. coli Probe vor der Zugabe von
IPTG (Spur 1) und kurz vor der Ernte der E. coli Kultur (Spur 2) zeigt. GABARAP
lauft im Gel bei einem Molekulargewicht von 18,8 kDa, obwohl das tatsidchliche Mole-
kulargewicht 14 kDa betragt.

Der erste wesentliche Reinigungsschritt ist die lonenaustauschchromatographie mit-
tels SP Sepharose. Abbildung 4.2 (A) zeigt ein typisches lonentauschchromatogramm
mit einer HiLoad SP Sepharose 16/10 Saule, bei dem die Absorption bei 280 nm und
die Salzkonzentration in Abhéngigkeit des durchgelaufenen Volumens aufgetragen sind.
Der Durchfluss enthélt nahezu alle Proteine mit Ausnahme von GABARAP, wie Spur 1
in Abbildung 4.2 (B) zeigt. GABARAP eluiert bei einer Puffer B Konzentration von et-
wa 26 %, was einer Salzkonzentration von 300 mM KCIl entspricht. Eine SDS-PAGE der
Peakfraktionen (Abb. 4.2 (B) Spur 2 bis 5) im Bereich von 26 % Puffer B zeigt deutlich,
dass GABARAP nach der Ionenaustauschchromatographie eine Reinheit von mehr als
90 % aufweist. Des Weiteren zeigt die SDS-PAGE dieser Peakfraktionen, dass sich die
Verunreinigungen in ihrem Molekulargewicht von GABARAP deutlich unterscheiden,
sodass die Moglichkeit der weiteren Aufreinigung durch eine Grofenausschlusschroma-
tographie gegeben ist. Nach der Ionenaustauschchromatographie betréigt die Ausbeute

von GABARAP in den vereinigten Fraktionen etwa 30 mg (pro 11 Expressionskultur),
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Abbildung 4.1:

SDS-PAGE der
Expression von
GABARAP. Spur
M: Proteingrofien-
standard; Spur 1:
Expressionskultur
vor der Zugabe
von IPTG; Spur 2:
Expressionskultur
15 Stunden nach
der Zugabe von
IPTG.

wobei durch die Einengung in einem Vivaspin Konzentrator (MWCO 3,5kDa) etwa
15% des GABARAPs durch Bindung an die Membran verloren gehen.

Die Grofenausschlusschromatographie mittels einer HiLoad 16/600 Superdex 75 pg
Séule ist in Abbildung 4.3 (A) dargestellt. Demnach eluiert GABARAP bei einem
Retentionsvolumen von 75 ml bis 85 ml, wahrend die Verunreinigungen bei deutlich ge-
ringeren Volumina oder im Ausschlussvolumen (> 120ml) eluieren. Die SDS-PAGE in
Abbildung 4.3 (B) zeigt eine leichte Verunreinigung an der linken Schulter des Elu-
tionspeaks (Spur 1), sodass diese Fraktion verworfen wurde und die restlichen Frak-
tionen des Elutionspeaks eine Reinheit von mehr als 95 % aufweisen. Die vereinigten
Peakfraktionen wurden mittels Vivaspin Konzentrator (MWCO 3,5kDa) auf eine Kon-
zentration von 1 mM eingeengt, wobei erneut ein Teil des Proteins durch Bindung an
die Konzentratormembran verloren ging. Aus einem Liter Expressionskultur in M9

Minimalmedium liefsen sich etwa 21 mg GABARAP reinigen.
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Abbildung 4.2: A) Chromatogramm der Ionenaustauschchromatographie mittels HiLoad
SP Sepharose 16/10 an einem AKTAPurifier. In schwarz ist die Absorption bei 280 nm in
Abhéngigkeit des Retentionsvolumens aufgetragen. Die Konzentration des Hochsalzpuffers B
(IM KCI) ist in rot dargestellt. GABARAP eluiert bei einer Salzkonzentration von etwa
26 % Puffer B. Andere Proteine binden nicht an die SP Sepharose und eluieren im Durchfluss
(<80ml). B) SDS-PAGE mit dem Durchfluss der Ionenaustauschchromatographie (Spur 1)
und den Peakfraktionen im Bereich von 26 % Puffer B der Ionenaustauschchromatographie
(2—5).
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Abbildung 4.3: A) Grofenausschlusschromatographie mit einer HiLoad 16,/600 Superdex 75
pg Séule an einem AKTAPurifier. Die Absorption bei 280 nm zeigt ein Maximum und somit
die Elution von GABARAP bei einem Retentionsvolumen von 75 ml bis 85ml. B) SDS-PAGE

der Elutionsfraktionen von 75 ml bis 85 ml.
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4.2 Resonanzzuordnung des GABARAP-Wildtyps

Die NMR-Struktur von GABARAP (PDB-Eintrag 1KOT) basiert auf einem 119 Ami-
nosduren umfassenden Konstrukt, das gegeniiber dem wildtypischen GABARAP zwei
zusétzliche N-terminale Aminosdurereste aufweist [79, 23|. Bei den beiden zusitzli-
chen Aminosédureresten handelt es sich um Gly und Ser einer Thrombin-Schnittstelle,
welche fiir die Abspaltung eines GST-Affinitédtstags notwendig war. In dieser Arbeit
wurde das wildtypische GABARAP mit 117 Aminosduren ohne Affinitéitstag und da-
mit ohne N-terminales Gly und Ser verwendet, sodass insbesondere die Zuordnung der
Resonanzen des Proteinriickgrats (HY, N, C* und CO) zu iiberpriifen und anzupassen
war. Diese Uberpriifung wurde durch die Aufnahme von 3D HNCO-, 3D HNCA- sowie
3D NOESY-HSQC-Spektren bei 25°C sowie 10°C erreicht. Die niedrigere Tempera-
tur von 10 °C fiihrt zu einem hoheren Signal-zu-Rausch-Verhéltnis der Resonanzen im
N-Terminus von GABARAP, da diese bei 25 °C von einer starken Linienverbreiterung
betroffen sind und daher nicht eindeutig zuzuordnen waren. Abbildung 4.4 zeigt eine
Uberlagerung der Spektren von GABARAP mit 119 und 117 Aminoséuren bei 25 °C.
Die Zahlen reprasentieren die Sequenzposition der jeweiligen Resonanz, wobei Reso-
nanzen mit einem signifikanten Unterschied zwischen beiden GABARAP Konstrukten
jeweils separat in rot und schwarz gekennzeichnet sind. Die groften Anderungen zei-
gen sich bei den chemischen Verschiebungen von Lys2, Asn82, Ser113 und Tyrll5.
Die chemischen Verschiebungen der Protonen und Stickstoffatome im Proteinriickgrat
der Aminosaurereste Tyrb, Lys6, Glu7, His9, Phell, Argl4, Argl5, Glul00, Glul01
und Aspl02 fehlen in dem BMRB-Eintrag 5058, der die Zuordnung von GABARAP
bestehend aus 119 Aminosduren nach Stangler et al. (2001) beinhaltet [79].

Die Proteinriickgratresonanzen dieser Aminosduren konnten durch die Aufnahme
der oben genannten 3D Experimente bei 10 °C erfolgreich zugeordnet werden. Die N-
terminalen Resonanzen, die im BMRB-Eintrag von GABARAP (5058) fehlen, sind im
HSQC-Spektrum bei 10°C deutlich zu erkennen (vgl. Abb. 4.5).

o7



4. Ergebnisse

GABARAP (119 AS) o 25 °C
103
GABARAP wt (117 AS)
1051 PR
110
— 1151
£
Q.
o
Z
120
5
N
S>>
125
75
85‘ 33‘ 106 - 4 €5 %
a ‘32 84
108
10,5 ' 95 ' 85 ' 75
H [ppm]

Abbildung 4.4: ['H,'®N]-HSQC-Spektren des wildtypischen GABARAP bestehend aus 117
Aminoséuren (schwarz) und GABARAP mit zwei zusétzlichen N-terminalen Aminoséureres-
ten, auf dem die NMR-Strukturbestimmung von GABARAP mit dem PDB-Eintrag 1KOT
basiert (rot). Resonanzen die von Stangler et al. (2001) nicht zugeordnet wurden, sind mit
einer blauen Sequenzposition markiert. Das HSQC-Spektrum von GABARAP bestehend aus

119 Aminoséduren wurde von Thomas Stangler aufgenommen.
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Abbildung 4.5: ['H,'>N]-HSQC-Spektrum von GABARAP bestehend aus 117 Aminosiuren
bei 10 °C. Bei tiefen Temperaturen sind Aminosédurereste im N-Terminus und der benachbarten
Schleife durch aufgespaltene Resonanzen représentiert. Resonanzen, die zusétzlich zu denen
im BMRB-Eintrag 5058 zugeordnet werden konnten, sind mit einer blauen Sequenzposition
markiert. Eine Anderung der Zuordnung wurde fiir Glu8 und Val4 festgestellt. Die Resonanzen
von Val4 sind in der '®N-Dimension in das Spektrum hineingefaltet. Die korrekte chemische

Verschiebung von Val4 betrigt in der »N-Dimension demnach 134,9 ppm bzw. 135,58 ppm.

Eine Anderung der Zuordnung im Vergleich zum BMRB-Eintrag 5058 ergibt sich
fiir die N-terminalen Aminosaurereste Val4d und Glu8. In dem HSQC-Spektrum ist zu-
sitzlich zu erkennen, dass beide Aminosaurereste von Peakaufspaltung betroffen sind.
Die Resonanzen von Val4 sind in ?N-Dimension in das Spektrum hineingefaltet, was
durch die Aufnahme zweier Spektren mit verschiedener spektraler Weite in der °N-
Dimension ermittelt wurde. Die chemischen Verschiebungen der Amidgruppe von Val4
betragen bei 10 °C in 'H- und **N-Dimension somit 11,81 ppm und 134,92 ppm bzw. fiir
den Austauschpeak 11,91 ppm und 135,58 ppm. Im Falle von Glu8 lautet die chemische
Verschiebung der 'H- und '?N-Resonanzen bei 10°C 7,79 ppm und 116,32 ppm bzw.
8,08 ppm und 117,02 ppm. Die erweiterte Zuordnung ist in Abb. 4.4 und in Abb. 4.5
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durch blaue Sequenzpositionen markiert. Abbildung 4.6 zeigt einen Ausschnitt der se-
quenzspezifischen Resonanzzuordnung des Proteinriickgrates von GABARAP mit Hilfe
eines 3D HNCA-Spektrums bei 10 °C. Der Ausschnitt des HNCA-Spektrums zeigt die
Konnektivitat der Resonanzen von His99 bis Phel03, welche durch die rote Linie ge-
kennzeichnet ist. Der Streifen des Aminosdurerestes GlulO1 ist bei 10°C eindeutig
zuzuordnen, wohingegen er bei einer Temperatur von 25°C aufgrund von Linienver-

breiterung im Rauschen verschwindet.

His99 Glu100 Glu101 Asp102 Phe103
N [ppm] 119,61 120,86 122.09 115 44 102,97
50 - ,
- Sy
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Abbildung 4.6: Sequenzspezifische Resonanzzuordnung des Proteinriickgrates von
GABARAP mittels 3D HNCA-Spektrum fiir die Aminoséurereste His99 bis Phel03. 3C
(F3)- und 'H (F1)-Streifen sind bei entsprechenden HY und N chemischen Verschiebungen
in den Dimensionen F1 und F2 entnommen und sequentiell angeordnet. Die Konnektivitaten

von HV;, N;, C%; und HY;, N;, C%;_; sind durch rote Linien gekennzeichnet.
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4.3 Herstellung von GABARAP-Varianten fir die
Fluoreszenzspektroskopie

Zusatzlich zur NMR-spektroskopischen Charakterisierung wurden die Dynamiken von
GABARAP im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Claus
Seidel der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf mittels Fluoreszenzspektroskopie er-
mittelt. Fiir die Fluoreszenzspektroskopie ist die Kopplung eines Farbstoffs an das
Protein notwendig, was typischerweise durch eine Maleimidkopplung mit der Seiten-
kette eines Cysteins erfolgt. GABARAP besitzt in seiner natiirlichen Aminosiurese-
quenz keine Cysteine. Durch Mutagenese des GABARAP codierenden Plasmids wur-
den verschiedene Konstrukte fiir die Expression von GABARAP-Cysteinvarianten er-
stellt (s. Kapitel 3.1.4). Um schnelle Dynamik auf der Piko- bis Nanosekundenzeits-
kala mittels Fluoreszenzspektroskopie zu beobachten, wird ein Farbstoff mit einer ein-
geschrinkten Bewegungsfreiheit verwendet und an GABARAP mit einem einzelnen
Cystein gekoppelt. Dazu wurden die GABARAP-Einzelcysteinvarianten mit Mutatio-
nen an Position V4C, E7C, K13C, 141C, sowie F62C eingefiihrt. Des Weiteren wurde
GABARAP mit der Mutation G116CA117 hergestellt, das sowohl fiir fluoreszenzspek-
troskopische Experimente, als auch fiir NMR-Experimente mit Nanodisks verwendet
wurde. Fiir eine Bewertung von langsamer Dynamik auf der Mikrosekundenzeitskala
und zur Charakterisierung damit verbundener struktureller Anderungen eignen sich
Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) Experimente. Dazu wird GABARAP mit je
zwei Cysteinen bendtigt. Somit wurde GABARAP mit den Mutationen E7C/F62C,
E7C/E73C, sowie K13C/F62C hergestellt, die im folgenden als Doppelcysteinvarian-
ten bezeichnet werden. In Abbildung 4.7 sind alle Aminoséurereste, die in ein Cystein
mutiert wurden, in der Struktur von GABARAP farblich gekennzeichnet.

Die Expression und Reinigung der Einzelcysteinvarianten erfolgte analog zum
wt GABARAP, wobei allen Reinigungsschritten 5mM (-Mercaptoethanol als Re-
duktionsmittel hinzugefiigt wurde. Fiir die NMR-Experimente wurde 2mM TCEP
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Lys13

Abbildung 4.7: Reste, die fiir die Fluoreszenzspektroskopie durch ein Cystein ausgetauscht
wurden, sind in der Struktur von GABARAP (PDB-Eintrag 1GNU) farblich markiert. Die
Cystein-Mutationen von Val4, Glu7, Lys13, Ile41, Phe62 und Gly116 wurden jeweils zur Her-
stellung von Einzelcysteinvarianten eingefiihrt. Zusétzlich wurden drei Doppelcysteinvarianten
mit den Mutationen Glu7 und Phe62, Lys13 und Phe62, sowie Glu7 und Glu73 hergestellt.

anstatt J-Mercaptoethanol verwendet, da es eine hohere Stabilitéit aufweist. Die Ex-
pression und Reinigung der Doppelcysteinvarianten erfolgte ebenfalls analog zum
wt GABARAP, mit Ausnahme der Variante GABARAP-K13C/F62C, die sich mit-
tels Kationenaustauschchromatographie nicht aufreinigen lieft. Die Aufreinigung von
GABARAP-K13C/F62C wurde daher mittels Anionenaustauschchromatographie (vgl.
Kapitel 3.4) erzielt.

Im Folgenden sind die ['H,'N]-HSQC-Spektren der hergestellten GABARAP-
Cysteinvarianten mit den Mutationen V4C, E7C, K13C, F62C, E7C/E73C und
K13C/F62C dargestellt. Mit Hilfe dieser HSQC-Spektren wurde kontrolliert, ob es
durch Einfiigen der Mutation zu Anderungen der Tertidrstruktur von GABARAP
kommt. Die NMR-spektroskopische Charakterisierung von GABARAP-G116CA117
wird in Kapitel 4.8 ausfiihrlich gezeigt und ist daher hier nicht naher erlautert.

Abbildung 4.8 zeigt das ['H,">N]-HSQC-Spektrum von 380 uM GABARAP-V4C
iiberlagert mit 1,0 mM GABARAP bei einer Temperatur von 10 °C.
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Abbildung 4.8: ['H'°N]-HSQC-Spektren von GABARAP (schwarz) und GABARAP-V4C
(rot) bei 10°C.

Die Resonanzen von V4C sowie sequentiell benachbarte Resonanzen (Tyrb, Lys6,
Glu8) sind in dem Spektrum der Variante GABARAP-V4C nicht erkennbar. Bei einer
Betrachtung des Spektrums nahe des Rauschlevels werden die Resonanzen von Tyrb
und Glu8 jedoch sichtbar. Die Resonanzen von Phe3, Glu7 und Lys47, die sich eben-
falls in der Néhe des mutierten Aminoséurerestes V4C befinden, weisen Anderungen
der chemischen Verschiebung auf, die jedoch so gering sind, dass eine eindeutige Zuord-
nung weiterhin moglich ist. Die chemischen Verschiebungen aller anderen Resonanzen

stimmen fiir GABARAP und GABARAP-V4C tiberein.
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Abbildung 4.9: ['H,'’N]-HSQC-Spektren von GABARAP (schwarz) und GABARAP-E7C

(rot) bei 25°C.

In Abbildung 4.9 ist das ['H,"N]-HSQC-Spektrum von 240 uM GABARAP-E7C

iiberlagert mit 1,0mM GABARAP bei einer Temperatur von 25 °C gezeigt. Anderun-

gen der chemischen Verschiebungen zeigen sich fiir Asn82, E7C und Glu8 und damit

lediglich fiir den mutierten Aminoséurerest selbst und rdumlich benachbarte Amino-

saurereste.
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Abbildung 4.10: ['H,'’N]-HSQC-Spektren von GABARAP (schwarz) und GABARAP-
K13C (rot) bei 25°C.

Abbildung 4.10 zeigt das ['H,"®N]-HSQC-Spektrum von 340 uM GABARAP-K13C
iiberlagert mit 1,0mM GABARAP bei einer Temperatur von 25°C. Anderungen der
chemischen Verschiebungen sind fiir die Resonanzen von Tyrb, Lys6, Glu8, Phell,
Glul2, K13C und Argl4 zu erkennen. Auch hier sind die Verdnderungen der chemischen
Verschiebungen so gering, dass eine eindeutige Zuordnung der betroffenen Resonanzen

im Spektrum von GABARAP-K13C méglich ist.

65



4. Ergebnisse

GABARAP ‘@
GABARAP-F62C
105 -
110 -
= 115
o
o
£
120
<D
125 -
130 - | P | |
10,0 9,0 8,0 7,0
H [ppm]

Abbildung 4.11: ['H,'"®N]-HSQC-Spektren von GABARAP (schwarz) und GABARAP-
F62C (rot) bei 25°C.

Das ['H,'N]-HSQC-Spektrum von GABARAP-F62C mit einer Konzentration
von 750 uM ist in Abbildung 4.11 in Uberlagerung mit dem Spektrum von 1,0mM
GABARAP bei einer Temperatur von 25 °C dargestellt. Differenzen zwischen den che-
mischen Verschiebungen der 'H- und **N-Kerne von GABARAP-F62C und GABARAP
werden fiir die Aminoséurereste Thr56, GIn59, Phe60, Tyr61, F62C und Leu63 beob-

achtet, wahrend die {ibrigen Resonanzen iibereinstimmen.
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Abbildung 4.12: ['H,'’N]-HSQC-Spektren von GABARAP (schwarz) und GABARAP-
E7C/ET73C (rot) bei 25°C.

Abbildung 4.12 zeigt das [*H,'N]-HSQC-Spektrum der Doppelcysteinvariante
GABARAP-E7C/E73C mit einer Konzentration von 550 uM in Uberlagerung mit
dem Spektrum von 1,0mM GABARAP bei einer Temperatur von 25 °C. Zusétzlich zu
den Differenzen der chemischen Verschiebungen, welche bereits in der Einzelcysteinva-
riante GABARAP-E7C beobachtet wurden, weisen die benachbarten Aminosédurereste
von E73C Anderungen auf. Die Differenzen der chemischen Verschiebungen von Ala72,
E73C, Asp74 und Ala75 sind deutlich grofser als die in den anderen Varianten beob-

achteten Anderungen. Alle anderen Resonanzen stimmen jedoch in beiden Spektren

iberein.
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Abbildung 4.13: ['H,'’N]-HSQC-Spektren von GABARAP (schwarz) und GABARAP-
K13C/F62C (rot) bei 25 °C.

In Abbildung 4.13 ist das ['H,"®N]-HSQC-Spektrum der Doppelcysteinvariante
GABARAP-K13C/F62C mit einer Konzentration von 675uM in Uberlagerung mit
dem Spektrum von 1,0mM GABARAP bei einer Temperatur von 25°C dargestellt.
Es weisen die gleichen Aminoséurereste Differenzen der chemischen Verschiebungen
auf, die bereits in den ['H,'N]-HSQC-Spektren der Einzelcysteinvarianten GABARAP-
K13C sowie GABARAP-F62C betroffen waren. Abgesehen von Resonanzen in der Néhe
des mutierten Aminosdurerestes, stimmen die Spektren von GABARAP-K13C/F62C
und dem wt GABARAP iiberein.
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Die HSQC-Spektren der GABARAP-Cysteinvarianten zeigen, dass sich Anderungen
der chemischen Verschiebungen lediglich fiir direkt benachbarte Aminoséurereste erge-
ben und die Mutationen daher keinen Einfluss auf die Tertidrstruktur von GABARAP
haben.

4.4 Translationsdiffusion

Der hydrodynamische Radius von GABARAP wurde wie in Abschnitt 3.6.5 beschrie-
ben an 0,5 mM GABARAP mit 0,5 % Dioxan bei einer Temperatur von 25 °C bestimmt.
Dazu wurden zum einen 1D PG-SLED-Experimente aufgenommen, aus denen die Be-
stimmung des hydrodynamischen Radius durch die Referenzierung von Dioxan gemafs
Gleichung 3.5, als auch direkt durch Anwendung des Stokes-Einstein-Gesetzes (Gl. 4.3)
erfolgte. Zum anderen wurde der hydrodynamische Radius aus 2D PG-SLED-Spektren
durch Integration der Amidprotonenregion bestimmt. Abbildung 4.14 (A) zeigt die Ab-
nahme der integrierten Intensititen der 'H-Resonanzen von Dioxan und GABARAP im
Bereich von 3,753 bis 3,763 ppm in Abhéngigkeit der relativen Gradientenstéirke G,.;.
Es handelt sich dabei um Ergebnisse des 1D PG-SLED-Experiments. In Abbildung
4.14 (B) ist die Abnahme der integrierten Intensitéten der Amidprotonen-Resonanzen
von GABARAP im Bereich von 6,9 bis 9,6 ppm gezeigt. Die integrierten Intensitéiten
der Amidprotonen-Resonanzen wurden aus dem 2D PG-SLED-Experiment extrahiert.

In Tabelle 4.1 sind die Ergebnisse der ermittelten Diffusionskonstante D sowie des
hydrodynamischen Radius ry von GABARAP fiir die verschiedenen verwendeten Me-
thoden dargestellt. Der hydrodynamische Radius, der durch die Referenzierung auf
Dioxan auf Grundlage von zwei 1D PG-SLED-Experimenten bestimmt wurde, ergibt
mit ryy = 19,24 0,3A den kleinsten Wert. Dieser hydrodynamische Radius entspricht
einer Diffusionskonstante von D = (1,25 + 0,02) - 107 cm?s™!. Fiir die Auswertung
nach Choy et al. (2002), ohne Dioxan als Referenz, erfolgte die Berechnung des hydro-

dynamischen Radius aus der Diffusionskonstante durch die Stokes-Einstein-Gleichung.
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Abbildung 4.14: A) Abnahme der integrierten Intensitit der 'H -Resonanzen von Dioxan
(Kreise) und GABARAP (Sterne) in Abhéngigkeit der relativen Gradientenstiarke G, aus
dem 1D PG-SLED-Experiment. Die durchgezogenen Kurven entsprechen den nichtlinearen 2-
bzw. 3-Parameter-Fits geméafs den Gleichungen 3.2 und 3.3 aus Abschnitt 4.4. B) Abnahme
der integrierten Intensitéit der Amidproton-Resonanzen von GABARAP in Abhéngigkeit der
relativen Gradientenstirke G,..; aus dem 2D PG-SLED-Experiment. Die durchgezogene Kurve
entspricht dem Fit mittels Gleichung 3.6.
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Tabelle 4.1: Ergebnisse der Translationsdiffusionsexperimente

Methode Diffusionskonstante D Hydrodynamischer 7. [ns]
[cm?s™1] Radius [A]

1D PG-SLED

Dioxan Referenz (1,25 + 0,02) - 1076 19.240,3 6,6 40,4

Stokes-Einstein (1,16 £ 0,02) - 1076 20,740,2 82403

2D PG-SLED

Stokes-Einstein (1,20 + 0,02) - 10°¢ 199+04 7,3+0,5

Die Diffusionskonstante wurde dabei sowohl aus der Abnahme der integrierten Signal-
intensitdat von zwei 1D PG-SLED-Experimenten, als auch aus einem 2D PG-SLED-
Experiment ermittelt. Die Viskositat der Losung wurde als ein Gemisch bestehend aus
90 % H50 und 10 % D,O bei 25°C zu n=0,9113mPa-s abgeschétzt. Der aus dieser
Methode bestimmte hydrodynamische Radius von GABARAP ist bis zu 1,5 A grofer,
als der indirekt durch die Referenzierung auf Dioxan erhaltene Wert. Eine Abschétzung
des hydrodynamischen Radius aus der Anzahl der Aminosauren geméfs Gleichung 3.7
ergibt einen Wert von ry — 18,9 A +2,6 A und ist damit in der gleichen Gréfenordnung
wie die experimentell ermittelten hydrodynamischen Radien. Diese Abschétzung aus
der Aminosaureanzahl erfolgte ohne Beriicksichtigung der Struktur von GABARAP.
Unter der vereinfachten Annahme, dass GABARAP ein globuléres Protein mit iso-
troper Symmetrie ist, ldsst sich aus dem Gesetz von Stokes (Gl. 4.3) aukerdem die
Rotationskorrelationszeit 7. berechnen. Auch dazu wurde fiir die Viskositdt der Lo-
sung der Wert n=0,9113 mPa-s angenommen. Aus dem Gesetz von Stokes ergeben
sich damit Rotationskorrelationszeiten von 7. = 6,6 bis 8,2ns, je nachdem welche Me-
thode zur Bestimmung des hydrodynamischen Radius verwendet wurde (vgl. Tab. 4.1).
Neben der experimentellen Bestimmung des hydrodynamischen Radius, erfolgte ei-
ne theoretische Abschitzung mittels Hydropro. Unter Verwendung der Kristallstruk-
tur von GABARAP (PDB-Eintrag 1GNU) liefert Hydropro eine Rotationskorrela-

tionszeit von 7.=8,1ns und dementsprechend einen hydrodynamischen Radius von
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Tabelle 4.2: Hydropro Vorhersage der hydrodynamischen Parameter bei 25 °C

Struktur T [ns] Hydrodynamischer Radi-
us* [A]

1GNU 8,1 20,6

1KOT 7.8 20,3

*Der hydrodynamische Radius entspricht dem Stokes-Radius unter der Annahme
eines globuldren Proteins in einem Gemisch aus 90 % H,O und 10 % D-O.

ry =20,6 A (s. Tab. 4.2). Auf Grundlage der NMR-Struktur von GABARAP (PDB-
Eintrag 1KOT), ergibt sich ein geringfiigig kleinerer hydrodynamischer Radius von
ry = 20,3 A und eine Rotationskorrelationszeit von 7, = 7,8 ns.

Der Vergleich des experimentell ermittelten hydrodynamischen Radius von GABARAP
mit der theoretischen Vorhersage zeigt, dass GABARAP unter gegebenen Puffer-
Bedingungen, bei einer Konzentration von 0,5mM und einer Temperatur von 25°C

vorwiegend monomer ist.

4.5 Piko- bis Nanosekundendynamik

4.5.1 Analyse von "N-Spinrelaxationsdaten

Die Dynamik von N—H-Bindungen des Proteinriickgrats setzt sich aus einer Kompo-
nente der globalen Rotationsdiffusion, aufgrund von Brownscher Molekularbewegung,
sowie einzelner Komponenten verursacht durch interne Dynamik des Proteinriickgra-
tes zusammen. Die Dynamik von N—H-Bindungen auf der Piko- bis Nanosekunden-
zeitskala wurde wie in Kapitel 3.6.6 mit Hilfe von N-Relaxationsexperimenten bei
Temperaturen von 5 °C bis 35°C in 10 °C Schritten und einer Protonenlarmorfrequenz
von 600 MHz (14,1 T) bestimmt. Bei einer Temperatur von 25 °C wurde zusétzlich ein
Relaxationsdatensatz bestehend aus {'H}—'°N NOE-Werten, longitudinalen Relaxati-
onsraten R; und transversalen Relaxationsraten Ry bei einer Protonenlarmorfrequenz

von 900 MHz (21,2 T) aufgenommen und ausgewertet. Die ermittelten longitudinalen
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und transversalen Relaxationsraten R; und Ry liefern Informationen zum Reorien-
tierungsverhalten des Proteins und bestimmen dadurch im Wesentlichen die globale
Rotationskorrelationszeit, wihrend die heteronuklearen {'H}—N NOE-Werte insbe-
sondere die interne Dynamik einzelner Aminosiurereste widerspiegeln. Ein {*H}—'°N
NOE-Wert von weniger als 0,65 bei einer Feldstarke von 600 MHz gilt dabei als flexibel
[80]. Der maximal erreichbare {'H}—'"N NOE-Wert betrigt hingegen etwa 0,82 (bei
500 MHz) und deutet auf eine starke Einschrankung der Bewegung hin [72].

In Abbildung 4.15 sind die bei 600 MHz aufgenommenen {'H}—'N NOE-Werte,
als auch die longitudinalen und transversalen Relaxationsraten R; und Ry bei ver-
schiedenen Temperaturen von 5°C bis 35°C dargestellt. Fehlende Relaxationsraten
und NOE-Werte sind auf Uberlapp entsprechender Resonanzen, ein zu geringes Signal-
zu-Rausch-Verhéltnis oder im Falle der Proline 10, 26, 30, 37, 52, 8 und 86 auf die
nicht vorhandene N—H-Bindung zuriickzufiihren. Die Relaxationsdaten zeigen bei al-
len Temperaturen dhnliche Trends, das heift Aminosdurereste die hinsichtlich ihrer
Relaxationsdaten vom Durchschnitt abweichen zeigen dieses Verhalten bei allen Tem-
peraturen. Die Relaxationsdaten N-terminaler Aminosidurereste weisen insbesondere
bei Temperaturen oberhalb von 15°C grofiere Fehler wegen eines geringen Signal-zu-
Rausch-Verhéltnisses auf. Die schematische Darstellung von a-Helices sowie 5-Stringen
oberhalb von Abbildung 4.15 veranschaulicht den Zusammenhang von Flexibilitdt und
der Sekundéarstruktur. Es fallt auf, dass die Relaxationsraten in den Bereichen regula-
rer Sekundérstrukturelemente keinen groferen Schwankungen unterliegen, sodass die
zeitliche Reorientierung dhnlich ist. Da die Relaxationsdaten bei verschiedenen Tempe-
raturen lediglich bei einer Feldstéirke aufgenommen wurden, ist das Programm Tensor2
fiir die model-free-Analyse verwendet worden. Dabei wurde die Rotationskorrelations-
zeit fiir jede Temperatur unter Ausschluss von flexiblen Bereichen bestimmt (s. Tab.
4.3). Unter der vereinfachenden Annahme von isotroper sphérischer Symmetrie, ldsst
sich geméfs des Gesetzes von Stokes (Gl. 4.3) der hydrodynamische Radius aus den Ro-
tationskorrelationszeiten abschéatzen. Der hydrodynamische Radius betragt im Mittel
21,6 +0,2A und stimmt bei allen Temperaturen unter Berticksichtigung der Messunsi-

cherheit iiberein. Ein Arrheniusgraph zeigt den linearen Zusammenhang zwischen dem
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Abbildung 4.15: N-Spinrelaxationsdaten bei Temperaturen von 5°C (blau), 15°C (griin),
25°C (schwarz) und 35°C (magenta), aufgenommen bei einer Protonenlarmorfrequenz von
600 MHz. Die grauen Kreise oberhalb der Abbildung indizieren a-helikale Strukturelemente,

withrend die schwarzen Balken 3-Stringe kennzeichnen. Von oben nach unten: {{H}—1!5
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Tabelle 4.3: Rotationskorrelationszeit und hydrodynamischer Radius bei verschiedenen Tem-
peraturen ermittelt mit dem Programm Tensor?2.

ropta
5 16,9+0,2 921,54 0,2
15 12,3+0,2 21,54 0,2
25 9.6 +0,2 21,740,2
35 7,540,2 21,840,2

Logarithmus der globalen Rotationskorrelationszeit 7. und der inversen Temperatur
(Abb. 4.16). Dieser lineare Zusammenhang impliziert, dass mit einem Temperatur-

wechsel keine Phaseniibergénge von beispielsweise Monomeren zu Dimeren auftreten.

3 T T
¢ Experiment
—— lineare Regression
2,51 .
5
=
2, |
1,5 |
| | | | | | | |
0,0032 0,0033 0,0033 0,0034 0,0034 0,0035 0,0035 0,0036 0,0036 0,0037

1/T [1/K]

Abbildung 4.16: Arrheniusgraph der Rotationskorrelationszeiten bestimmt durch Spinrela-
xationsraten bei verschiedenen Temperaturen von 5°C, 15°C, 25°C und 35 °C. Der Arrheni-

usgraph folgt einem linearen Zusammenhang.

Fiir die zuverldssige Analyse von interner Dynamik auf der Piko- bis Nanosekun-
denzeitskala sind die {*H}—'"N NOE-Werte sowie die longitudinalen und transversalen
Relaxationsraten R; und Ry bei einer zweiten Feldstarke essentiell. In Abbildung 4.17

sind die '»N-Relaxationsdaten bei den Protonenlarmorfrequenzen von 600 MHz sowie
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900 MHz und einer Temperatur von 25 °C dargestellt. Fehlende NOE-Werte und Rela-
xationsraten sind auf Uberlapp der entsprechenden Resonanzen oder eine zu geringe
Signalintensitéit zuriickzufithren und im Falle der Proline auf die nicht vorhandenen
N—H-Bindungen. Es fillt auf, dass die {*H}—'"N NOE-Werte insbesondere in den
Termini als auch in der Schleife um Ile41 am niedrigsten sind, was eine erhohte inter-
ne Dynamik in diesen Bereichen aufzeigt. Die transversalen Relaxationsraten Ry sind
fiir Tyrb, Glu7, Asn82, Ser113 und Tyrl1l) aufféllig hoch und nehmen bei 900 MHz
signifikant zu. Hier ist besonders Asn82 hervorzuheben, das mit einer Ro-Rate von
38,671 bei 900 MHz weit iiber dem Durchschnitt von 18,15 ! liegt. Dieser Aminosiu-
rerest befindet sich in einer Schleife zwischen dem dritten [-Strang und der letzten
a-Helix. Die grofsen Ro-Raten, die zusétzlich eine Feldstarkeabhingigkeit zeigen, wei-
sen auf einen Beitrag durch chemischen Austausch hin. Diese Relaxationsdaten wurden
fiir die model-free-Analyse mittels relax fiir eine detaillierte Auswertung der internen

Dynamik verwendet (s. Kap. 4.5.2).
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Abbildung 4.17: ">N-Spinrelaxationsdaten bei einer Temperatur von 25 °C und Protonenlar-
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4.5.2 Model-free-Analyse der "'N-Spinrelaxationsdaten

mittels relax

Fiir eine quantitative Charakterisierung der globalen Rotationsdiffusion sowie interner
Dynamik einzelner Aminosdurereste wurde die bereits erwihnte model-free-Analyse
durch das Programm relax basierend auf dem erweiterten Lipari-Szabo-Modell geméfs
Kapitel 3.6.6 durchgefiihrt. Im erweiterten Modell von Lipari-Szabo werden maximal
zwei interne Dynamiken angenommen, um die Anzahl der Freiheitsgrade nicht grofier
zu wahlen, als es die Daten erlauben. Denn es gilt zu beachten, dass die spektrale
Dichtefunktion J(w) durch die Messung der Relaxationsdaten geméfs der Gleichungen
3.16—3.18 lediglich an wenigen Punkten J(0), J(wg), J(wy), J(wg+wy), J(wh-wy) er-
mittelt wird. Die Aufnahme bei zwei verschiedenen Feldstéarken erhoht zum einen die
Anzahl der Datenpunkte und erlaubt zum anderen die Bestimmung von feldstérke-
abhéngigen Austauschbeitrigen R.,. Eine aussagekriftige Auswertung der Piko- bis
Nanosekundendynamik mit dem Programm relax erfordert daher wie in Kapitel 3.6.6
beschrieben die '°N-Spinrelaxationsdaten bei mindestens zwei Feldstéirken, sowie die
hochaufgeloste Struktur von GABARAP. Mit dem Programm relax wurden somit die
Ordnungsparameter S?, die globale Rotationskorrelationszeit, die internen Korrelati-
onszeiten, sowie die Austauschbeitrage R., und der Diffusionstensor von GABARAP
aus den in Abb. 4.17 dargestellten Daten ermittelt.

Fiir die model-free-Analyse mittels relax wurde die Kristallstruktur mit dem PDB-
Eintrag 1GNU verwendet, da diese im N-Terminus intramolekulare Wechselwirkungen
wie Salzbriicken oder Wasserstoffbindungen aufweist, die in der NMR-Struktur mit dem
PDB-Eintrag 1KOT nicht definiert sind [11, 23|. Diese Definition von intramolekularen
Wechselwirkungen war relevant, da die Ordnungsparameter S* ebenfalls im Rahmen
einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Jun. Prof. Dr. B. Strodel des ICS-6 auf
Grundlage der GABARAP-Struktur simuliert wurden. Im Zuge dieser Kooperation
wurden die Ordnungsparameter S? ebenfalls mittels Fluoreszenzspektroskopie durch
das Institut von Prof. Dr. C. Seidel der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf ermittelt,

wobei die in dieser Arbeit hergestellten Cysteinvarianten von GABARAP verwendet

78



4. Ergebnisse

wurden, an die ein Farbstoff {iber eine Maleimidkopplung gebunden wurde. Die durch
MD-Simulationen und Fluoreszenzspektroskopie ermittelten Werte werden in Kapitel
5.4 gezeigt und zusammen mit den folgenden Ergebnissen dieser Arbeit diskutiert.
Der aus dem Satz von Ry, Ry und {*H}—'N NOE-Werten bei 600 MHz und 900 MHz
(s. Abb. 4.17) mit relax bestimmte Ordnungsparameter S? ist in Abbildung 4.18 darge-
stellt. Der Ordnungsparameter S? ist ein Maf fiir die Amplitude der internen Mobilitét,
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Abbildung 4.18: Ordnungsparameter S? bestimmt aus "> N-Relaxationsdaten bei 25 °C. Das
Schema oberhalb der Abbildung markiert a-Helices (grau) und g-Strange (schwarz).

wobei kleine Ordnungsparameter auf eine hohe Mobilitdt hinweisen und ein Wert von
eins vollstdndige Rigiditdt bedeutet. Abbildung 4.18 ldsst sich entnehmen, dass wie
bereits durch die {'H}—N NOE-Werte angenommen, insbesondere der C-Terminus,
die erste N-terminale Subdoméne, als auch die Region um Ile41 besonders flexibel
sind, da diese relativ kleine Ordnungsparameter im Vergleich zu anderen Bereichen des
Proteins aufweisen. Reguldre Sekundérstrukturelemente sind hingegen rigide auf der
Piko- bis Nanosekundenzeitskala. Eine Veranschaulichung der flexiblen Bereiche in der
GABARAP Struktur ist in Abbildung 4.19 dargestellt.

Neben der Identifikation von interner Dynamik aus dem Ordnungsparameter liefert
die model-free-Analyse der Relaxationsdaten bei zwei verschiedenen Feldstirken auch

Informationen dariiber, welche Aminosaurereste von chemischem Austausch auf der
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N-Terminus C-Terminus

Abbildung 4.19: Darstellung des durch N-Relaxationsdaten bestimmten Ordnungspara-
meters S% in der Struktur von GABARAP. Je flexibler das Proteinriickgrat ist, desto grofer

wird der Bereich um den entsprechenden Aminoséurerest dargestellt.
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Abbildung 4.20: Chemische Austauschbeitrige R, ermittelt aus der model-free-Analyse
von PN-Relaxationsexperimenten aufgetragen gegen die Aminosiuresequenz. Das Schema

oberhalb der Abbildung markiert a-Helices (grau) und S-Strénge (schwarz).
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Mikrosekundenzeitskala betroffen sind. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.20 dargestellt
und zeigt, dass nahezu alle Aminosédurereste einen Austauschbeitrag R, zeigen, wobei
die groften und damit signifikanten Beitréige fiir Tyr (4,6s7!), Asn82 (10,2s7!) sowie
den C-terminalen Resten Ser113 (6,6s7!) und Tyr115 (7,6s7') bestimmt wurden.

Die Bestimmung der oben beschriebenen internen Dynamik mittels relax erfolgte fiir
verschiedene Diffusionsmodelle von isotroper bis hin zu vollsténdig anisotroper Symme-
trie. Bei 25 °C wird der Diffusionstensor von GABARAP am besten durch ein ellipsoides
Modell mit einer mittleren globalen Rotationskorrelationszeit von 9,6 ns beschrieben.
Die Parametrisierung des Rotationsdiffusionstensors ist in Tabelle 4.4 aufgefiihrt und

in Abbildung 4.21 grafisch dargestellt.

Tabelle 4.4: Eigenwerte des Rotationsdiffusionstensors von GABARAP

Ellipsoides Modell

T, [ns] 9,6

Diso [rad -s71] 1,737-107
D, [rad 5] 1,508 - 107
D,, [rad-s™!] 1,680 - 107
D.. [rad-s™!] 1,933-107
a [rad] 0,113

B [rad] 1,0483

7 [rad] 0,812

Dieser ellipsoide Rotationsdiffusionstensor hat die Eigenwerte D, — 1,598 - 107 s71,
D,, =1,680-10"s und D,, =1,933-10"s!. Aufgrund der anisotropen Rotationsdif-
fusion ergeben sich fiinf verschiedene Rotationskorrelationszeiten 7., die aus den Ei-
genwerten berechnet wurden und in Tabelle 4.5 zusammengetragen sind [81]. Die Ro-
tationskorrelationszeiten sind in x- bzw. y-Richtung mit 9,08 ns bzw. 9,07 ns nahezu
identisch, wohingegen die Rotationskorrelationszeit entlang der lingsten Achse 10,20 ns
betragt und demnach etwa 12 % langer ist.

Aus dem Verhéltnis der Eigenwerte ldsst sich der Perrin-Formfaktor berechnen,

der es ermoglicht den hydrodynamischen Radius aus dem Gesetz von Stokes unter
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Abbildung 4.21: GABARAP wird beschrieben durch einen ellipsoiden Rotationsdiffusions-

tensor. Die zugehorigen Eigenwerte bestimmen die Grofe des Diffusionstensors.

Tabelle 4.5: Rotationskorrelationszeiten von GABARAP unter Beriicksichtigung der Aniso-

tropie.
Symmetrie Rotationskorrelationszeiten
_ 1 _
T\ = ip,.,%Dy, Do~ L0ns
Ty = 5—i—n—— 9,76 1s
Dwx+4Dyy+Dzz ’
. o 1 o
anisotrop T3~ Dyt D,y 4D 9,08 ns
= L =9,07
Ty — > — 9 ns

6Diso+6\/Diso2_L

1 —10,20ns
6Diso_6\/Diso2 —L?

mit L? = $(D2,+4D} +D?,)

Beriicksichtigung der Symmetrie zu bestimmen. Der Perrin-Formfaktor der Stokes-

Reibungskraft bei translativer Bewegung relativ zu einer volumengleichen Kugel be-

rechnet sich gemaéfs

B Y Pmp v =1y

P?—1

(4.1)
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wobei P dem Verhéltnis der Hauptachsen des prolaten Rotationsellipsoids entspricht.
Da das Verhéltnis der Hauptachsen nicht bekannt ist, muss das Verhéltnis der Eigen-
werte des Diffusionstensors fiir die Bestimmung des Formfaktors verwendet werden

[82]. Das Verhéltnis der Eigenwerte ist durch den Zusammenhang

Dypar (2P2 — S)(P*—1)
Dper  (S(2P2 —1) —2P2) (P2 —1)’ (4.2)
it S — (2P In(P + \/m) ",

P2—1
gegeben [82]. Die Eigenwerte eines axialsymmetrichen Diffusionstensors mit den beiden

kurzen Halbachsen a und der langen Halbachse b werden durch

B kT -3(2P% — S)
Drar = stn(a+2,8A)2(b+2,8A)-4(P2 — 1) (4.4)

und
B kT -3(S(2P? — 1) — 2P?)
Dper - 8777](@ + 2,8A)2(b—|— Q,SA) 4(134 . 1) (45)

beschrieben, wobei es sich bei kg um die Boltzmann-Konstante, » um die Viskositét
des Losungmittels handelt und 2,8 A der Hydrathiille entspricht [82]. Die Berechnung

des Verhéltnisses der Eigenwerte lédsst sich mit den Werten aus Tabelle 4.4 gemaélfs

D D
P = z =1,177 (4.6)
Dper E(Dm: + Dyy)

durchfiihren, sodass der Formfaktor von GABARAP unter Verwendung der Gleichun-
gen 4.1 bis 4.5 numerisch zu F=1,01 ermittelt werden konnte. Mit Hilfe der Glei-
chungen 4.5 und dem ermittelten Formfaktor F lassen sich ebenfalls die Halbachsen a

und b numerisch bestimmen. Der ermittelte Wert fiir die kurzen Halbachsen betrigt

a=17,1A und b=23,7A, sodass der hydrodynamische Radius von GABARAP

rg = Va2 b+ 2,8A = 21,8A (4.7)

83



4. Ergebnisse

unter der Berticksichtigung der Symmetrie betrégt. Somit wurde fiir GABARAP mit-
tels Formfaktor aus relax und den Rotationskorrelationszeiten 7. aus Tensor2 (s. Tab.

4.3) ein hydrodynamischer Radius von bis 21,5nm bis 21,8 nm ermittelt.

4.6 Mikro- bis Millisekundendynamik

4.6.1 ZZ-Austausch

In Kapitel 4.2 wurde bereits die Linienverbreiterung bei 25 °C und die deutliche Auf-
spaltung von Resonanzen bei 10 °C erwédhnt. Die Linienverbreiterung wird durch che-
mischen Austausch verursacht, der bei 10°C so langsam wird, dass die Resonanzen
beider Zusténde eindeutig aufgeldst sind und ein sogenanntes Multiplett entsteht. Re-
sonanzen, die eine Aufspaltung zeigen, sind in dem HSQC-Spektrum in Abbildung 4.22
markiert und wurden in drei Gruppen unterteilt:

1. Resonanzen die lediglich eine Aufspaltung in der Protonendimension zeigen, wie
Tyr5, Lys13, Leul7, Gly18, Glul9, Lys20 und Leul05 (griin). 2. Resonanzen die le-
diglich eine Aufspaltung in der Stickstoffdimension zeigen, wie Val29, Val51, Glul00
und Aspl02 (blau). 3. Resonanzen die eine Aufspaltung sowohl in Protonen- als auch
Stickstoffdimension aufweisen, wie Val4, Lys6, Glu7, Glu8, His9, Phell, Argl4, Argl5,
His99, Glul01, Phel03 und Phel04 (rot). Eine Einfarbung dieser aufgespaltenen Ami-
nosaurereste in der Struktur von GABARAP zeigt, dass Reste des N-Terminus, der
rdumlich nahen Schleife und der benachbarten 5-Strénge £ und f2 betroffen sind (s.
Abb. 4.23).

Die Population der beiden Zustédnde liefs sich anhand des Intensitédtsverhéaltnisses
der aufgespalteten Resonanzen aus Gruppe 1 und 2 bestimmen. Dazu wurden nur Re-
sonanzen beriicksichtigt, die deutlich aufgelést sind und keinen Uberlapp mit anderen
Resonanzen aufweisen. Aus diesen Intensitétsverhéltnissen ergibt sich eine Verteilung
der Population von etwa 44 % zu 56 %. Fiir die Bestimmung der Austauschrate wurden
Z7-Experimente, wie in Kapitel 4.6.1 beschrieben, mit variablen Mischzeiten aufgenom-

men. Die Signalintensitit der einzelnen Resonanzen in einem Multiplett wurde dann
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Abbildung 4.22: ['H,'N]-HSQC-Spektrum von GABARAP bei 10 °C. Aufgespaltene Reso-
nanzen sind in drei Gruppen unterteilt. Griin: Aufspaltung in 'H-Dimension, blau: Aufspal-

tung in "N-Dimension und rot: Aufspaltung in 'H- und N-Dimension.
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Abbildung 4.23: Aminosaurereste, dessen entsprechende Resonanzen im HSQC-Spektrum
bei 10°C eine Aufspaltung zeigen, sind in der Struktur von GABARAP rot eingefarbt. Es
handelt sich dabei um den N-Terminus (Val4 bis Lys20), die angrenzende Schleife mit den
Resten His99 bis Phel04, sowie die benachbarten §-Stréange 1 und [y (Val29, Val51).

in Abhéngigkeit der Mischzeit analysiert und durch die Bloch-McConnell-Gleichungen
gefittet, um kinetische Parameter wie die Population des angeregten Zustands und die
Austauschrate zu bestimmen. Fiir diese Analyse eignen sich daher die Resonanzen der
Gruppe 3, mit Ausnahme von His99, dessen Resonanzen mit der von GIn96 iiberlap-
pen, sowie Glu7, Phel03 und Phel04, dessen Resonanzen innerhalb eines Multipletts
nicht eindeutig aufgelost sind. Obwohl das Multiplett von Val4 keinen Uberlapp zeigt,
wird es aufgrund eines zu geringen Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses nicht beriicksich-
tigt. Ein Multiplett besteht aus zwei Autopeaks fiir den Zustand A und B sowie zwei
Kreuzpeaks, welche die durch den Austausch erzeugten Mischzustdnde AB und BA re-
prasentieren. Abbildung 4.24 zeigt das Multiplett des N-terminalen Aminoséurerestes
Glu8 in einem Referenzspektrum ohne zusétzliche Mischzeit (t,,,,=0) (A), sowie mit
23,6 ms (B) und mit 59 ms Mischzeit (C). Dass auch ohne das Einfiigen einer Mischzeit
in die Pulssequenz chemischer Austausch wéhrend des INEPT-Transfers stattfindet,
lasst sich an der Priasenz der Kreuzpeaks in Abbildung 4.24 (A) erkennen. Daher ergibt
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sich die tatsdchliche Mischzeit aus der Addition der bekannten eingefiigten Zeit t,,;,
mit einer der INEPT-Transferzeit entsprechenden Konstante tg, sodass t = t,,,;, -+ to ist.
Um zu iiberpriifen, ob eine langsamere Austauschrate verursacht durch eine Tempera-
turverminderung den Austausch wiahrend des INEPT-Transfers soweit minimiert, dass
ohne Einfiigen einer Mischzeit auch keine Kreuzpeaks auftreten, wurde zusétzlich ein
Z7-Austauschexperiment bei 5 °C aufgenommen. Die Spektren bei 5°C weisen jedoch
eine stiarkere Linienverbreiterung auf, infolgedessen einzelne Resonanzen im Multiplett
nicht aufgelost sind, was in Abbildung 4.25 anhand des Multipletts von Glul01 bei
10°C (A) und bei 5°C (B) gezeigt ist.

A B c
116,0 t, tot 59 ms
=116,5 8 lea N lsa
o
S
£ 1170
y I
AB IBB IAB
17,5
8,1 7.9 8,1 7.9 8,1 7.9
H [ppm] H [ppm] "H [ppm]

Abbildung 4.24: Resonanzen des Multipletts von Glu8 aus dem ZZ-Experiment fiir A) keine
Mischzeit, B) 29 ms Mischzeit und C) 59 ms Mischzeit. Gezeigt ist das Multiplett der Amino-
saure Glu8, bestehend aus den Autopeaks 44 (rot) und Ipp (griin) sowie den Kreuzpeaks
I4p (blau) und Ip4 (magenta).

Das ZZ-Pulsprogramm wurde so umprogrammiert, dass die Mischzeit in Blocken
von 5ms variiert werden kann. Zusammen mit einem Puls von 900 us Lange, der die
Magnetisierung des Wassers in die Richtung des externen Magnetfeldes ausrichtet, ist
die Mischzeit damit in 5,9ms Schritten variierbar. Insgesamt wurden Spektren mit
sechs verschiedenen Mischzeiten von 5,9 ms bis 59 ms sowie ein Referenzspektrum oh-
ne zusatzliche Mischzeit aufgenommen. In einem globalen Fit sind die Intensitidten
144(0) und Ipp(0) ohne Mischzeit fiir jeden Rest einzeln als lokale Fitparameter und
die Austauschrate k.., die Population des angeregten Zustands pg, sowie die konstante
Mischzeit tq als globale Fitparameter gewéhlt. Die Population des angeregten Zustands

betrigt demnach pg = 43,8 0,1 % bei einer Austauschrate von k., = 34,671 £0,2s7 1.
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Abbildung 4.25: Resonanzen des Multipletts von Glul01 aus dem ZZ-Experiment mit einer
Mischzeit von 59ms bei A) 10°C und B) 5°C. Die starke Linienverbreiterung bei 5 °C fiihrt

zu einem Uberlapp der einzelnen Resonanzen im Multiplett.

Die durch Delays und Transfers bedingte konstante Mischzeit ty betragt 15,8 £ 0,2 ms.
Der Fehler der Intensitdatsmessungen wurde aus dem Rauschen abgeschéatzt. Die Fehler-
bestimmung der Fitparameter erfolgte durch 1000 Monte-Carlo-Simulationen. In Ab-
bildung 4.26 sind die Signalintensitéten der verschiedenen Resonanzen eines Multipletts
fiir den jeweiligen Aminoséurerest aufgetragen. Die Datenpunkte reprasentieren die ex-
perimentell gemessenen Werte, wobei die durchgezogene Linie den globalen Fit durch
die Bloch-McConnell-Gleichungen zeigt. Die Intensitdten wurden dabei jeweils auf die
Summe der Signalintensitédten der beiden Autopeaks 144(0) +155(0) zum Zeitpunkt
t =0 normiert. Die gefittete Zeit tg entspricht 15,8 ms, sodass bei der Aufnahme des
ersten Spektrums mit t,,;,, = 5,9 ms die tatséchliche Mischzeit etwa 22 ms betragt. Die
maximale Mischzeit in dem ZZ-Austauschexperiment betrigt demnach 75ms. Neben
der Austauschrate und der Besetzung eines angeregten Zustands ist auch die Differenz
der chemischen Verschiebung zwischen den Resonanzen von Zustand A und B von In-
teresse (Aw =wa-wp), da diese ein Mak fiir die zugrundeliegende Strukturdnderung
zwischen beiden Zustédnden sein kann. Die Differenzen der chemischen Verschiebungen
Awpy und Awy zwischen beiden Zustdnden kénnen dem HSQC-Spektrum bei 10°C

direkt entnommen werden und sind in Abbildung 4.27 grafisch dargestellt. In dieser
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Abbildung 4.26: Intensitidten der Autopeaks 44 (rot) bzw. Ipp (griin) und der Kreuzpeaks
I4p (blau) bzw. Ip4 (magenta) in Abhéngigkeit der Mischzeit t. Die experimentell ermit-
telten Peakintensitdten (Kreise) wurden auf die Summe der Autopeakintensitidten zum Zeit-
punkt t =0 normiert. Die durchgehende Linie entspricht dem Fit durch die Bloch-McConnell-
Gleichungen (reduziertes x? =11,6). Die Intensitiiten zum Zeitpunkt t =0 wurden als lokale
Fitparameter behandelt, wiahrend die Population des angeregten Zustands pg =43,8 0,1 %,
die Austauschrate k., = 34,6571 40,2571, sowie die durch Delays und Transfers bedingte kon-

stante Mischzeit tg = 15,8 £0,2ms als globale Parameter gefittet wurden.
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Abbildung ist zu beachten, dass der gezeigte Bereich der y-Achse fiir die Awgy-Werte
aufgrund der Ubersichtlichkeit um den Faktor fiinf kleiner gewihlt ist, im Vergleich
zur y-Achse der Awy-Werte. Die grofite Differenz der chemischen Verschiebung in der
Protonendimension weist Glu8 auf mit Awgy =-0,29 ppm, wohingegen die Differenz der
chemischen Verschiebung in der Stickstoffdimension fiir His9 mit Awy = 0,89 ppm am
groften ist. Die Anderungen der chemischen Verschiebungen von CO- und C®-Kernen
sind besonders sensitiv fiir Sekundarstrukturdnderungen. Daher wurden auch Aweco
und Awc, aus einem 3D HNCA- und 3D HNCO-Spektrum bei 10 °C bestimmt, so-
fern die Auflésung eine eindeutige Trennung von zwei Maxima zuliefs. Die Differen-
zen der chemischen Verschiebungen von den CO- und C®-Kernen sind in Abbildung
4.28 aufgetragen. Die grofite Differenz der chemischen Verschiebung zeigt Argl4 mit
Awco = 0,72 ppm. Aus den chemischen Verschiebungen von CO- und C*-Kernen kann
die SSP (engl. secondary structure propensity) bestimmt werden, die Hinweise auf die
Sekundérstruktur liefert [56]. Die SSP wurde daher jeweils auf Grundlage der ver-
schiedenen chemischen Verschiebungen von CO- und C*-Kernen fiir den Zustand A
und B bestimmt. Die SSP deutet darauf hin, dass keine Sekundarstrukturunterschiede
zwischen den beiden austauschenden Zustédnden existieren (s. Abb. A.1).

DDA(,UN [DACL)H
1,07 702

Awn [ppm]
Awpy [ppm]

o,oliHHH] vy | M 10,0

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Sequenzposition

Abbildung 4.27: Differenzen der chemischen Verschiebungen von Amidprotonen Awp sowie

I5N-Kernen Awy zwischen den beiden austauschenden Zustinden A und B mit Aw = w4 -wp.
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Abbildung 4.28: Differenzen der chemischen Verschiebungen von Carbonylen Awco sowie
C*-Kernen Awcy zwischen den beiden austauschenden Zustdnden A und B mit Aw = w4 -wp.

A

Abbildung 4.29: Darstellung von Differenzen von chemischen Verschiebungen Aw zwischen
beiden Austauschzustinden der A) ’N-; B) 'HV- C)13CO- sowie D) 3C*Kerne in der
Struktur von GABARAP. Die Differenzen wurden direkt aus einem ['H,'N]-HSQC-, einem

HNCO-, sowie einem HNCA-Spektrum bei 10 °C ermittelt.
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In Abbildung 4.29 sind zum Vergleich noch einmal Aminosédurereste, die eine Auf-
spaltung zeigen gemif der Grofe des Absolutbetrags von Aw fiir die 'HY-, N-, 13CO-
sowie 13C?Kerne farblich in der Struktur von GABARAP markiert. Die Einfirbung
der Aw verschiedener Kerne in der Struktur von GABARAP zeigt insgesamt, dass die
groften Anderungen fiir alle betrachteten Kerne in unmittelbarer Nihe des Prol0 in

der N-terminalen helikalen Subdoméne (NHD) auftreten.

4.6.2 CPMG-RD-Experimente

Um gezielt chemische Austauschprozesse von GABARAP zu untersuchen, wurden
CPMG-RD-Experimente aufgenommen, die sich wie in Kapitel 3.6.7.2 beschrieben zur
Identifizierung und Quantifizierung von Austausch mit einer Rate von 100s™! bis et-
wa 2000s~! und einer Population des angeregten Zustands von mindestens 0,5 % eig-
nen. Es wurden ®N-SQ-CPMG- sowie ’N-TROSY-CPMG-Experimente an [U-'°N]-
GABARAP, 'HV-SQ-CPMG-Experimente an [U-1°N,2H]-GABARAP, sowie 3CO-SQ-
CPMG-Experimente an [U-'3C,'>N]-GABARAP bei je zwei verschiedenen Feldstirken

aufgenommen.

4.6.2.1 CPMG-RD der ?’N-Kerne

Der Fokus der Analyse lag auf der CPMG-Relaxationsdispersion der '?N-Kerne, die bei
verschiedenen Temperaturen von 15 °C bis 40 °C intensiv analysiert wurde. Die CPMG-
RD-Experimente wurden bei Protonenlarmorfrequenzen von 600 MHz und 900 MHz
aufgenommen. Anhand der ’N-CPMG-RD-Kurven war es moglich, zwei verschiedene
spezifische Austauschprozesse eindeutig zu identifizieren, was anhand der Kurvenver-
laufe in Abbildung 4.30 ersichtlich wird. In Abbildung 4.30 (A) wird der langsamere
Austauschprozess exemplarisch durch die Aminosaurereste Glu8, Val29 und Glul100 ge-
zeigt, wahrend der schnellere Austausch in Abbildung 4.30 (B) durch die Aminoséure-
reste Leud4, Leu63 sowie Phe78 reprisentiert wird. Die effektiven Relaxationsraten der

Aminosaurereste Glu8, Val29, sowie Glul00 fallen schon fiir kleine CPMG-Frequenzen
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schnell ab, was auf den langsameren Austausch hindeutet, wohingegen die CPMG-
RD-Kurven von Leu44, Leu63 und Phe78 langsamer abfallen und damit die schnellere
Austauschrate vorliegt. Die von dem jeweiligen Austauschprozess betroffenen Amino-
sdurereste wurden in der Struktur von GABARAP in rot (langsamer Prozess) und blau
(schneller Prozess) eingefirbt (s. Abb. 4.31). Bei den rot eingefarbten Aminoséureres-
ten handelt es sich neben den oben bereits erwédhnten Resten Glu8, Val29 und Glu100
auch um Glu7, His9, Phell, Argl4, Argl5, Val31, Val51, Glul00, Asp102, Phel03 und
Phel04. Somit zeigen die N-terminale Helix (Glu7, Glu8, His9, Phell, Argl4, Argl5),
die rdumlich nahe Schleife (Glul00, Asp102, Phel03, Phel04) und die benachbarten
p-Stréange 51 und [y (Val29, Val3l, Val51) den gleichen langsamen Austauschprozess.
Dies entspricht den Resten, die auch im HSQC (s. Abb. 4.22) von offensichtlicher Lini-
enverbreiterung bzw. Aufspaltung der Resonanzen bei 10 °C betroffen sind. Lediglich
Val31 zeigt im HSQC-Spektrum keine Aufspaltung. Da die CPMG-RD-Kurven hier
den RD der ®N-Kerne entsprechen, wird der Austausch fiir Kerne, die lediglich eine
Differenz der chemischen Verschiebung in Protonendimension aufweisen, nicht detek-
tiert. Die CPMG-RD-Kurven von Val4 und Lys6 in der N-terminalen Helix wurden
aufgrund eines zu geringen Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses nicht detektiert. Die Reso-
nanz von His99 in der Schleife iiberlappt mit GIn96 und konnte demnach ebenfalls
nicht analysiert werden.

Neben dem langsamen Austauschprozess wurde wie bereits erwihnt mittels PN-
CPMG ein weiterer Austauschprozess detektiert, der im Wesentlichen den Proteinkern
im und um den Bereich der hydrophoben Tasche hp2 von GABARAP betrifft (Abb.
4.31, blau). Dieser schnellere Austauschprozess umfasst neben den bereits erwidhnten
Aminosaurereste Leud4, Leu63 und Phe78 auch die Aminosdurereste Glu34, Lys35,
Ala36, Ala39, Aspdb, Lysd6, Lys48, Tyrd9, Leu50, Ser53, Leub5, Gly58, GInb9, Phe60,
Tyr61, Lys66, Arg67, 11e68, Asp74, Leu76, Phe78 und Phe79. Die in der gleichen Pro-
teinregion befindlichen Reste Lys47 und Ile64 konnten wegen Uberlapp mit anderen
Resonanzen oder im Falle von Pro52 aufgrund des fehlenden Stickstoffs im Protein-

riickgrat nicht analysiert werden.
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Abbildung 4.30: '>’N-CPMG-RD Kurven bei 25 °C offenbaren mindestens zwei verschiedene
Austauschprozesse auf der Millisekundenzeitskala. Durchgezogene Linien entsprechen den Fits
eines Zwei-Zustands-Modells. A) Die Aminoséurereste Glu8, Val29 und Glul00 zeigen schnell
abfallende CPMG-RD-Kurven und unterliegen daher einem langsameren Austauschprozess.
B) Aminoséurereste im und um den Bereich der hydrophoben Tasche hp2, reprasentiert durch
Leud4, Leu63 und PheT78, zeigen hingegen langsam abfallende CPMG-RD-Kurven, die auf

einen schnelleren Austausch hinweisen.
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Abbildung 4.31: Die 'N-CPMG-RD-Kurven lassen sich zwei verschiedenen Austauschpro-
zessen zuordnen, die hier farblich in der Struktur von GABARAP markiert sind. Der lang-
samere Austauschprozess (rot) umfasst die Aminoséurereste Lys6, Glu7, Glu8, His9, Phell,
Argld, Arglh, Val29, Val31, Val51, Glul00, Asp102, Phel03 und Phel04, die auch eine Pea-
kaufspaltung in N-Dimension im HSQC-Spektrum aufweisen und bereits durch das ZZ-
Austauschexperiment bei 10°C analysiert wurden. Der blau markierte Bereich umfasst die
Aminoséurereste Val33, Glu34, Lys35, Ala36, Ala39, Leud4, 45Asp, Lys46, Lys48, Tyrd9,
Leub0, Serb3, Leubb, Gly58, GIn59, Phe60, Tyr61, Phe62, Leu63, Lys66, Arg67, 11e68, Asp74,
Leu76, Phe78 und Phe79 im Proteinkern. Dieser Austausch im Proteinkern ldsst sich aus-
schliefslich durch CPMG-RD-Experimente detektieren und ist der schnellere der beiden Aus-
tauschprozesse. Fiir die hellblau eingefarbten Aminosdurereste kann keine Aussage getroffen
werden, da es sich entweder um Proline handelt oder um Reste deren Resonanzen Uberlapp

oder ein zu geringes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis aufweisen.
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Fiir beide Austauschprozesse erfolgte die exakte Bestimmung von Austauschrate
und Population des angeregten Zustands durch je einen globalen Zwei-Zustands-Fit.
Dazu wurden CPMG-RD-Datensétze bei den insgesamt vier verschiedenen Tempera-
turen 15°C, 25°C, 35°C und 40 °C aufgenommen und gemeinsam gefittet. Zusétzlich
zur Austauschrate und Population liefert der Fit von CPMG-RD-Kurven auch das
Quadrat der Differenz von chemischen Verschiebungen Aw? = (Aws-Awp)? zwischen
beiden Zustédnden. Daraus léasst sich der Absolutbetrag der Differenz der chemischen
Verschiebung berechnen, jedoch geht die Information des Vorzeichens verloren und da-
mit die Kenntnis, in welche Richtung die Resonanz von Zustand B gegeniiber der von
Zustand A verschoben ist. In dem Fit unter Beriicksichtigung der Daten bei verschie-
denen Temperaturen wird ein temperaturunabhéngiges Aw angenommen.

Fiir den langsamen Austauschprozess sind die Resonanzen aufgespalten bzw. linien-
verbreitert, wobei die Linienverbreiterung bei 25 °C bis 35 °C am stérksten ist. Der Aus-
tausch ist dann im sogenannten Koaleszenzregime, in dem der Austausch weder dem
schnellen noch dem langsamen Austauschregime eindeutig zugeordnet werden kann.
Bei einer Temperatur von 40 °C befindet sich das System im schnellen Austausch, in-
folgedessen sich die Linienverbreiterung verringert und die Resonanzen beider Zusténde
durch einen einzigen Peak représentiert werden. Aufgrund der Aufspaltung der Reso-
nanzen bei Temperaturen von 15°C bis 35°C, werden sie unabhéngig von den 40°C
Daten gefittet. Des Weiteren weisen samtliche Aminosdurereste im N-Terminus ein
geringes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis auf und werden daher in dem Fit nicht bertick-
sichtigt, sodass der Fit des langsameren Austauschprozesses nur anhand der in Tabelle
A4 aufgefiihrten Resonanzen durchgefiihrt wurde. Fiir den Fit wurden die Peakin-
tensitdaten der jeweils intensitatsstarkeren Resonanz eines Multipletts verwendet. Wird
im Falle der CPMG-RD-Kurven bei 15 °C bis 35 °C neben der Austauschrate k., und
der Population pp als globale Fitparameter, auch die Differenz der chemischen Ver-
schiebung Awy als lokaler Fitparameter gewéahlt, ergibt sich ein pp von etwa 20 %.
Da die Resonanzen jedoch trotz der Linienverbreiterung noch eindeutig voneinander
getrennt sind, lasst sich aus dem Intensitatsverhaltnis dieser beiden Resonanzen bereits

erkennen, dass beide Zustédnde annédhernd gleich populiert sind und das durch den Fit
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Tabelle 4.6: Fitparameter von '>’N-CPMG-RD-Kurven des langsameren Austauschprozesses
bei Temperaturen von 15°C bis 40 °C.

simultaner Fit (15°C bis 35°C) separater Fit (15°C, 25°C, 35°C, 40°C)
red. y2=3,1 red. x2=2,3, 1,6, 6,0, 2,8

Temp. ['C]  pp [%] opg [%] Temp. ['C]  pp [%] opp [%]
15 44 - 15 44 -

25 44 - 25 44 -

35 44 - 35 44 -

40 - - 40 44

Temp. [°C] Keo [s71] Oker [s71] | Temp. [°C] Keo [s7Y] Okey [s71]
15 66 3 15 35 0,6

25 127 4 25 285 14

35 389 12 35 375 17

40 - - 40 595 11

bestimmte pp daher fehlerhaft ist. Der Fehler von pp dufsert sich gleichzeitig in einer
fehlerhaften Austauschrate. Um die Qualitit des Fits zu verbessern, wurde die aus dem
77-Austausch bestimmte Population pg =44 % als fester Parameter gewahlt und nur
die Austauschrate k., sowie die Differenz der chemischen Verschiebung Awy gefittet.
Die Fits der CPMG-RD-Kurven unter Beriicksichtigung der Temperaturen 15°C, 25°C
und 35 °C sind in Abbildung 4.32 reprasentativ fiir die Aminosdurereste Glu7, Argl4,
Val29 sowie Glul00 dargestellt. Die durch den Fit erhaltene Austauschrate betrigt
ke, =665 1 +£3s7! bei einer Temperatur von 15°C und zeigt eine Verdopplung bis
Verdreifachung bei Temperaturerh6hungen um 10°C zu k., = 127s7 ! 457! bei 25°C
bis hin zu k., = 389s™! + 125! bei 35°C (s. Tab. 4.6). Den Ergebnissen des simultanen
Fits unter Berticksichtigung der CPMG-RD-Kurven bei 15 °C bis 35 °C sind die fiir jede
Temperatur separat gefitteten CPMG-RD-Kurven in Tabelle 4.6 gegeniibergestellt.
Die aus dem CPMG-RD-Fit bei 15°C bis 35°C ermittelten Absolutwerte von Dif-
ferenzen der chemischen Verschiebungen Awy sind in Abbildung 4.33 gegen die aus
dem HSQC-Spektrum bei 10°C gemessenen Werte aufgetragen. Unterschiede zeigen
sich insbesondere fiir die Reste Glu7, Val29, Val51 sowie Glul00, dessen Resonanzen

im Multiplett aufgrund einer geringen Peakaufspaltung tiberlappen.
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Abbildung 4.32: '"N-CPMG-RD-Kurven des langsamen Austauschprozesses von
GABARAP bei Temperaturen von 15°C bis 35°C und je zwei Protonenlarmorfrequenzen
(600 MHz und 900 MHz). Die CPMG-RD-Kurven der Reste Glu7, Argl4, Val29 und Glu100 re-
prisentieren den langsamen Austauschprozess der den N-Terminus, die nahe liegenden Schleife
sowie Bereiche der benachbarten §-Stréange betrifft. Die durchgezogenen Linien entsprechen
den Fits unter Beriicksichtigung der Daten bei allen gemessenen Temperaturen. Die jeweils
kleinere CPMG-RD-Kurve einer Farbe entspricht der Messung bei 600 MHz (Kreise).
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Im Falle des schnelleren Austauschprozesses im Proteinkern werden die entsprechen-
den CPMG-RD-Kurven von 15 °C bis 40 °C berticksichtigt. Das am Bruker Spektrome-
ter aufgenommene TROSY-CPMG-Spektrum bei 40°C wurde mit einer maximalen
CPMG-Frequenz vepyg von 2000 Hz aufgenommen, im Gegensatz zu 1000 Hz am Va-
rian Spektrometer. Da die CPMG-RD-Kurven sdmtlicher Aminoséurereste jedoch fiir
vepma > 1000 Hz wieder ansteigende effektive Raten zeigen, wurden die Datenpunkte
fiir diese Frequenzen verworfen (s. Anhang Abb. A.2). Dieser Anstieg der effektiven
Raten fiir groke CPMG-Frequenzen ist auf einen Hardwarefehler zuriickzufiihren. Der
Fit konnte ohne diese Datenpunkte problemlos durchgefiihrt werden. Die Austauschra-
te ko, und die Population pg sind in Tabelle 4.7 fiir den simultanen Fit unter Be-
riicksichtigung aller Temperaturen und dem jeweils separaten Fit bei entsprechender
Temperatur dargestellt. Mit einer Austauschrate von k., = 721s7 ! £42s7! bei 25°C
und einer Population pp von lediglich 0,8 %, bei Beriicksichtigung aller Temperaturen,
unterscheidet sich dieser Austauschprozess deutlich von dem langsameren Prozess. Der
angeregte Zustand wird mit Erhohung der Temperatur vermehrt populiert und weist

bei 40 °C eine Besetzung von pp = 1,3 % auf.
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Abbildung 4.34: ' N-CPMG-RD-Kurven des schnelleren Austauschprozesses von
GABARAP bei Temperaturen von 15°C bis 40°C und je zwei Protonenlarmorfrequenzen
(600 MHz und 900 MHz). Die CPMG-RD-Kurven der ausgewédhlten Aminoséurereste Leu4d4,
Tyrd9, Arg68 und Phe78 représentieren den schnelleren, gering populierten Austauschprozess
im Proteinkern. Die durchgezogenen Linien entsprechen den Fits unter Beriicksichtigung der
Daten bei allen gemessenen Temperaturen. Die jeweils kleinere CPMG-RD-Kurve einer Farbe
entspricht der Messung bei 600 MHz (Kreise).
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Tabelle 4.7: ’N-CPMG-Fitparameter des Austauschprozesses im Proteinkern bei Tempera-
turen von 15 °C bis 40 °C.

simultaner Fit (15°C bis 40 °C) separater Fit (15°C, 25°C, 35°C, 40°C)
red. y2=1,9 red. ¥2=0,7,0,9, 1,1, 1.9

Temp. ['C]  pp [%] opg [%] Temp. ['C]  pp [%] opp [%]
15 0,76 0,04 15 0,9 0,05

25 0,80 0,02 2 0,78 0,02

35 1,00 0,02 35 0,88 0,02

40 1,30 0,03 40 1,42 0,06
Temp. [°C] Keo [s71] Oker [s71] | Temp. [°C] Keo [s7Y] Okey [s71]
15 607 57 15 1004 65

25 725 42 25 892 44

35 1305 42 35 1312 40

40 2005 34 40 1997 40

Zur Veranschaulichung welche Aminoséurereste die gréfte Anderung der chemischen
Verschiebung zeigen, dient Abbildung 4.35. Die grofte Anderung zeigt der hydrophobe
Aminosdurerest Leu63 mit einem Awy von 3,99 ppm. Je weiter die Aminosaurereste
vom hydrophoben Kern entfernt sind, desto kleiner werden die Anderungen der chemi-

schen Verschiebungen.
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Abbildung 4.35: Absolutwerte der Differenzen von chemischen Verschiebung Awy fiir den
schnelleren Austauschprozess. A) Die betroffenen Aminosiurereste sind geméaf der Grofe von
Awp eingefiarbt. B) Auftragung der Absolutbetrige von Awpy der am schnelleren Austausch-

prozess beteiligten Aminosdurereste gegen die Aminosiduresequenz von GABARAP.
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4.6.2.2 CPMG-RD der 'HY-Kerne

Im Hinblick auf strukturelle Details der chemischen Austauschprozesse ist die CPMG-
RD-Analyse verschiedener Kerne im Proteinriickgrat notwendig. Die Aufnahme von
'HN-CPMG-Spektren erfolgte an 900 uM [U-?H,*N]-GABARAP bei einer Protonen-
larmorfrequenz von 900 MHz bzw. an 500 uM [U-?H,">N]-GABARAP bei 600 MHz und
einer Temperatur von 25 °C. Zusitzlich zum 'HY-CPMG wurde an der gleichen Pro-
be jeweils ein "'N-CPMG-Experiment aufgenommen, um die CPMG-RD-Kurven der
beiden Kerne mit gemeinsamen Austauschparametern zusammen zu fitten.

Fiir den langsamen Austauschprozess ist die Besetzung gegeniiber der [U-'SN]-
GABARAP Probe entgegengesetzt, sodass der zuvor zu 44 % besetzte Zustand nun
mit 56 % starker populiert ist. Der Fit von CPMG-RD-Kurven des langsameren Aus-
tauschprozesses wurde anhand der intensitatsstarkeren Resonanzen durchgefiihrt. In
Abbildung 4.36 sind die CPMG-RD-Kurven und der Fit fiir beide Austauschzustidnde
reprasentativ durch je zwei Aminosaurereste gezeigt. Der langsamere Austauschpro-
zess wird durch die Aminoséurereste Glul9 und Leul05 représentiert (Abb. 4.36 A).
Diese Reste zeigen keine RD des N-Kerns, wohl aber fiir den HY-Kern. Dies ist
zu erwarten, da die Peaks von Glul9 und Leul05 im HSQC-Spektrum bei 10 °C nur
in Protonendimension aufgespalten sind. Aminosdurereste im und um den Bereich
der hydrophoben Tasche hp2, reprasentiert durch Leu63 und Phe78, zeigen hingegen
langsam abfallende CPMG-RD-Kurven fiir die 'H"- sowie ">N-Kerne (Abb. 4.36 B).
Die aus dem Fit der CPMG-RD-Kurven erhaltenen Ergebnisse der Austauschrate und
der angeregten Population des langsamen und schnelleren Austauschprozesses sind in
Tabelle 4.8 gezeigt. Fiir den langsamen Austauschprozess ergibt sich eine Austauschra-
te von ke, = (251 +£7)s7!, was in Ubereinstimmung mit dem separaten Fit bei 25°C
der [U-'"N]-GABARAP Probe ist (s. Tab. 4.6). Da der langsame Austauschprozess
hinsichtlich der Austauschrate und Besetzung bereits durch das ZZ-Experiment charak-
terisiert wurde und die Awgy aus dem HSQC-Spektrum bei 10 °C bekannt sind, lag der
Fokus auf der Auswertung des schnelleren Austauschprozesses im Proteinkern. Die aus

dem Fit der CPMG-RD-Kurven erhaltenen Awy sind in Tabelle A.7 dargestellt. Der
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Abbildung 4.36: '"HV- und " N-CPMG-RD-Kurven bei 25°C. Durchgezogene Linien ent-
sprechen den Fits eines Zwei-Zustands-Modells. A) Die Aminoséurereste Glul9 und Leul05
zeigen schnell abfallende 'HN-CPMG-RD-Kurven, wohingegen die ’N-CPMG-RD-Kurven
flach sind. B) Aminoséurereste im und um den Bereich der hydrophoben Tasche hp2, repra-
sentiert durch Leu63 und Phe78, zeigen langsam abfallende CPMG-RD-Kurven fiir die "HV-

sowie die °N-Kerne.

Tabelle 4.8: 'HY-CPMG-Fitparameter des langsamen und des schnellen Austauschprozes-
ses bei 25°C. Die 'HN-CPMG-RD-Kurven wurden zusammen mit >N-CPMG-RD-Kurven
gefittet. Die Aufnahme der Experimente erfolgte jeweils an der gleichen Probe bei einer Pro-
tonenlarmorfrequenz von 600 MHz und 900 MHz.

langsamer Austauschprozesses schneller Austauschprozesses
reduziertes x? = 3,2 reduziertes x? = 1,82

ps [ opp 7] ps [%] ops (/]
44 - 0,53 0,02

Kep [571] 0kep [s7Y] Kep [571] Okey [s71
251 7 1087 56
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Fit von 'H- und *’N-CPMG-RD-Kurven des schnelleren Austauschprozess im Protein-
kern von GABARAP weist eine Besetzung von pp = 0,53% auf, bei einer Austauschrate
von ke, = (1087 +56)s™'. Um zu erkennen welche Bereiche in der Struktur die grof-
te Differenz der chemischen Verschiebung zwischen den austauschenden Zusténden
zeigen, sind die Absolutwerte von Awpy geméft ihrer Grofse farblich in der Struktur
von GABARAP gekennzeichnet. Der schnellere Austauschprozess im Proteinkern von
GABARAP zeigt demnach die grofiten Anderungen der chemischen Verschiebung fiir
Leu63 und dem strukturell zugewandten Tyr49 und stimmt damit mit dem Bereich
iiberein, der auch im »"N-CPMG die groften Awy aufweist. Die Differenzen von Awy,
welche durch diese Messung an der [U-*H,">N]-GABARAP Probe ermittelt wurden,
sind der Tabelle A.7 zu entnehmen. Die Werte sind insgesamt kleiner, als die aus den

I"N-CPMG-Experimenten ermittelten Werten bei verschiedenen Temperaturen (vgl.

Abb. A.3).

Abbildung 4.37: Differenzen der chemischen Verschiebung Awp fiir den schnelleren Aus-
tauschprozess im Bereich der hydrophoben Tasche hp2. Die Farbskala reprasentiert den Ab-

solutwert von Awpy fiir den schnelleren Austauschprozess im Proteinkern von GABARAP.
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4.6.2.3 CPMG-RD der ¥CO-Kerne

Die Aufnahme von ¥*CO-CPMG-Experimenten erfolgte an [U-"N,13C]-GABARAP bei
einer Protonenlarmorfrequenz von 800 MHz und 600 MHz und einer Temperatur von
25 °C. Zusitzlich zum 3CO-CPMG-Experiment wurde an der gleichen Probe jeweils
ein ’N-CPMG-Experiment aufgenommen, um die CPMG-RD-Kurven der beiden Ker-
ne mit gemeinsamen Austauschparametern zusammen zu fitten. Da die *CO-CPMG-
Pulssequenz zunéchst lediglich fiir Spektrometer der Firma Varian zur Verfiigung stand,
konnte das Experiment nicht umgehend nach der Messung bei 900 MHz auch am
600 MHz Spektrometer der Firma Bruker aufgenommen werden. In der Zwischenzeit
ist ein Teil der 900 uM [U-'°N,'3CJ]-GABARAP-Probe degradiert, was an zusatzlich
auftretenden Resonanzen im HSQC-Spektrum zu erkennen war. Daher erfolgte eine
erneute Aufreinigung der Probe durch eine Gelfiltration, sodass die Endkonzentration
der bei 600 MHz gemessenen Probe lediglich 300 uM betrug.

Das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis von Aminoséureresten des langsameren Austausch-

prozesses im N-Terminus, der Schleife sowie den benachbarten [-Strangen ist so ge-
ring, dass keine CPMG-RD-Kurven gefittet werden konnten. Da der langsamere Aus-
tauschprozess jedoch wie in Kapitel 4.6.1 dargestellt bereits durch das ZZ-Experiment
und NMR-Spektren bei 10 °C charakterisiert wurde, war die Wiederholung des 3CO-
CPMG-Experimentes mit einer hoher konzentrierten Probe zur Steigerung des Signal-
zu-Rausch-Verhaltnisses nicht notwendig.
Der schnellere Austauschprozess im Proteinkern konnte hingegen unter Beriicksich-
tigung der BCO- und N-CPMG-RD-Kurven gefittet werden. Abbildung 4.38 zeigt
zwei reprisentative CPMG-RD-Kurven des schnellen Austauschprozesses der 3CO-
und N-Kerne von Lys48 und Phe63. Die aus dem Fit erhaltene Austauschrate betrigt
Kee = (903 +55) s bei einer Population des angeregten Zustands von pg=1,2% (s.
Tab. 4.9). Damit ist die Rate und Population gegeniiber denen aus dem Fit der >N-
CPMG-RD-Kurven unter Beriicksichtigung verschiedener Temperaturen erhoht (vgl.
Tab. 4.7).
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Abbildung 4.38: '3CO- und N-CPMG-RD-Kurven bei 25 °C. Durchgezogene Linien ent-
sprechen den Fits eines Zwei-Zustands-Modells. Die Aminoséurereste Lys48 und Phe63 repri-
sentieren den schnellen Austauschprozess im Proteinkern. Sowohl ¥CO-als auch '"N-Kerne

sind vom Austausch betroffen.

Die Differenzen der chemischen Verschiebung Awgco sind in Abbildung 4.39 geméfs
ihres Absolutwertes farblich in der Struktur von GABARAP dargestellt. Die Werte
sind ebenfalls in Tabelle A.8 im Anhang zu finden. Der Austauschprozess im Prote-
inkern von GABARAP betrifft insbesondere die Aminosdurereste der Helix a3 in der
Region der hydrophoben Tasche hp2. Die groftte Differenz der chemischen Verschie-
bung Aweco weist Leu63 auf, das auch bereits die grofiten Anderungen des schnellen
Austauschprozesses im N- und 'HY-CPMG-Experiment gezeigt hat. Die Differenzen
der chemischen Verschiebung der '’N-Kerne Awy sind Tabelle A.8 zu entnehmen. Die
Werte sind insgesamt kleiner, als die aus den »N-CPMG-Experimenten ermittelten
Werten bei verschiedenen Temperaturen, die an der [U-">N]-GABARAP Probe gemes-
sen wurden (s. Abb. A.4).
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Abbildung 4.39: Differenzen der chemischen Verschiebung Awco fiir den schnellen Aus-
tauschprozess im Bereich der hydrophoben Tasche hp2 . Die Farbskala repriasentiert den Ab-
solutwert von Awco.

Tabelle 4.9: 3CO-CPMG-Fitparameter des schnellen Austauschprozesses bei 25°C. Die
13CO-CPMG-RD-Kurven wurden zusammen mit N-CPMG-RD-Kurven gefittet. Die Auf-
nahme der Experimente erfolgte jeweils an der gleichen Probe bei einer Protonenlarmorfre-
quenz von 600 MHz und 800 MHz.

schneller Austauschprozesses

reduziertes y? = 2,3

ps (7] ops (7]
1,20 0,08

Keo [s71] Oker [s7Y
903 25
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4.6.2.4 Vorzeichenbestimmung von Differenzen der chemischen

Verschiebung

Im Hinblick auf eine Rekonstruktion der Struktur des angeregten Zustands von
GABARAP ist es notwendig, die Differenzen der chemischen Verschiebungen zwischen
beiden austauschenden Zusténden zu kennen, um so die NMR-~Spektren des angeregten
Zustands zu rekonstruieren. Wahrend die Resonanzen des langsameren Austauschpro-
zesses filir beide Zustéande direkt aus dem HSQC-Spektrum bei 10 °C ersichtlich waren,
miissen die Vorzeichen der Peakdifferenzen fiir den schnelleren Austauschprozess im
Proteinkern aus der Aufnahme von HSQC-Spektren bei verschiedenen Feldstéirken
(H(S/S)QC) bzw. HSQC- und HMQC-Spektren (H(S/M)QC) bei einer Feldstérke
wie in Kapitel 3.6.7.3 beschrieben extrahiert werden. Die erwarteten Differenzen oy
zwischen den vom schnelleren Austausch betroffenen Resonanzen im HSQC-Spektrum
bei 600 MHz und bei 900 MHz kénnen mit Hilfe von Gleichung 3.29 aus Kapitel 3.6.7.3
berechnet werden. Die Berechnung erfolgte unter der Annahme, dass die Differenz der
Relaxationsraten beider austauschenden Zustdnde vernachlissigbar ist (AR = 0), was
laut Skrynnikov et al. (2002) fiir gering populierte Zusténde zuléssig ist [78]. Fiir die
Berechnung wurden die aus dem Fit der CPMG-RD-Kurven ermittelten Absolutwerte
von Awy sowie die Austauschrate k., und die Population des angeregten Zustands
pp verwendet. Die theoretisch ermittelte Differenz der chemischen Verschiebung zwi-
schen den Resonanzen in den HSQC-Spektren bei 600 MHz und bei 900 MHz in
1"N-Dimension ist bei 25 °C fiir alle Aminoséurereste kleiner als 3,5 ppb (s. Tab. A.11).
Damit ist die Differenz in der gleichen Groéfienordnung wie die Messungenauigkeit der
chemischen Verschiebungen, sodass eine Bestimmung des Vorzeichens von Awy nicht
moglich war. Auch bei Temperaturen von 15°C, 35 °C oder 40 °C ist das berechnete oy
fiir die Mehrzahl der Aminoséurereste kleiner als 3ppb (s. Tab. A.11). Da "»N-Kerne
ein niedrigeres gyromagnetisches Verhiltnis aufweisen, als 'H- oder ¥*C-Kerne und die
Differenz o antiproportional zu diesem ist, sind die Differenzen fiir andere Kerne noch
geringer und daher auch nicht anhand von H(S/S)QC Spektren analysierbar. Eine sen-

sitivere Alternative ist durch die Differenz der chemischen Verschiebung zwischen den

109



4. Ergebnisse

Resonanzen im HSQC- und HMQC-Spektrum bei einer Feldstiarke gegeben. Zuséatzlich
liefert diese Methode eine grofere Messgenauigkeit, da die Aufnahme der Spektren am
gleichen NMR-Spektrometer und damit unter exakt gleichen Bedingungen erfolgte. Die
fiir eine Vorzeichenbestimmung aus dem H(S/M)QC hinreichende Bedingung lautet
geméf 78]

|Awn| < V3key - pa.

Diese Bedingung ist nicht fiir alle am schnelleren Austausch beteiligten Reste erfiillt,
was am Beispiel von Leu63 mit dem grofsten Awpy von 3,99 ppm bei 25°C und einer

Protonenlarmorfrequenz von 900 MHz deutlich wird:
|Awy| = 27-3,99ppm - 90 MHz = 22565 *

V3kew - pa = 124657 "

Da es sich jedoch nur um eine hinreichende Bedingung handelt und eine zusétzliche
Abhéngigkeit von Awpy besteht, bedeutet dies nicht zwingend, dass eine Vorzeichen-
bestimmung aus dem aufgenommenen H(S/M)QC unmdglich ist. Die Differenz der
Peakpositionen aus den H(S/M)QC Spektren bei 600 MHz und bei 900 MHz sind in
Abbildung 4.40 grafisch dargestellt, wobei sowohl alle Aminosaurereste, die von Auf-
spaltung betroffen sind als auch {iberlappende Resonanzen nicht beriicksichtigt wur-
den. Es zeigt sich, dass die ermittelten Peakdifferenzen bei 600 MHz (rot) und 900 MHz
(griin) bis auf Arg67 und Asn82 das gleiche Vorzeichen aufweisen. Die Kreise indizieren
Aminosaurereste, die den schnellen Austauschprozess im Proteinkern definieren. Eini-
ge Aminoséurereste, die zu keinem der beiden durch CPMG-RD-Kurven identifizierten

Zusténde gehoren, weisen ebenfalls Differenzen der Peakpositionen auf.
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Abbildung 4.40: Peakshifts AQy der '>N-Kerne aus dem Vergleich der Peakposition eines
HSQC- und HMQC-Spektrum bei 600 MHz (rot) und 900 MHz (griin). Die Kreise indizieren

Aminosaurereste, die am schnellen Austauschprozess im Proteinkern beteiligt sind.

4.7 Charakterisierung von GABARAP-E100A

Im Hinblick darauf, die offene Konformation von GABARAP zu stabilisieren, welche
von Coyle et al. (2002) durch die Kristallisation unter hohen Salzbedingungen ent-
standen ist, wurde die Salzbriicke zwischen Lys6 und Glul00 durch die Mutation von
Glul00 zu Alal00 in GABARAP-E100A entfernt.

In Abbildung 4.41 ist das ['H,"”N]-HSQC-Spektrum von GABARAP-E100A in
Uberlagerung mit dem wt GABARAP gezeigt. Es fillt auf, dass die im wt GABARAP
vom langsamen Austausch betroffenen Aminosaurereste in der E100A-Variante keine
Resonanzaufspaltung zeigen. Die Abbildung 4.42 von drei repréasentativen Aminoséu-
reresten Glu8, Lys13 und Glul9 des langsamen Austauschprozesses in vergroferter
Ansicht zeigt, dass es sich im Falle der GABARAP-E100A-Variante um die Reso-
nanzen handelt, die im wt GABARAP ([U-'"N]) den geringer besetzten Zustand
mit pp = 44 % repréasentieren (s. Kap. 4.6.1). Die Signalintensitéit der Resonanzen von
Tyr5 und Glul01 der GABARAP-E100A-Variante sind so gering, dass sie nur nahe des

Rauschlevels erkennbar sind und daher im gezeigten Spektrum nicht auftreten. Doch
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auch diese Aminoséurereste werden durch nur eine Resonanz im HSQC-Spektrum von

GABARAP-E100A représentiert.
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Abbildung 4.41: ['H,'N]-HSQC-Spektrum von GABARAP (schwarz) und GABARAP-
E100A (rot) bei 10°C und einer Konzentration von je 1mM. Sémtliche Aminosédurereste,
dessen entsprechende Resonanzen im HSQC-Spektrum bei 10 °C eine Aufspaltung zeigen sind

markiert.
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Abbildung 4.42: Vergroferte Ansicht der Resonanzen Glu8, Lys13 und Glul9 aus dem
[YH,'>N]-HSQC-Spektrum von GABARAP (schwarz) und GABARAP-E100A (rot) bei 10°C.
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4.8 GABARAPA117/GABARAP-G116CA117

Fiir die in vivo Lipidierung von GABARAP wird das C-terminale Leull7 durch die
Cysteinprotease Atg4dB abgespalten und das dabei entstehende GABARAPA117 durch
die Enzyme Atg7 und Atg3 aktiviert und transferiert, um so die Bindung an Phospho-
lipide zu erméglichen (s. Kap. 1.2). Im Rahmen dieser Arbeit wurde GABARAP nicht
enzymatisch an Membranmimetika gekoppelt, sondern mittels des modifizierten Lipids
MPB-PE. Un GABARAP mittels modifiziertem Lipid an die Membranmimetika zu
koppeln, wurde die Variante GABARAP-G116CA117 hergestellt. Zusétzlich wurde die
Variante GABARAP-G116CA117 im Rahmen der Kooperation mit dem Institut von
Prof. Dr. C. Seidel (HHU Diisseldorf) fluoreszenzspektroskopisch beziiglich interner
Dynamik auf der Piko- bis Nanosekundenzeitskala untersucht.

Die Konstrukte der C-terminal modifizierten Varianten GABARAPA117 und
GABARAP-G116CA117 wurden geméfs Abschnitt 3.1.4 durch eine zielgerichtete Mu-
tagenese hergestellt und der Erfolg der Mutation durch eine Sequenzierung bestétigt.
Die Varianten wurden wie das wildtypische GABARAP exprimiert und gereinigt, wobei
die Reinigung von GABARAP-G116CA117 unter Verwendung eines Reduktionsmit-
tels erfolgte. Um auszuschlieffen, dass die C-terminale Deletion sowie die Mutation des
Gly116 zu einem Cystein die Struktur von GABARAP beeinflusst, wurden ['H,”N]-
HSQC-Spektren von GABARAPA117 sowie GABARAP-G116CA117 aufgenommen,
die in Abbildung 4.43 in Uberlagerung mit dem wt GABARAP gezeigt sind. Veriin-
derungen der chemischen Verschiebung sind fiir beide Konstrukte insbesondere fiir
den Aminoséurerest 116 sowie fiir rdumlich benachbarte Bereiche zu erkennen. Diese
Resonanzen sind in Abb. 4.43 durch die jeweilige Sequenzposition gekennzeichnet. Da
die anderen Resonanzen in allen drei Spektren iiberlappen, treten keine signifikanten
Strukturdnderungen durch die C-terminale Deletion und die Mutation von Gly116 zu
einem Cys116 auf.

Fiir die Beurteilung des Einflusses der C-terminalen Deletion auf die Piko- bis Na-
nosekundendynamik wurden ”N-Relaxationsexperimente fiir die Bestimmung von Ry,

Ry und {{H}-’N NOE-Werten von GABARAP-G116CA117 aufgenommen.
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Abbildung 4.43: Uberlagerung der HSQC-Spektren von den C-terminalen Deletionsvari-
anten GABARAP-G116CA117 (blau) und GABARAPA117 (rot) mit dem wt GABARAP
(schwarz). Die Spektren wurden bei 25°C und einer Protonenlarmorfrequenz von 600 MHz

aufgenommen.

Die Wahl fiel dabei auf die Cysteinvariante, da so ein Vergleich mit den Ergebnissen
der Fluoreszenzspektroskopie moglich war. In Abbildung 4.44 sind die Spinrelaxati-
onsdaten von GABARAP-G116CA117 und dem wt GABARAP im direkten Vergleich
dargestellt. Die {'H}—'"N NOE-Werte von GABARAP-G116CA117 stimmen im We-
sentlichen mit denen des Wildtyps iiberein, sodass sich die interne Flexibilitat in keinem
Bereich aufgrund der Mutation édndert. Grofere Unterschiede treten lediglich bei Ami-
nosaureresten auf, die aufgrund eines geringen Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses auch
einen grofen Fehler aufweisen. Auch die R;- und Rp-Relaxationsraten zeigen gleiche

Trends fiir die interne Dynamik in der Deletionsvariante und dem wt GABARAP.
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Lediglich im Bereich des C-Terminus zeigt die Deletionsvariante keine erhohten Ro-
Raten von Ser113 und Tyr115 im Vergleich zum Rest des Proteins. Insgesamt ist fest-
zustellen, dass die R;-Raten der Deletionsvariante etwas groffer sind und sich dem-
zufolge kleinere Ro-Raten im Vergleich zum wildtypischen GABARAP ergeben. Das
Verhéltnis von Ry und Ry beschreibt das Reorientierungsverhalten, sodass die globa-
le Rotationskorrelationszeit der Deletionsvariante kleiner ist, als die des wildtypischen
GABARAP.

Zusitzlich zum Vergleich der internen Dynamik auf der Piko- bis Nanosekunden-
zeitskala wurde die langsamere Dynamik von GABARAPA117 auf der Mikro- bis Mil-
lisekundenzeitskala durch die Aufnahme von N-CPMG-RD-Kurven analysiert. Die
Experimente wurden bei 15°C, 25°C sowie 35°C und zwei verschiedenen Protonen-
larmorfrequenzen (600 MHz und 900 MHz) aufgenommen. Mit Hilfe der 'N-CPMG-
RD-Kurven lassen sich in der Variante die gleichen Austauschprozesse wie im wt
GABARAP detektieren. Abbildung 4.45 zeigt je zwei repriasentative Aminosaurereste
fiir beide Austauschprozesse. Die langsam abfallenden CPMG-RD-Kurven von Leu44
und Arg68 (Abb. 4.45 A) weisen auf einen schnelleren Austauschprozess hin, wohinge-
gen Glu7 und Glul00 (Abb. 4.45 B) wie im Falle des wildtypischen GABARAP stérker
abfallende CPMG-RD-Kurven aufweisen, die einen langsameren Austausch indizieren.

Es wurden daher, wie auch fiir den Wildtyp, zwei separate Zwei-Zustands-Fits fiir
beide Austauschprozesse unter Berticksichtigung der Temperaturen von 15 °C bis 35 °C
durchgefiihrt, welche durch die durchgezogene Linie dargestellt werden. Die sich aus
dem Fit der CPMG-RD-Kurven ergebenden Austauschparameter sind in Tabelle 4.10
fiir beide Austauschprozesse dargestellt. Fiir den Fit des langsameren Prozesses wur-
de die Population pg zunachst aus dem Verhéltnis der Intensititen 144 und Iz von
aufgespaltenen Resonanzen des jeweiligen Aminosaurerestes bei 15 °C ermittelt. Daraus
ergab sich eine Population des Austauschzustands von pg = 44 %. Dies entspricht exakt
der Population des Austauschzustands im wt GABARAP. Aus dem Fit der CPMG-
RD-Kurven ergeben sich die Austauschrate sowie die Differenzen der chemischen Ver-
schiebungen. Die Austauschrate von GABARAPA117 entspricht k., = (119 £ 3)s™! bei
einer Temperatur von 25°C und stimmt mit der Austauschrate von GABARAP, die

116



4. Ergebnisse

COO00CO COEooeoeoeeoorD I HEE Coooneeeneono | CoBppeoeed I

{H}-'*N NOE

02! —— GABARAP
’ —+« GABARAP-G116CA117

18 |

14|

Rl [S_l]

20| :

15| ‘ i

RQ [Sgl]

10

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Sequenzposition

Abbildung 4.44: Vergleich der Relaxationsdaten vom wt GABARAP (schwarz) und
GABARAP-G116CA117 (rot). Von oben nach unten: Heteronukleare {1H}—1°N NOE-Werte,
longitudinale Relaxationsraten R; und transversale Relaxationsraten Ro in Abhéngigkeit der
Aminoséuresequenz. Das Schema oberhalb der Abbildung markiert a-Helices (grau) und f-

Strénge (schwarz).
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Abbildung 4.45: '’N-CPMG-RD-Kurven von GABARAPA117 bei Temperaturen von 15 °C
bis 35°C. A) Die CPMG-RD-Kurven der ausgewdhlten Aminoséurereste Leud4 und Arg68
reprasentieren den schnelleren gering populierten Austauschprozess im Proteinkern. B) Die
CPMG-RD-Kurven von Glu7 und Glul00 werden dem langsameren Austauschprozess mit
nahezu gleichbesetzten Zustédnden im N-Terminus und der angrenzenden Schleife zugeordnet.
Die durchgezogenen Linien entsprechen den Fits unter Beriicksichtigung der Daten bei allen

gemessenen Temperaturen.
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bei 25 °C k., = (127 + 4)s™! betrigt, iiberein. Auch die Differenzen der chemischen Ver-
schiebungen Awy stimmen fiir den wt GABARAP und GABARAPA117 {iberein, was
in Abbildung 4.46 (A) anschaulich dargestellt ist. Ein Vergleich der Austauschparame-

Tabelle 4.10: Fitparameter der ">’N-CPMG-RD-Kurven von GABARAPA117 bei Tempera-
turen von 15°C bis 35 °C.

langsamer Austauschprozesses schneller Austauschprozesses
reduziertes y? = 2,8 reduziertes x? = 1,7

Temp. ['C]  ps [%] opp [%)] Temp. ['C]  psp [%] opp [%)]
15 44 - 15 0,50 0,03

25 44 - 25 0,78 0,05

35 44 - 35 1,11 0,08
Temp. [°C] Kex [s7Y] Okey [s7'] | Temp. [°C] Kex [s7Y] Okey [s7Y
15 48 1 15 899 113

25 119 3 25 1116 71

35 366 10 35 1610 70

ter des schnelleren Prozesses in der Region der hydrophoben Tasche hp2 zeigen hinge-
gen geringe Abweichungen zwischen GABARAPA117 und GABARAP. Die Besetzung
des angeregten Zustands bei 25°C betragt fiir GABARAPAI117 pp=0,78 %, im Ver-
gleich zu 0,80 % fiir das wildtypische GABARAP. Des Weiteren ergeben sich héhere
Raten von k., = (1116 +70)s™! im Vergleich zum Wildtyp mit k., = (7254 42)s™! bei
25°C. Die aus dem Fit der CPMG-RD-Kurven bei 15 °C bis 35 °C ermittelten Awy von
GABARAPA117 sind kleiner, als die Awy von GABARAP, die aus den entsprechen-
den CPMG-RD-Kurven bei 15 °C bis 40 °C erhalten wurden. Die grafische Auftragung
der Awy von GABARAPAL117 gegen die des wt GABARAP in Abbildung 4.46 (B)
zeigt eine Korrelation dieser Werte, was auf den gleichen Austauschprozess in beiden

Proteinen hinweist.
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Abbildung 4.46: Awy von GABARAPA117 aufgetragen gegen die Awy von wt GABARAP
fiir A) den langsamen Austauschprozesses und B) den schnelleren Austauschprozess. Die Dia-

gonale ist durch die durchgezogene Linie gekennzeichnet.

4.9 GABARAP an Nanodisks

4.9.1 Praparation von Nanodisk-verankertem GABARAP

Fiir die Herstellung von lipidiertem GABARAP-G116CA117 wurde ein Lipidmolekiil
MPB-PE durch eine Maleimidreaktion an das Cys116 von GABARAP gekoppelt. Der
Kopplungserfolg lédsst sich mit einer SDS-PAGE iiberpriifen, da lipidiertes GABARAP
im Gel schneller 1duft als unlipidiertes GABARAP, was in Abb. 4.47 (A) zu erkennen
ist. Spur 1 zeigt unlipidiertes GABARAP vor der Maleimidreaktion, wohingegen Spur 2
und 3 GABARAP 10 Minuten bzw. 30 Minuten nach dem Reaktionsstart mit MPB-PE
zeigt. Bereits nach 10 Minuten ist GABARAP nahezu vollstéandig lipidiert.

Fiir die Nanodiskassemblierung wurde DMPC mit lipidiertem GABARAP-PE und
MSP1D1Ab im Verhéltnis 53:1:1 gemischt. Es befinden sich daher rein stéchiometrisch
zwei GABARAP Proteine an einer Nanodisk. Die Assemblierung erfolgte mittels Dia-
lyse wie in Abschnitt 3.4 beschrieben. Das verwendete MSP1D1Ab entspricht dem
MSP1D1, aus dem die Aminosduren 121 bis 142 durch Mutation entfernt wurden.
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Abbildung 4.47: SDS-PAGE zur Verifizierung der GABARAP-Lipidierung und Nanodisk-
Verankerung. Der Grofenstandard ist in der Mitte der Abbildung dargestellt. A) M: Marker,
Spur 1: GABARAP, Spur 2: GABARAP 10 Minuten nach der Reaktion mit MPB-PE, Spur
3: GABARAP 30 Minuten nach der Reaktion mit MPB-PE. B) Spuren 1 bis 8 entsprechen
den Peakfraktionen von 58 bis 74 ml der Groéfsenausschlusschromatographie von assemblierten
Nanodisks mit GABARAP.

Mit dem verkiirzten Konstrukt lassen sich Nanodisks mit einem geringeren hydro-
dynamischen Durchmesser von etwa 9,2nm herstellen [25]. Da das Molekulargewicht
einer MSP1D1A5 Nanodisk 95kDa betragt, beldauft sich das Molekulargewicht einer
GABARAP-Nanodisk rein stochiometrisch auf etwa 123 kDa.

Durch eine Groéfsenausschlusschromatographie mit einer HiLoad 16/600 Super-
dex 200 pg Saule war es moglich, frisch assemblierte Nanodisks mit verankertem
GABARAP von freiem Protein zu trennen. Abbildung 4.48 zeigt das Chromatogramm
mit der Absorption bei 280 nm in Abhéngigkeit des Elutionsvolumens. Ein Elutionspeak
ist bei einem Volumen von etwa 58 ml bis 74 ml mit einem Maximum bei 65 ml sichtbar
und ist somit kleiner als das leerer MSP1D1A5 Nanodisks (graue Linie). Die Form des
Elutionspeaks weist auf monodisperse Nanodisks mit verankertem GABARAP hin.
Der hydrodynamische Durchmesser lasst sich anhand des Grofsenstandards abschéatzen

und betréigt etwa 9,7 nm.
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Abbildung 4.48: Grofenausschlusschromatographie mit einer HiLoad 16/600 Superdex 200
pg Sdule an einem AKTAPurifier. Die Absorption bei 280nm zeigt ein Maximum bei ei-
nem Retentionsvolumen von 65 ml. Der Grofenstandard oberhalb der Abbildung entspricht
den Proteinen Thyroglobulin (MW =669 kDa, 17 nm), Ferritin (440kDa, 12,2nm), Aldolase
(158 kDa, 9,6 nm), Conalbumin (75kDa, 7,3nm) und Ribonuclease A (13,7kDa, 3,3nm). Die
graue gestrichelte Linie entspricht leeren MSP1D1A5-Nanodisks (Nach L. Mockel [83], skaliert
um den Faktor 1/2).

Neben dem Elutionspeak bei 65ml sind ansonsten keine signifikant erhhten Ab-
sorptionswerte bei 280nm sichtbar, sodass der Anteil an freiem GABARAP oder
MSP1D1Ab vernachléssigbar ist und auch keine Aggregate gebildet wurden. Eine SDS-
PAGE (Abb. 4.47 B) zeigt, dass die Peakfraktionen sowohl lipidiertes GABARAP als
auch MSP1D1ADb enthalten. Hinsichtlich des Elutionsvolumens und der SDS-PAGE ist
daher von einer erfolgreichen Verankerung von GABARAP an die Nanodisks auszuge-
hen. Die Nanodisks wurden somit fiir NMR-Experimente verwendet. Zur Uberpriifung
der Stabilitdt von den hergestellten Nanodisks wurde ein Teil der NMR-Probe nach

Abschluss der NMR-Messungen fiir eine analytische Gelfiltration mit einer Superdex
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200 Increase 5/150 GL Saule verwendet. Das Chromatogramm dieser Gelfiltration ist in
Abbildung 4.49 dargestellt und zeigt das gleiche Profil wie das der frisch assemblierten
Nanodisks in Abbildung 4.48, sodass die Nanodisks wihrend der NMR-Messungen sta-
bil und damit monodispers waren. Die Grofsenstandards in Abbildung 4.48 entsprechen
den Herstellergaben (Kalibrierung wurde an der verwendeten Séule nicht iiberpriift),

sodass die Standards lediglich ein grober Richtwert sind.

Hydrodynamischer Durchmesser [nm] 12,2 9,6 7,3 3,3
100 I I L — L —

Azgo [MAU]

0 : : : —
0 0,5 1

Retentionsvolumen [ml]

Abbildung 4.49: Stabilitdtstest der Nanodisks durch eine analytische Gréfenausschlusschro-
matographie mit einer Superdex 200 Increase 5/150 GL Siule an einem AKTAPurifier. Diese
Chromatographie wurde nach Abschluss der NMR-Messungen durchgefiihrt. Die Standards
oberhalb der Abbildung entsprechen den Herstellerangaben und sind daher nur ein grober
Richtwert.
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4.9.2 NMR-Spektroskopie von Nanodisk-verankertem
GABARAP

Zum Vergleich von freiem und Nanodisk-verankertem GABARAP wurden ['H,'”N]-
TROSY-Spektren bei 25°C und 40 °C aufgenommen. Das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis
vergrofert sich aufgrund der schnelleren Rotation und damit ldngeren transversalen
Relaxationszeit mit hoherer Temperatur (hier nicht gezeigt). Abbildung 4.50 zeigt die
Uberlagerung des TROSY-Spektrums von GABARAP-G116CA117 mit und ohne Nan-
odisks bei 40 °C. Signifikante Anderungen der chemischen Verschiebungen finden sich
im Bereich des C-Terminus und rdumlich nahen Aminosédureresten. Die grofiten Ver-
anderungen ergeben sich wie in Abbildung 4.50 zu erkennen fiir Lys38, Asn82, Tyr115
und Gly116. Bei Nanodisk-verankertem GABARAP ist es von besonderem Interesse,

GABARAP-G116CA117 Nanodisk @ 40 °C
GABARAP-G116CA117
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Abbildung 4.50: Uberlagerung der ['H,'>N]-TROSY-Spektren von freiem GABARAP
(schwarz) und Nanodisk-verankertem GABARAP (rot) bei einer Temperatur von 40 °C.
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die Dynamik mit der von loslichem GABARAP zu vergleichen. Da die langsamere
Dynamik des 16slichen GABARAPs im Bereich des N-Terminus, der rdumlich nahen
Schleife, sowie der benachbarten S-Stringe 5, und [y durch eine Peakaufspaltung be-
reits im HSQC-Spektrum zu erkennen ist, wurde die Linienform der betroffenen Re-
sonanzen im Nanodisk-Spektrum mit denen des 16slichen GABARAP verglichen. Die
vergroferte Ansicht von Tyrd und Lys13 in Abbildung 4.51 zeigt, dass N-terminale Ami-
nosaurereste auch bei Verankerung an die Nanodisk vom Austausch betroffen sind. Da
sich die Linienform in beiden Spektren dhnelt, unterliegt die Austauschkinetik durch

die Nanodisk-Verankerung keinen signifikanten Anderungen.

Tyr5
y 119,0
123,5
=3 =3
o o
2 124,0 2 119,5
g g
124,5
GABARAP-G116CA117 Nanodisk| 120,0
GABARAP-G116CA117
10,5 10,4 10,3 7.1 7,0 6,9
'H [ppm] H [ppm]

Abbildung 4.51: Resonanzen von Tyr5 (links) und Lys13 (rechts) im TROSY-Spektrum von
freiem GABARAP (schwarz) und Nanodisk-verankertem GABARAP (rot) bei einer Tempe-

ratur von 40 °C. Die Resonanzen sind in beiden Spektren stark linienverbreitert bzw. aufge-

spalten.

Um festzustellen, ob neben dem langsameren Austauschprozess in der N-terminalen
Region auch der gering populierte schnellere Austauschprozess des Proteinkerns im
Nanodisk-verankerten GABARAP vorhanden ist, wurde ein TROSY-CPMG-Spektrum
bei 40 °C aufgenommen. Dazu wurde ein um 12 ms kiirzeres Relaxationsintervall im Ver-
gleich zum freien GABARAP in der Pulssequenz verwendet, da die transversale Relaxa-
tionszeit aufgrund des hohen Molekulargewichts der Nanodisks von etwa 123 kDa stark

verkiirzt ist und so zu einem groffem Signalverlust wéahrend des Relaxationsintervalls
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fithrt. Fiir den Vergleich von CPMG-RD-Kurven wurde auferdem ein TROSY-CPMG-
Spektrum von GABARAP-G116CA117 aufgenommen. Abbildung 4.52 zeigt den Ver-
gleich von CPMG-RD-Kurven der Aminoséurereste Glu7 und Glu100 von GABARAP-
G116CA117 mit Nanodisks (A) und von freiem GABARAP-G116CA117 (B) aufge-
nommen bei 800 MHz bzw. von wt GABARAP bei 600 MHz und 900 MHz (C). Die
CPMG-RD-Kurven zeigen einen dhnlichen Verlauf, sodass der langsamere Austausch-
prozess, wie bereits durch einen Vergleich der Linienform in Abbildung 4.51 angenom-
men, auch in dem Nanodisk-verankerten GABARAP existiert. Es fallt auf, dass die
effektive Relaxationsrate R.¢; bei 800 MHz fiir hohe CPMG-Frequenzen im Falle der
Nanodisks etwa vier mal so grofs ist wie die von freiem GABARAP-G116CA117.

In Abbildung 4.53 sind die TROSY-CPMG-RD-Kurven von Lys48 und Arg68 aus
Nanodisk-verankerten GABARAP-G116CA117 (A), freiem GABARAP-G116CA117
(B) sowie wt GABARAP (C) gegeniibergestellt. Der Verlauf der TROSY-CPMG-
RD-Kurven ist fiir Nanodisk-verankertes GABARAP-G116CA117, freies GABARAP-
G116CA117 sowie wt GABARAP in Abhéngigkeit der CPMG-Frequenz sehr dhnlich.
Somit ist davon auszugehen, dass der schnellere Austauschprozess im Proteinkern auch
bei Nanodisk-verankertem GABARAP weiterhin vorhanden ist. Die Grofe der Feh-
lerbalken weist jedoch auf eine hohe Messungenauigkeit hin, die aufgrund des hohen
Molekulargewichts von etwa 123kDa und dem damit verbundenen geringen Signal-
zu-Rausch-Verhaltnis im TROSY-CPMG-Spektrum verursacht wird. Eine zuverldssige

Auswertung von Austauschrate und Population war daher nicht moglich.
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Abbildung 4.52: 'N-TROSY-CPMG-RD-Kurven des langsamen Austauschprozesses in A)
Nanodisk-verankertem GABARAP-G116C bei 800 MHz, B) GABARAP-G116C bei 800 MHz
und C) wt GABARAP bei 600 MHz und 900 MHz reprisentiert durch die Aminoséurereste
Glu7 und Glul00. Die TROSY-CPMG-Experimente wurden bei einer Temperatur von 40 °C

aufgenommen.
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Abbildung 4.53: 'N-TROSY-CPMG RD Kurven des schnelleren Austauschprozesses in
A) Nanodisk-verankertem GABARAP-G116CA117 bei 800 MHz, B) GABARAP-G116CA117
bei 800 MHz und C) wt GABARAP bei 600 MHz und 900 MHz repréasentiert durch die Amino-

sdurereste Lys48 und Arg68. Die TROSY-CPMG Experimente wurden bei einer Temperatur
von 40 °C aufgenommen.
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5 Diskussion

5.1 Reinigung von GABARAP ohne Fusionstag

Fir die Bestimmung der NMR-Struktur von GABARAP, die 2002 von Stangler
et al. erfolgte (PDB-Eintrag 1KOT), wurde GABARAP als rekombinantes GST-
Fusionsprotein mittels Affinitdtschromatographie gereinigt [79, 23|. Da die Abspal-
tung des GST iiber eine Thrombin-Schnittstelle vorgenommen wurde, besitzt dieses
GABARAP nach der Spaltung die zwei zusétzlichen N-terminalen Aminosduren Gly
und Ser. Fiir die Charakterisierung der Dynamik von GABARAP ist es von Vorteil
das wildtypische GABARAP mit 117 Aminoséduren zu verwenden, um einen Einfluss
des N-terminalen Uberhangs auf die Dynamik auszuschlieken. Die Reinigung des wt
GABARAP mittels Ionenaustauschchromatographie anstelle der Affinitdtschromato-
graphie wurde bereits fiir die Bestimmung der Kristallstruktur von GABARAP von
Coyle et al. (2002) etabliert und im Rahmen dieser Arbeit in leicht abgewandelter
Form verwendet. Ein weiterer Vorteil der Reinigung von GABARAP ohne GST-
Fusionsprotein ist eine hohere Stabilitat von GABARAP wéhrend der Reinigung sowie
eine nahezu Verdopplung der Ausbeute von durchschnittlich 10,5mg auf 21 mg pro
Liter M9 Kultur [84].
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5.2 Resonanzzuordnung des GABARAP-
Wildtyps

Die Resonanzen der N-terminalen Aminoséurereste von GABARAP erscheinen in
NMR-Spektren bei Temperaturen kleiner als 25°C in Form von Multipletts. Diese
Aufspaltung deutet auf einen langsamen Austausch zwischen zwei verschiedenen Zu-
stdnden hin. Aufgrund der Aufspaltung ist das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis so gering,
dass die Resonanzzuordnung der Aminogruppen von GABARAP durch Stangler et al.
(2001) unvollsténdig ist [79]. Da die Aufspaltung auf chemischen Austausch hinweist,
der im Rahmen dieser Arbeit charakterisiert werden sollte, war es notwendig auch die
fehlenden Resonanzen zuzuordnen. Dies ist durch die Aufnahme eines 3D HNCA-, 3D
HNCO-, sowie eines 3D NOESY-HSQC-Spektrums bei 10 °C gelungen. Die Tempera-
turverringerung fithrt zu einer Verringerung der Austauschrate, sodass die Resonanzen
innerhalb eines Multipletts deutlicher aufgelost sind und an Intensitit zunehmen. Es
zeigt sich, dass die Amidproton- und Stickstoff-Resonanzen von Val4d ungewdhnlich
hohe chemische Verschiebungen von 11,81 ppm und 134,92 ppm bzw. fir den Aus-
tauschpeak 11,91 ppm und 135,58 ppm aufweisen. Die chemischen Verschiebungen von
Val4 sind im HSQC-Spektrum daher noch grofer als die des Tyr5, was vermutlich von
Ringstromeffekten durch die rdumlich benachbarten aromatischen Aminoséurereste
(Tyrb, Tyrl06) verursacht wird. Des Weiteren erwies es sich als sinnvoll, die bestehen-
de Zuordnung fiir das wt GABARAP ohne N-terminalen Uberhang zu kontrollieren,
da sich die Resonanzen von Lys2, Val82, Ser113 und Tyr115 so weit verschoben haben,
dass die Zuordnung mit den chemischen Verschiebungen von Stangler et al. (2001)

nicht mehr eindeutig moglich war.
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5.3 Herstellung von GABARAP-Varianten
fiir die Fluoreszenzspektroskopie

Fiir die Expression und Reinigung von GABARAP-Cysteinvarianten fiir die Fluores-
zenzspektroskopie konnte mit Ausnahme von GABARAP-K13C/F62C nach dem glei-
chen Protokoll vorgegangen werden, das auch fiir die Reinigung des wt GABARAP
verwendet wurde. Es wurde lediglich auf die denaturierende Reinigung aus Einschluss-
korpern verzichtet, da bei dem Versuch die Cysteinvarianten zuriickzufalten ein er-
heblicher Teil des Proteins ausgefallen ist. Die Ausbeute an hergestelltem Protein
war jedoch fiir die Verwendung in der Fluoreszenzspektroskopie ausreichend, da die
Messungen {iiberlicherweise an Proben mit nano- bis mikromolaren Konzentrationen
durchgefiihrt werden. Zur Vermeidung von Disulfidbriicken zwischen den Cysteinen
von zwei GABARAP Proteinen wurde durchgehend unter reduzierenden Bedingungen
gearbeitet. Die Doppelcysteinvariante GABARAP-K13C/F62C lief sich nicht wie das
wt GABARAP mittels Kationenaustauschchromatographie aufreinigen. Moglicherwei-
se ist die Ursache dafiir der geringere isoelektrische Punkt (PI) von 7,76 der K13C/F62C
Variante im Vergleich zu einem PI von 8,73 des wt GABARAP. Eine erfolgreiche Aufrei-
nigung konnte jedoch durch die Anwendung einer Anionenaustauschchromatographie
und anschliefender Grofenausschlusschromatographie durchgefithrt werden.

Um zu beurteilen, ob die Cysteinmutationen die Sekundarstrukturelemente von
GABARAP stark beeinflussen oder sogar die Tertidrstruktur dndern, wurden ['H,”N]-
HSQC-Spektren aufgenommen. Die Aufnahme des Spektrums von GABARAP-V4C
erfolgte bei 10°C, da die Resonanzen von Val4 nur bei niedrigen Temperaturen sicht-
bar sind. Jedoch sind die Resonanzen von V4C in dem ['H,"N]-HSQC-Spektrum von
GABARAP-V4C gar nicht sichtbar und auch die Resonanzen von Tyr5 und Glu8 nur
nahe des Rauschlevels erkennbar. Da die Probenkonzentration von GABARAP-V4C
lediglich 380 uM im Vergleich zu 1 mM des wt GABARAP betrigt, wire eine vermin-

derte Signalintensitdt aufgrund der geringeren Probekonzentration zu vermuten. Ein
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Vergleich von anderen intensitétsstirkeren Peaks zeigt jedoch ein dhnliches Signal-zu-
Rausch-Verhéltnis in beiden Spektren. Moglicherweise fithrt die Seitenkette des Cy-
steins zu geringfiigigen lokalen strukturellen Anderungen, sodass die Wasserstoffbriicke
zwischen dem Amid von Val4 und Glu34 womdglich durch die Cystein-Mutation nicht
mehr ausgebildet wird. Ansonsten stimmte das Spektrum von GABARAP-V4C mit
dem des wt GABARAP fiiberein, sodass keine signifikanten strukturellen Anderungen
durch die Mutation verursacht werden. Die Aufnahme von ['H,"’N]-HSQC-Spektren
der anderen GABARAP-Cysteinvarianten erfolgte bei 25 °C. Es zeigten sich ebenfalls
lediglich Anderungen der chemischen Verschiebungen von Resonanzen, die eine sequen-
tielle oder raumliche Néhe zu den mutierten Aminoséureresten aufweisen. Die groften
Anderungen wurden fiir die Mutation des Glutamats an Position 73 zu einem Cys-
tein beobachtet. Es ist moglich, dass die fehlende elektrostatische Wechselwirkung des
Glu73 mit dem sequentiell benachbarten Arg72 durch die Mutation zu einem Cys73
lokale Strukturdnderungen erzeugt und damit einen groferen Effekt auf die chemische

Verschiebung aufweist.

5.4 Piko- bis Nanosekundendynamik von

GABARAP und GABARAP-G116CA117

Die Analyse der '°N-Relaxationsraten R; und R, und der heteronuklearen NOE-Werte
diente zum einen zur Bestimmung der Hydrodynamik von GABARAP und zum ande-
ren zur Bestimmung von interner Dynamik der N—H-Bindungen im Proteinriickgrat
auf der Piko- bis Nanosekundenzeitskala. Wihrend das globale Rotationsverhalten, das
im Wesentlichen durch das Verhéltnis von R; und Ry bestimmt wird, auch bei einer
Feldstéarke zuverldssig ermittelt werden kann, wird die Genauigkeit der Auswertung
von interner Dynamik durch Relaxationsdatensétze bei mindestens zwei verschiedenen
Feldstérken signifikant erhoht [53].

Die NMR-spektroskopische Charakterisierung von GABARAP war besonders im
Rahmen einer Kooperation mit den Arbeitsgruppen von Prof. Dr. C. Seidel (HHU)
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und Jun. Prof. Dr. B. Strodel (ICS-6) von grofem Interesse, die ein integriertes Kon-
zept bestehend aus NMR-, Fluoreszenzspektroskopie und Molekulardynamik(MD)-
Simulationen zur Bestimmung von Proteindynamiken verfolgt. Die fluoreszenzspek-
troskopischen Experimente wurden von Dr. Jakub Kubiak durchgefiihrt und die MD-
Simulationen von Dennis Della Corte. Die Auswertung der MD-Simulationen erfolgte
im Wesentlichen durch Oliver Schillinger. Der Vergleich dieser verschiedenen Methoden
wurde primér anhand des Ordnungsparameters S? vorgenommen. Mit Hilfe der Fluores-
zenzspektroskopie wurde die Dynamik ausgewéhlter Aminosdurereste von GABARAP
exemplarisch fiir verschiedene Bereiche, wie den N-Terminus (Val4, Glu7, Lys13), du-
fserst flexible Bereiche (Ile41, Gly116) und rigide Bereiche (Phe62) ermittelt. Die dazu
erforderlichen GABARAP-Cysteinvarianten wurden im Rahmen dieser Arbeit erstellt
und bereits in Kapitel 5.3 diskutiert. Die zur Fluoreszenzspektroskopie notwendigen
Farbstoffe (in diesem Fall Bodipy FL) wurden an die Cystein-Seitenketten gekoppelt,
sodass die Fluoreszenzspektroskopie Informationen iiber die Seitenkettendynamik lie-
fert. Fiir die Bewertung der experimentell ermittelten Ordnungsparameter S? haben
sich die mittels MD simulierten Ordnungsparameter sowohl fiir die N—H-Bindungen
im Proteinriickgrat als auch fiir die Seitenkettendynamik als sehr hilfreich erwiesen.
Die MD-Simulationen wurden fiir das GABARAPA117 durchgefiihrt, um die in der
Kristallstruktur (PDB-Eintrag 1GNU) vorhandene Salzbriicke zwischen den Termini
zu unterbinden, da die NMR-Spektroskopie von GABARAP in Losung keinen Hinweis
auf diese Salzbriicke liefert. In Abbildung 5.1 sind die Ordnungsparameter der verschie-
denen Methoden gegeniibergestellt. Die experimentell ermittelten Ordnungsparameter
weisen fiir beide Methoden (NMR und Fluoreszenz) auf die erhohte Flexibilitéat des C-
Terminus und des in der Schleife befindlichen Ile41 hin, wohingegen die N-terminalen
Aminoséurereste Glu7 und Lys13 eine hohere Seitenkettenflexibilitdt aufweisen als die
N—H-Bindungen des Proteinriickgrats. Es ist bekannt, dass Seitenketten im Allge-
meinen flexibler sind wodurch erklart wird, dass beide Methoden zwar gleiche Trends
aufweisen, sich im Vergleich von absoluten Werten jedoch unterscheiden [85]. Die MD-

Simulationen stimmen bis auf eine Ausnahme mit den experimentell ermittelten Daten
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Abbildung 5.1: Ordnungsparameter S? bestimmt aus °N-Relaxationsdaten (blau), MD-
Simulationen der N—H-Bindungen (rot) und Seitenketten (magenta) sowie der Fluoreszenz-
spektroskopie (griin). Das Schema oberhalb der Abbildung markiert a-Helices (grau) und
p-Striange (schwarz).

iiberein. Die Ausnahme besteht in der Seitenkettendynamik von Ile41, die laut MD-
Simulation stark eingeschrénkt ist. Die Ursache fiir diese Rigiditét ist in der Interakti-
on der Seitenkette von Ile41 mit der hydrophoben Tasche von GABARAP begriindet,
welche die Dynamik dieser in dem Mafe einschréankt, dass die fiir die Seitenkette eine
dhnliche Rigiditét wie fiir sekundére Strukturelemente besteht (s. Abb. 5.2 A). Im Ge-
gensatz zu Ile41 ist das Cys41 nicht hydrophob, sodass die Stabilisierung der Seitenkette
durch hydrophobe Wechselwirkung nicht langer gegeben ist. Des Weiteren ist die Inter-
aktion vermutlich auch sterisch aufgrund der Farbstoff-Verankerung an die Seitenkette
des Cys41 nicht mehr moglich, sodass die durch Fluoreszenzspektroskopie ermittelte
grofe Flexibilitdt der Seitenkette durch die Dynamik des Proteinriickgrats bestimmt
wird. Die Proteinriickgratdynamik von Ile41 geht nicht mit einer uneingeschrinkten
Flexibilitat einher, sondern ist durch zwei spezifische Konformationen bestimmt, die
durch MD-Trajektorien ermittelt wurden und in Abbildung 5.2 (B) dargestellt sind.
Das integrierte Konzept bestehend aus NMR-Spektroskopie, Fluoreszenzspektrosko-

pie sowie MD-Simulationen hat eine ausfiihrliche Charakterisierung der Dynamik auf
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Abbildung 5.2: A) Die Seitenkette von Ile41l befindet sich in einer hydrophoben Tasche
und ist daher rigide auf der Piko- bis Nanosekundenzeitskala. B) Die Trajektorien der MD-
Simulation von Ile41l offenbaren zwei verschiedene Konformationen der N—H-Bindung des
Riickgrats von Ile41. (Abbildung von Oliver Schillinger)

der Piko- bis Nanosekundenzeitskala erlaubt, was durch die einzelnen Methoden je-
weils nicht so umfassend moglich gewesen wére. Die NMR-Spektroskopie bietet den
enormen Vorteil, dass '°N-Spinrelaxationsdaten Informationen fiir jeden Aminoséure-
rest mit einer N—H-Bindung liefern kénnen, sofern die Resonanzen in den Spektren
nicht iiberlappen. Des Weiteren sind keine Mutationen notwendig, die hingegen eine
Voraussetzung fiir die Fluoreszenzspektroskopie sind. Im Gegensatz dazu ist die Fluo-
reszenzspektroskopie bei Konzentrationen im nano- bis mikromolaren Bereich méglich
und auch eine Auswertung von Protein-Dynamiken in Zellen ist prinzipiell umsetzbar
[86]. Zwar ist auch die NMR-Spektroskopie in Zellen moglich, jedoch bedarf es fiir die
Auswertung von Spinrelaxationsdaten eine hohe Konzentrationen des zu analysieren-

den Proteins im sub-millimolaren Bereich, die in Zellen nicht gewéhrleistet ist.

Neben der Etablierung eines integrierten methodischen Konzepts, war auch die

funktionelle Relevanz der Piko- bis Nanosekundendynamik von Interesse. Die &ufserst
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signifikante Flexibilitdt von Ile41l zeigt sich auch in Gate-16, das eine Aminosdure-
sequenzhomologie zu GABARAP von 75% aufweist [87]. Signifikant erhéhte trans-
versale Relaxationsraten von Asn82 sowie Ser113 und Tyrll5 liefern einen Hinweis
auf chemischen Austausch auf der Mikro- bis Millisekundenzeitskala. Die CPMG-RD-
Kurven dieser Aminosédurereste sind nicht konstant und deuten somit ebenfalls auf
chemischen Austausch hin. Jedoch konnten die CPMG-RD-Kurven nicht gefittet wer-
den, sodass moglicherweise eine zu schnelle Austauschrate vorliegt, die aufserhalb der
Sensitivitit eines CPMG-Experiments von etwa 2000s~! liegt. Da die Lipidierung in
samtlichen GABARAP-Homologen und Orthologen iiber eine kovalente Bindung des
C-terminalen Glycins erfolgt, ist ein Zusammenhang von C-terminaler Dynamik und
der Lipidierung zu vermuten [88|. Fiir die enzymatische Lipidierung von GABARAP
in der Zelle wird das C-terminale Leull7 durch die Cysteinprotease AtgdB abgespal-
ten. Das dabei entstehende GABARAPA117 wird von den Enzymen Atg3 und Atg7
aktiviert und schliefslich durch die Bindung an Phosphoethanolamin oder Phosphatidyl-
serin lipidiert [12]. Daher war es von Bedeutung auch das entstehende Zwischenprodukt
GABARAPAI117 im Hinblick auf strukturelle Anderungen und Dynamik zu analysie-
ren. Die enzymatische Abspaltung des Leull7 wurde umgangen, indem die Deletion
durch eine Mutation des Expressionsvektors erfolgte. Aufserdem wurde das Gly116 zu
einem Cys116 mutiert, da die GABARAP-G116CA117-Variante auch fiir die Bestim-
mung des Ordnungsparameters mittels Fluoreszenzspektroskopie verwendet wurde. Die
['H,">N]-HSQC-Spektren von GABARAPA117 und GABARAP-G116CA117 unter-
scheiden sich vom wt GABARAP lediglich im C-Terminus und strukturell benachbar-
ten Bereichen. Um die Piko- bis Nanosekundendynamik von GABARAP-G116CA117
zu untersuchen wurden '°N-Spinrelaxationsexperimente aufgenommen. Die Deletion
des C-terminalen Leucins sowie die Mutation des Gly116 zu Cys116 hat keinen signifi-
kanten Einfluss auf die {{H}—"N NOE-Werte. Der NOE-Wert von Gly116 bzw. Cys116
ist mit 0,43 fiir beide GABARAP-Varianten identisch. Da die heteronuklearen NOE-
Werte sehr sensitiv fiir interne Dynamik auf der Piko- bis Nanosekundenzeitskala sind,

lasst sich daraus schliefsen, dass die Deletion keinen Einfluss auf die interne Dynamik
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hat und die Deletion daher funktionell primér fiir die Wechselwirkung mit Phospho-
lipiden relevant ist. Dieses Ergebnis ist kontréir zu dem des Hefe-Homologs Atg8, fiir
das gezeigt wurde, dass die C-terminale Deletion eine Erhéhung des durchschnittlichen
NOE-Wertes von 0,69 auf 0,78 verursacht und damit eine hohere Rigiditit im gesamten
Protein vorliegt [20]. Da sowohl GABARAP als auch das Homolog Gate-16 im Gegen-
satz zu Atg8 einen strukturierten N-Terminus aufweisen, der dem C-Terminus rdumlich
nahe kommt, kann der flexible N-Terminus von Atg8 eine Ursache fiir Unterschiede der
Piko- bis Nanosekundendynamik im C-Terminus sein.

Ein Vergleich der transversalen Relaxationsraten Ry von wt GABARAP und
GABARAP-G116CA117 zeigt Anderungen im C-Terminus. So weisen Serl113 und
Tyrl1l5 im wt GABARAP erhohte Ryo-Raten auf, die in der Deletionsvariante jedoch
dem durchschnittlichen Ro-Wert entsprechen. Hohe Rs-Raten sind ein Indiz fiir einen
Austauschprozess auf der Mikrosekundenzeitskala |33, 89]. Demnach ist die Dynamik
auf einer langsameren Zeitskala moglicherweise durch die Deletion reduziert. Um dies
zu bestétigen miisste die Messung jedoch auch an GABARAPA117 durchgefiihrt wer-
den um auszuschliefen, dass diese Anderung der Ryo-Raten auf die Mutation des Gly116
zu einem Cys116 zuriickzufiithren ist. Insgesamt fallt auf, dass die longitudinalen Re-
laxationsraten (R;) des GABARAP-G116CA117 leicht erhéht und die transversalen
Relaxationsraten (Rs) niedriger sind, als die des wt GABARAP. Die Unterschiede
in den Relaxationsraten entstehen vermutlich aufgrund der geringeren Konzentration
von GABARAP-G116CA117 mit 700 uM anstelle von 1,0 mM fiir das wt GABARAP.
Die Mikroviskositét ist bei hoher Konzentration grofer, was zu einer langsameren

Rotationsdiffusion und damit zu groferen Ro-Raten fiihrt [90, 91].

5.5 GABARAP liegt iiberwiegend als Monomer vor

Die Bestimmung des hydrodynamischen Radius von GABARAP erfolgte aus Transla-
tionsdiffusionsexperimenten. Zusétzlich wurde die Hydrodynamik von GABARAP aus
den N-Relaxationsraten bei verschiedenen Temperaturen von 5°C bis 35 °C aus dem

Rotationskorrelationsverhalten ermittelt.
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Die Translationsdiffusionsmessung bei 25°C und einer GABARAP Konzentration
von 0,5mM ergab einen hydrodynamischen Radius von (19,2+0,3) A, wenn die Be-
stimmung indirekt iiber die Referenzierung auf Dioxan erfolgte. Wurde hingegen die
Stokes-Einstein-Gleichung fiir die Auswertung verwendet, so ergab sich aus dem 1D
PG-SLED-Experiment ein groferer hydrodynamischer Radius von rgy = (20,7 4+0,2) A.
Bei der Bestimmung des hydrodynamischen Radius von GABARAP aus dem 2D PG-
SLED-Experiment ergab sich ry = (19,9+0,4) A . Der mittlere hydrodynamische Ra-
dius betréigt somit 1 = (19,94 0,8) A und stimmt im Rahmen des Fehlers mit dem
durch Hydropro vorhergesagten Wert von ry = (20,45 +0,15) A iiberein. Eine mogli-
che Fehlerquelle bei Diffusionsmessungen ist die durch Konvektion induzierte Bewe-
gung, welche die Brownsche Molekularbewegung iiberlagert und in einem zu kleinen
gemessenen hydrodynamischen Radius resultiert. Aufgrund der Ubereinstimmung des
experimentell und theoretisch ermittelten Wertes ist dieser Fehler jedoch als nicht si-
gnifikant einzuschétzen. Ein Fehler verursacht durch H/D-Austausch von GABARAP
mit dem Losungsmittel ist auszuschlieffen, da die Wasser-selektiven flip-back Pulse
sorgfiltig kalibriert wurden und zudem wihrend des Diffusionsdelays iiberwiegend °N-
Magnetisierung vorhanden ist.

Die aus dem 1D PG-SLED mit Dioxan als Referenz ermittelte Diffusionskonstante
D= (1,25 &+ 0,02) - 107%cm?-s7! zeigt eine grokere Ubereinstimmung mit dem be-
reits publizierten Wert von D = (1,31 4 0,02) - 107 %cm?-s™! [92] als die durch die
Stokes-Einstein-Gleichung ermittelten Diffusionskonstanten. Es ist jedoch zu beach-
ten, dass Pacheco et al. (2010) GABARAP mit N-terminalen Uberhang, eine geringere
Proteinkonzentration von 0,4 mM, sowie PBS-Puffer verwendet haben und daher leicht
verschiedene Bedingungen vorlagen, die zu unterschiedlichen Diffusionskonstanten fiih-
ren kénnten.

Die aus den Spinrelaxationsdaten ermittelte globale Rotationskorrelationszeit wurde
mit Hilfe des Stokes-Gesetzes in einen hydrodynamischen Radius von (21,6 +£0,2) A
umgerechnet. Es konnte keine Temperaturabhéngigkeit der Rotationskorrelationszei-

ten von GABARAP festgestellt werden. Des Weiteren wurde der Formfaktor von
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GABARAP numerisch aus den Eigenwerten des Diffusionstensors zu F=1,01 ermit-
telt. Obwohl das ellipsoide Modell die Rotationsdiffusion von GABARAP am besten
beschreibt, betriagt die Abweichung von einer volumengleichen Kugel lediglich 1 %. Die
Abschéitzung des hydrodynamischen Radius aus der Rotationskorrelationszeit (und um-
gekehrt) durch das Gesetz von Stokes ist daher auch unter der Annahme einer isotropen
Symmetrie hinsichtlich der Messgenauigkeit legitim. Mit der Kenntnis des Formfak-
tors konnten zuséatzlich die Léngen der Halbachsen von GABARAP numerisch ermit-
telt werden, woraus der hydrodynamische Radius von GABARAP zu (21,8+0,2) A
berechnet wurde. Der hydrodynamische Radius ist damit etwa 10 % grofer als der
grofste durch die Translationsdiffusion ermittelte Wert. Da die Relaxationsexperimen-
te mit 1,0mM GABARAP und die Translationsdiffusionspexperimente mit lediglich
0,5mM GABARAP durchgefiihrt wurden, ist ein Zusammenhang des hydrodynami-
schen Radius und der Proteinkonzentration zu vermuten. Dieser Zusammenhang wurde
im Rahmen der Kooperation mit dem Institut fiir physikalische Chemie (AG Seidel,
HHU Diisseldorf) durch Fluoreszenzanisotropie-Experimente bestétigt, da eine Erho-
hung der Konzentration von 0,5 uM GABARAP auf eine NMR-é&hnliche Konzentration
von 600 uM zu einer Verlangerung der globalen Rotationskorrelationszeit um 13 % ge-
fithrt hat. Ebenfalls ist bekannt, dass die durch Spinrelaxationdaten bestimmte globale
Rotationskorrelationszeit um etwa 18 % langere Werte im Vergleich zu anderen Metho-
den, wie beispielsweise der Fluoreszenzspektroskopie liefert [91]. Damberg et al. (2002)
begriinden dies in der iiberlicherweise hohen Konzentration von NMR-Proben, die zu
einer erhohten Mikroviskositét fithrt [91]. Fiir die Umrechnung der Rotationskorrela-
tionszeit in einen hydrodynamischen Radius wird die Viskositdt der Losung als ein
Gemisch aus 90 % H,O und 10 % D,O angenommen, eine Erhohung der Mikroviskosi-
tat durch die Proteinkonzentration jedoch vernachléssigt, da die exakte Bestimmung
der Mikroviskositéit nicht ohne Weiteres moglich ist. Auch das im Puffer vorhandene
Salz erhoht laut Parmar et al. (2009) die Viskositét der Losung [93]. Das der zu grofs
ermittelte hydrodynamische Radius bei hohen GABARAP Konzentrationen eher auf

die Mikroviskositét zuriickzufiihren ist und nicht auf eine Oligomerisierung, zeigt auch
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der Vergleich mit den Translationsdiffusionsexperimenten. Der kleinste hydrodynami-
sche Radius wurde durch die Referenzierung auf Dioxan ermittelt, die keine Kenntnis
der Viskositét erfordert.

Fiir eine exakte Bestimmung des hydrodynamischen Radius aus Spinrelaxations-
daten wére somit eine geringere Konzentration zwar vorteilhaft, jedoch ist eine hohe
Konzentration notwendig um die interne Dynamik zu analysieren. Die interne Dyna-
mik beispielsweise spiegelt sich primér in den {'H}—'"N NOE-Werten wider und das
Protonen-gesiittigte {'H}—'°N NOE-Spektrum weist insbesondere in flexiblen Berei-
chen ein geringes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis auf, das durch eine geringe Proteinkon-
zentration noch kleiner wird. Insgesamt betragt die Ungenauigkeit bei dem Vergleich
aller Methoden etwa £1 A und liegt damit im Rahmen dessen, was auch bei anderen
Proteinen als Unsicherheit angegeben wird. So wurde beispielsweise ein hydrodynami-
scher Radius von 19 bis 20 nm fiir das 14,3kDa grofe Lysozym ermittelt [94, 93].

Der Vergleich des hydrodynamischen Radius von GABARAP mit dem von Lysozym,
den theoretisch ermittelten Werten durch Hydropro, sowie der Abschétzung aus der
Aminosdureanzahl zeigt, dass es sich iiberwiegend um monomeres GABARAP handeln
muss. Eine kleine Fraktion von Oligomeren ist jedoch aufgrund der Messunsicherheit
nicht vollstdndig auszuschliefsen. Es gibt keinen Hinweis darauf, dass GABARAP in
Losung bei pH 6,9 und den gegebenen Salzbedingungen (100 mM KCI, 100 mM NaCl)
oligomerisiert, so wie es von Coyle et al. (2002) durch Kristallisation unter Hochsalzbe-
dingungen von 2,4 M Ammoniumsulfat gefunden wurde [19]. Es ist jedoch denkbar, dass
eine sehr geringe Population von Oligomeren vorliegt, die unter anderen Bedingungen

vermehrt populiert wird.
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5.6 GABARAP unterliegt zwei verschiedenen
chemischen Austauschprozessen

Schon wéahrend der NMR-spektroskopischen Resonanzzuordnung von GABARAP im
Jahre 2002 ist die Aufspaltung von Resonanzen des N-Terminus und rédumlich be-
nachbarten Regionen von GABARAP aufgefallen, die auf einen langsamen Austausch-
prozess zwischen zwei dhnlich besetzten Zustdnden hinweist [79]. Die Kinetik dieses
Austauschprozesses konnte in dieser Arbeit mit Hilfe von ZZ-Austauschexperimenten
zuverlissig bestimmt werden. Durch CPMG-RD-Experimente wurde auferdem ein zu-
vor nicht bekannter schnellerer Austauschzustand im Bereich der hydrophoben Tasche
hp2 entdeckt, der mit einer angeregten Population von etwa 1% sehr niedrig besetzt

1st.

5.6.1 Das ZZ-Austauschexperiment ermoglicht die
Quantifizierung des langsamen Austauschprozesses

im N-Terminus von GABARAP

Die Quantifizierung des Austauschprozesses im N-Terminus, der angrenzenden Schlei-
fe sowie in Teilen der benachbarten §-Strange S; und Sy erfolgte bei 10 °C mit Hilfe
von ZZ-Austauschexperimenten. Bei einer Temperatur von 10 °C ist der Austauschpro-
zess so langsam, dass die Resonanzen in einem Multiplett deutlich aufgelost sind. Die
Besetzung der beiden Austauschzustidnde (56 % zu 44 %) konnte durch ein ['H,'®N]-
HSQC-Spektrum aus dem Intensitédtsverhéltnis von Resonanzen der jeweiligen Amino-
sdurereste ermittelt werden, die eine Aufspaltung in nur einer Dimension zeigen. Um
die Austauschrate zu quantifizieren war das ZZ-Experiment essentiell. Fiir die Analyse
mit Hilfe eines Fits der Bloch-McConnell-Gleichungen ist die Aufspaltung sowohl in 'H-
als auch in "’ N-Dimension notwendig. Die Resonanzen von Glu7 und Phel04 sind zwar
entlang beider Dimensionen aufgespalten, jedoch sind die Differenzen der chemischen

Verschiebung Aw zwischen beiden Zustidnden so gering, dass die beiden Auto- und
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Kreuzpeaks im Bereich der Flanken tiberlappen. Daher ist die Intensitdtszunahme der
Kreuzpeaks in Abhéngigkeit der Mischzeit etwas zu niedrig und die Intensitdtsabnahme
der Autopeaks entsprechend zu hoch, sodass die Aminosaurereste Glu7 und Phel04 bei
dem Fit der Bloch-McConnell-Gleichungen zur Bestimmung der Austauschparameter
nicht berticksichtigt wurden. Fiir die anderen in Proton- und Stickstoffdimension auf-
gespaltenen Resonanzen ergab sich eine Austauschrate von k., — 34,6571 £0,2s57! bei
10 °C. Die Fehlerbestimmung erfolgte dabei aus 1000 Monte-Carlo-Simulationen, wobei
die Messunsicherheit aus dem Rauschen abgeschitzt wurde. Da die Kreuzpeaks auch
ohne Einfiigen einer zusétzlichen Mischzeit detektierbar sind, findet bereits Austausch
wahrend der INEPT-Transfer-Periode statt, was durch den zusétzlichen globalen Fit-
parameter tq beriicksichtigt wurde. Der Wert von ty konnte ebenfalls durch die Lénge
der INEPT-Transfer-Periode inklusive eingefiigter Delays auf Grundlage der Pulsse-
quenz zu to = 14,6 ms abgeschétzt werden und ist damit etwas kiirzer als die gefittete
Zeit von to=15,8ms. Eine genaue Berechnung der Mischzeit t, war aufgrund des in
der Pulssequenz verwendeten Bax-Logan-Tricks jedoch nicht moglich [74, 95, 96|. Es
ist daher nicht eindeutig zu beurteilen, ob die durch den Fit ermittelte Zeit ty kor-
rekt ist und damit auch der tatsidchliche Fehler der Austauschrate etwas grofer ist, als
der durch die Monte-Carlo-Simulation ermittelte Wert von 0,2s7!. Eine Verringerung
der Temperatur wiirde aufgrund einer langsameren Austauschrate den Austausch zwi-
schen beiden Zustéanden wihrend der INEPT-Transfer-Periode zwar minimieren, jedoch
weisen die HSQC-Spektren bei 5°C eine Linienverbreiterung auf, welche die Auswer-
tung durch das ZZ-Experiment unméoglich macht. Ein Einfluss von Linienverbreiterung
durch longitudinale Relaxation, die mit zunehmender Mischzeit zu einer Verringerung
der Signalintensitdt von Auto- und Kreuzpeaks fiihrt, ist in dem hier beobachteten
Bereich mit einer maximalen Mischzeit von 75 ms nicht relevant, was daran zu erken-
nen ist, dass die Intensitdten der Kreuzpeaks bei hohen Mischzeiten nicht abnehmen.
Dabher ist die Annahme von identischen Relaxationsraten fiir den Zustand A und B zu-
lassig, auch wenn sich die Relaxationseigenschaften von Zustand A und B geringfiigig

unterscheiden.
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Da beide Austauschzustédnde durch Resonanzen innerhalb eines Multipletts repra-
sentiert werden, ist es moglich die Differenz der chemischen Verschiebung aus HSQC-,
HNCA- und HNCO-Spektren bei 10 °C direkt zu messen. Die Differenz der chemischen
Verschiebung zwischen beiden Austauschzusténden ist fiir alle betrachteten Kerne (HY,
N, CO, C*) mit weniger als 1 ppm so gering, dass Anderungen der Sekundirstruktur
ausgeschlossen werden konnen und stattdessen lokale Bewegungen zugrunde liegen.
Denn insbesondere die chemischen Verschiebungen von CO- und C*-Kernen sind cha-
rakteristisch fiir die Sekundérstruktur [97, 98]. Die Verdnderung der Sekundérstruktur
von einer a-Helix zu einem ungefalteten Bereich oder einem [-Strang fiihrt bei die-
sen Kernen zu durchschnittlichen Anderungen der chemischen Verschiebung von mehr
als -1 ppm, was bei den hier beobachteten chemischen Verschiebungen nicht der Fall
ist [97, 98]. Das die Vorzeichen der Anderungen von chemischen Verschiebungen zwi-
schen beiden Austauschzusténden fiir gleiche Kerne auch nicht einheitlich positiv oder
negativ sind ist ein weiteres Indiz dafiir, dass dem Austauschprozess keine Sekundér-
strukturinderungen zugrunde liegen. Dies ist in Ubereinstimmung mit der berechneten

SSP, die nur marginale Unterschiede fiir beide Zusténde zeigt (Abb. A.1).

5.6.2 Funktionelle Bedeutung des langsamen Austauschpro-
zesses im N-Terminus von GABARAP

Aus der Kristallstruktur (PDB-Eintrag 1GNU) von GABARAP ist bekannt, dass die
N-terminale helikale Subdoméne (NHD) durch die Wasserstoffbriicken von Val4d und
Tyrb zu Glu34 sowie einer Salzbriicke zwischen Lys6 und Glul00 mit der Ubiquitin-
artigen Subdoméne (UAD) verkniipft ist [11]. In der offenen Konformation von
GABARAP, welche von Coyle et al. (2002) unter hohen Salzbedingungen kristal-
lisiert wurde, fehlt hingegen die Salzbriicke zwischen Lys6 und Glul00, sodass die
geschlossene Konformation nicht ldnger stabilisiert wird [19]|. Es ist daher denkbar,
dass der hier charakterisierte langsame Austauschprozess mit einem Offnen und Schlie-

fsen der Salz- und Wasserstoftbriicken in Zusammenhang steht. Dies ist in Einklang
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mit Forster-Resonanzenergietransfer(FRET)-Messungen, die im Rahmen der Koope-
ration mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. C. Seidel und seinem Mitarbeiter Dr.
Jakub Kubiak von der HHU durchgefiihrt wurde. Die dazu verwendeten Doppelcy-
steinvarianten GABARAP-E7C/F62C, -E7C/E73C sowie -K13C/F62C wurden im
Rahmen dieser Arbeit erstellt. Die FRET-Messungen haben zusétzliche Austauschpro-
zesse auf der Mikrosekundenzeitskala offenbart, die durch CPMG-Experimente nicht
detektiert wurden. Die Abbildung 5.3 (A) zeigt die Antikorrelation der GABARAP-
Doppelcysteinvarianten, die auf mindestens drei verschiedene Austauschprozesse auf
der Mikrosekundenzeitskala hinweist, mit denen Abstandsédnderungen von bis zu
20 A verbunden sind. Diese groRen Abstandséinderungen sind nur méglich, wenn die
NHD von der UAD gel6st ist. Ein hypothetisches Modell ist in Abbildung 5.3 (B) ge-
zeigt. Vermutlich wurde diese Dynamik mittels NMR-Spektroskopie nicht detektiert, da
sie von dem langsamen Austauschprozess iiberlagert wird oder der Austausch zu schnell
fiir eine Detektion mittels CPMG-RD ist. Um das aus der Fluoreszenzspektroskopie
hervorgehende Modell mittels NMR-Spektroskopie zu bestitigen, werden in unse-
rer Arbeitsgruppe derzeit Experimente mit paramagnetischer Relaxationsverstiarkung
(PRE) durchgefiihrt. PRE-Experimente werden tiberwiegend fiir die Bestimmung von
statischen Absténden in Proteinen durchgefiihrt, jedoch liefern sie auch Informationen
zu weitreichenden Konformationsénderungen (10 bis 35 A) und eignen sich zur Charak-
terisierung von chemischen Austausch auf der Mikrosekundenzeitskala [99, 100]. Fiir
die Validierung der durch FRET-Experimente ermittelten N-terminalen Dynamik von
GABARAP mit Hilfe von PRE-Experimenten wird ein paramagnetisches Spin-Label
kovalent an GABARAP-E7C oder -K13C! gebunden und der Einfluss des Spin-Labels
auf die Signalintensitiat der Resonanzen im HSQC-Spektrum gemessen. Falls eine Ver-
ringerung der Signalintensitéit von Resonanzen auch in Regionen auftritt, die durch die
bekannte Struktur von GABARAP nicht zu erkldaren sind, konnte dies einen Hinweis

auf signifikante Konformationsédnderungen auf der Mikrosekundenzeitskala liefern.

IDie Konstrukte von GABARAP-E7C und -K13C wurden in dieser Arbeit fiir die Fluoreszenz-
spektroskopie hergestellt und sind daher vorhanden.
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Abbildung 5.3: A) Antikorrelation der Fluoreszenzspektroskopie von den GABARAP-
Doppelcysteinvarianten E7C/F62C, E7C/E73C, K13C/F62C offenbaren mindestens drei ver-
schiedene Austauschprozesse auf der Mikrosekundenzeitskala. B) Ein hypothetisches Model
basierend auf FRET-Absténden. Die Anderungen der FRET-Abstéinde weisen auf eine grofe

Amplitude von Konformationsinderungen der NHD hin, die bei einer Austauschrate von

(20 us)~! auftreten. (Abbildung von Dr. Jakub Kubiak, HHU)
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Es ist bekannt, dass der N-Terminus von GABARAP durch die Bindung an Tubulin
dessen Polymerisation fordert [19]. Durch FRET-Messungen konnte die Existenz von
zwei verschiedenen an Tubulin und GABA 4 gebundene GABARAP-Konformationen
nachgewiesen werden, wobei jedoch keine strukturellen Details iiber diese Zustédnde be-
kannt wurden [101]. Um den Zusammenhang von Funktion und Dynamik herzustellen
und insbesondere zu iiberpriifen welche Relevanz die Verkniipfung der NHD mit der
UAD besitzt, ist die im Rahmen dieser Arbeit hergestellte GABARAP-E100A-Variante
von grofsem Interesse, da die Salzbriicke zwischen Lys6 und Glul00 aufgrund der Mu-
tation des Glul00 zu einem Alal00 nicht ausgebildet wird. Diese wird in Abschnitt 5.7
diskutiert.

5.6.3 CPMG-RD-Experimente eignen sich insbesondere fiir die
Charakterisierung des schnelleren Austauschprozesses im

Proteinkern von GABARAP

Mittels CPMG-RD-NMR-Spektroskopie konnten zwei Austauschprozesse auf der Mil-
lisekundenzeitskala detektiert und charakterisiert werden. Der langsamere Prozess im
N-Terminus, der angrenzenden Schleife sowie den benachbarten f-Strangen 5; und S
und ein schnellerer Prozess in der Region der hydrophoben Bindetasche hp2 im Prote-

inkern.

5.6.3.1 CPMG-RD-Experimente des langsameren Austauschprozesses

Der langsamere Austauschprozess wurde bereits durch das ZZ-Austauschexperiment
bei 10°C analysiert. Der Fit von CPMG-RD-Kurven, der an diesem langsameren
Austausch beteiligten Aminoséurereste, ergab eine falsche Population des angeregten
Zustands von pg=20%. Denn die zuverldssige Interpretation der Populationen aus
dem Intensitatsverhéltnis in einem Multiplett zeigte bereits eine d&hnliche Populierung
von 44 % zu 56 % beider Zustande auf. In der Literatur ist bisher kein Fall bekannt,
bei dem Austauschprozesse mit solch hohen Populationen des angeregten Zustands

durch CPMG-Experimente analysiert wurden, auch weil ZZ-Austauschexperimente
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die Methode der Wahl sind, falls die Resonanzen beider Austauschzustéande im NMR-
Spektrum sichtbar sind. Dennoch ist es moglich, dass der Austausch von zwei nahezu
dhnlich populierten Zustidnden so schnell ist, dass nur ein Peak im NMR-Spektrum
sichtbar ist, wie es beispielsweise fliir GABARAP bei 40°C eintritt. Daher ist die
Aufnahme von NMR-Spektren bei verschiedenen Temperaturen ratsam, um so die
optimale Methode fiir die Bestimmung der Kinetik bei chemischen Austausch zu
wahlen. Wird die Population der Fits von CPMG-RD-Kurven des langsameren Zu-
stands von GABARAP festgehalten, lassen sich die anderen variablen Fitparameter,
die Austauschrate (k., =127s ' +4s™! bei 25°C) sowie die Differenz zwischen den
chemischen Verschiebungen beider Zustidnde Awy, zuverldssig ermitteln, sofern die
CPMG-Daten verschiedener Temperaturen (15 bis 35 °C) gleichzeitig einbezogen wer-
den. Der separate Fit der CPMG-RD-Kurven bei 15°C bzw. 25°C lieferte auch bei
festem pp dennoch fehlerhafte Austauschraten. Demnach wire die Austauschrate bei
15°C identisch mit der durch ZZ-Austausch bei 10°C ermittelte Rate und wiirde sich
bei einer Temperaturerh6hung von 10°C um das 8-Fache erh6hen. Im Vergleich dazu
vergrofsert sich die gefittete Austauschrate unter Berticksichtigung aller Temperaturen
von 15°C bis 35°C in nur einem simultanen Fit (statt den drei einzelnen Fits) um
das 2- bis 3-fache bei einer Temperaturerhthung von jeweils 10°C (Tab. 4.6). Dies
entspricht der van-'t-Hoff’'schen Regel die besagt, dass sich die Reaktionsgeschwin-
digkeit bei einer Temperaturerhéhung um 10°C um das 2- bis 4-fache erhoht. Dies
zeigt noch einmal die Notwendigkeit des simultanen Fits von CPMG-RD-Kurven bei
verschiedenen Temperaturen.

Fir die aus dem Fit der CPMG-RD-Kurven ermittelten Awy der Aminosaurereste
Glu7, Val29, Val51 und Glul00 wurden grofsere Werte ermittelt, als durch die direkte
Messung in einem HSQC-Spektrum bei 10°C (s. Abb. 4.33). Da diese Aminoséurereste
Peakaufspaltungen mit kleinen Awy aufweisen und dessen Resonanzen innerhalb eines
Multipletts im HSQC-Spektrum bei 10 °C geringfiigigen Uberlapp zeigen ist zu vermu-
ten, dass die im HSQC-Spektrum ermittelten Peakpositionen nicht den exakten intrin-

sischen Resonanzen entsprechen, wie es in Kapitel 1.4, Abb. 1.6 (C) veranschaulicht
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wurde. Unterschiede sind beispielsweise dadurch zu erklaren, dass im Fit der CPMG-
RD-Kurven ein temperaturunabhiingiges Awy angenommen wird, geringe Anderungen

mit der Temperatur jedoch nicht auszuschliefen sind.

5.6.3.2 CPMG-RD-Experimente des schnelleren Austauschprozesses

Wie bereits erwihnt, wurde durch CPMG-Experimente zusétzlich ein schnellerer Aus-
tauschprozess in der Region der hydrophoben Bindetasche hp2 im Proteinkern detek-
tiert. Dessen Austauschrate betriagt bei 25 °C k., = 725571 £4257 ! und weist lediglich
eine Population des angeregten Zustands von pg =0,8 % auf. Die Population des an-
geregten Zustands liegt daher nahe der Nachweisgrenze eines CPMG-Experiments, die
etwa 0,5 % betragt, und wére nach aktuellem Stand mit keiner anderen biophysikali-
schen Methode als der NMR-Spektroskopie nachweisbar [41]. Auch fiir den schnelleren
Austauschprozess zeigt sich, dass die Aufnahme von Experimenten bei verschiedenen
Temperaturen notwendig ist, da insbesondere bei 15°C groke Unterschiede zwischen
dem separaten Fit und dem Fit unter Beriicksichtigung der Temperaturen von 15 bis
40 °C auftreten. Dies ist vermutlich auf die geringe Besetzung von nur 0,78 % bei 15°C
zurlickzufiihren, die zu CPMG-RD-Kurven mit einem geringen Abfall fiihrt. Bei 40 °C
steigt die Besetzung auf etwa 1,3 % an und der separate Fit liefert das gleiche Ergebnis
wie der simultane Fit von CPMG-RD-Kurven bei mehreren Temperaturen.

Die groften Differenzen der chemischen Verschiebung Awpy zwischen dem Grundzu-
stand und angeregten Zustand wurden fiir die hydrophoben Aminoséurereste Leu50,
Leu63 und Arg68 aufgezeigt und befinden sich daher im Kern der hydrophoben Tasche
hp2. Eine Vorzeichenbestimmung von Awy erwies sich als dufserst schwierig, da die
Differenzen von Peakpositionen in H(S/M)QC Spektren wenige ppb betragen und da-
mit in der gleichen Grofenordnung wie die Messunsicherheit lagen. Dennoch haben die
Experimente zur Vorzeichenbestimmung aus den H(S/M)QC bei zwei verschiedenen
Feldstérken die gleichen Vorzeichen ergeben. Zusétzlich haben jedoch auch Aminoséu-
rereste, die keinem Austauschprozess zugeordnet werden konnten, eine Differenz der
chemischen Verschiebung im H(S/M)QC aufgewiesen. Es ist moglich dass diese Amino-

sdurereste gleichzeitig von dem schnelleren und dem langsameren Austauschprozessen
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betroffen sind und daher nicht gefittet werden konnten oder aber noch zusétzliche Aus-
tauschprozesse vorliegen. Es ist daher von grofem Interesse eine Bedingung zu finden,
welche die Besetzung des Austauschzustands erhoht, um so strukturelle Details dieses
Prozesses zu erhalten.

Die Aufnahme von 'H- und *CO-CPMG-Experimenten erfolgte bei 25 °C und an einer
jeweils anderen Probe als die zuvor bei verschiedenen Temperaturen aufgenommenen
I N-CPMG-Experimente, da eine Deuterierung bzw. eine *C-Markierung erforderlich
war. Zum Vergleich wurde zu den 'H- und ®*CO-CPMG-Experimenten jeweils auch
ein ’'N-CPMG-Experiment an der selben Probe aufgenommen. Die zuvor detektierten
Austauschzustiande, ein langsamer Austauschprozess mit nahezu dhnlicher Besetzung
sowie der schnellere gering populierte Austauschzustand wurden auch durch die 'H-
und 3CO-CPMG Experimente nachgewiesen. Der langsame Austauschprozess konn-
te aus den *CO-CPMG-RD Kurven jedoch nicht gefittet werden, da die Resonanzen
ein zu geringes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis aufwiesen. Dies ist primér durch die fiir
die Messung bei einer Protonenlarmorfrequenz von 600 MHz verwendete geringe Pro-
benkonzentration von 300 uM zu erklidren. In der [U-?H,'’N]-GABARAP Probe ist
die Besetzung des langsamen Austauschprozesses im Vergleich zur [U-'"N]-GABARAP
Probe genau entgegengesetzt, das heiftt der zuvor mit 44 % angeregte Zustand ist nun
zu 56% besetzt. Fir den Fit der CPMG-RD-Kurven wurden die Intensititen der jeweils
stiarkeren Resonanz verwendet. Die ermittelte Austauschrate von k., —251s7! liegt in
der gleichen GroRenordnung wie die des separaten Fits von [U-"’N]-GABARAP mit
k., =285s7! bei 25°C.

Wie bereits diskutiert, kann der langsame Austauschprozess durch CPMG-RD-
Experimente erst durch die Beriicksichtigung von CPMG-RD-Kurven bei mehreren
Temperaturen zuverldssig ausgewertet werden. Die Verdnderung der Besetzung des
langsamen Austauschprozesses von [U-*H,">’N]-GABARAP kénnte durch die Deuterie-
rung verursacht sein oder aber auch durch leicht unterschiedliche Pufferbedingungen,

wie beispielsweise geringfiigige Variationen in der Salzkonzentration.
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Beziiglich des schnelleren Austauschprozesses im Proteinkern von GABARAP un-
terscheiden sich die aus dem Fit erhaltenen absoluten Werte der Austauschrate, Po-
pulation sowie die Aw fiir die verschiedenen Proben. So ergibt der Fit der 'H-CPMG-
RD-Kurven bei 25°C eine Austauschrate von k., — 1087s™! und eine Population des
angeregten Zustands von pg = 0,53 % gegeniiber k., = 725s™! und pp = 0,8% der nicht
deuterierten Probe unter Beriicksichtigung verschiedener Temperaturen. Durch den
separaten Fit von [U-">N]-GABARAP bei 25°C ergab sich jedoch auch eine etwas
hohere Austauschrate von k., —892s~! mit einem geringeren pg von 0,78 %. Dieser
Fehler konnte durch die Aufnahme von Experimenten bei mehreren Temperaturen ver-
ringert werden, wobei sich insbesondere ein CPMG-Experiment bei 40 °C anbietet, da
der Fit von CPMG-RD-Kurven bei 40 °C im Falle von [U-'>N]-GABARAP das gleiche
Ergebnis wie der simultane Fit bei mehreren Temperaturen lieferte. Im Rahmen die-
ser Arbeit wurden auch 'H- und ¥CO-CPMG-Experimente bei 40 °C aufgenommen,
jedoch zeigte sich fiir diese Spektren bei 600 MHz bereits ein proteolytischer Abbau
der Probe, was zu einer erhohten Besetzung des schnelleren Austauschprozesses fiihr-
te. Dies konnte einen Hinweis darauf liefern, dass die Interaktion von GABARAP-
Proteinen untereinander mit dem schnelleren Austauschprozess in Verbindung steht,
falls GABARAP-Fragmente bevorzugt mit dem nicht abgebauten GABARAP intera-
gieren. Jedoch wurde das Abbauprodukt nicht analysiert, sodass hier keine weiteren
Aussagen moglich sind. Eine Ursache fiir Fehler der gefitteten Austauschkinetik kénnte
aber auch wie bereits erwiahnt in leicht variierenden Pufferbedingungen bei der Ver-
wendung verschiedener Proben liegen.

Abgesehen von der Austauschrate und der Population des angeregten Zustands sind
auch Unterschiede in den Differenzen der chemischen Verschiebung Awy bei verschiede-
nen Proben festzustellen. Vallurupalli et al. (2011) weisen darauf hin, dass das Verhélt-
nis von ke, zu Aw fiir eine zuverlédssige Auswertung Werte zwischen 1 und 2 annehmen
soll [102]. Ausgehend davon, dass zumindest die Grofsenordnung der ermittelten Aw
korrekt ist, liegen die Verhéltnisse von k., zu Aw in dieser Arbeit zwischen 0,5 und
12 und sind damit fiir die meisten Aminosédurereste deutlich gréfser, wodurch Unsi-

cherheiten bei der Auswertung von CPMG-RD-Kurven verursacht werden kénnen. Des
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Weiteren haben Schneider et al. (2015) gezeigt, dass die Werte von Aw fiir den Aus-
tausch einer Protein-Liganden-Interaktion in Abhéngigkeit der Ligandenkonzentration
variieren, wobei der gleiche Trend zu beobachten ist [103]. Aufgrund der geringeren
Konzentration von GABARAP wihrend der Messungen bei 600 MHz konnte folglich
auch die Konzentration einen Effekt auf die Besetzung des angeregten Zustands ha-
ben und damit die Aw beeinflussen. Denn auch fiir GABARAP zeigen die Awy fiir
verschiedene Proben gleiche Trends. Die Grofenordnung der Aweo weist darauf hin,
dass der Austauschprozess nicht mit Anderungen der Sekundérstruktur einhergeht, da
diese fiir die meisten am schnellen Austausch beteiligten Aminosaurereste weniger als

1 ppm betragen und fiir Sekundéarstrukturéinderungen grofsere Differenzen typisch sind

97, 98].

5.6.4 Funktionelle Bedeutung des schnelleren Austauschpro-

zesses im Proteinkern von GABARAP

Die hydrophobe Tasche hp2 ist fiir viele Interaktionen von GABARAP mit anderen
Proteinen relevant [10], sodass die Dynamik der hp2 mdéglicherweise zu einer groferen
strukturellen Flexibilitat fithrt, welche die Bindung verschiedener Liganden gewéhrt.
Dies ist in Ubereinstimmung mit der Kristallstruktur von GABARAP in Komplex
mit einem synthetischen Liganden K1, die eine Auswértsbewegung der Helix as im
Vergleich zur GABARAP Struktur ohne Liganden aufweist [104]. Die grafische Gegen-
iiberstellung in Abbildung 5.4 verdeutlicht, dass die Aminoséurereste des Austausch-
prozesses im Proteinkern von GABARAP (A) im Wesentlichen mit den Aminosiure-
resten iibereinstimmen, die strukturelle Anderungen durch die Bindung des Liganden
K1 aufweisen (B).

Falls die Interaktion mit Liganden urséchlich fiir den Austauschprozess ist, kénnte
der angeregte Zustand durch die Titration eines Bindungspartners vermehrt populiert
werden. Dazu wiirde sich beispielsweise Tryptophan anbieten, da diese Aminosédure
in sdmtlichen Bindungspartnern von GABARAP konserviert ist [105]. Ein Vergleich

der Vorzeichen von Anderungen der chemischen Verschiebung durch die Titration von
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Abbildung 5.4: Vergrofterter Ausschnitt der hydrophoben Bindetasche hp2 in der Struk-
tur von GABARAP (PDB-Eintrag 1GNU). A) Aminoséurereste sind in der Struktur von
GABARAP gemif der Grofe von Awpy des schnelleren Austauschprozesses farblich markiert.
B) Einfarbung nach der Grofe des RMSD zwischen der der Kristallstruktur von GABARAP
(PDB-Eintrag 1GNU) und GABARAP in Interaktion mit dem synthetischen Liganden K1
(PDB-Eintrag 3D32).

Tryptophan zu GABARAP, die von Thielmann et al. (2008) ermittelt wurden, mit
den durch H(S/M)QC ermittelten Vorzeichen zeigt eine Ubereinstimmung fiir neun
Aminosaurereste, wobei drei weitere Reste eine deutliche Verschiebung in die andere
Richtung aufweisen [105]. Da GABARAP viele Interaktionspartner aufweist, ist davon
auszugehen, dass sich die lokale Struktur der hp2 von GABARAP je nach Ligand leicht
unterscheidet.

Der gering populierte Austauschprozess konnte aufserdem fiir die Oligomerisierung
von GABARAP bedeutsam sein. Die unter Hochsalzbedingungen von Coyle et al.
(2002) kristallisierte offene Struktur von GABARAP zeigt, dass GABARAP in dieser
Konformation Oligomere bildet, in denen der N-Terminus eines Molekiils in die hydro-
phobe Bindetasche hp2 eines benachbarten Molekiils bindet [19]. Abbildung 5.5 zeigt
wie die GABARAP-Oligomere die Fusion von Membranen induzieren konnten. Fiir die
Interaktion von GABARAP mit einem benachbarten Molekiil zeigt der N-Terminus

vom Proteinkern weg und interagiert mit der hydrophoben Tasche des benachbarten

152



5. Diskussion

Molekiils. Auch wenn die Oligomerisierung moglicherweise durch die Kristallisation
bedingt ist, belegen andere nicht strukturell-basierte Studien die Relevanz der Oligo-
merisierung von Proteinen der Atg8 Familie fiir die Fusion von Membranen im Rah-

men der Autophagie [17, 18]. Es wire moglich, dass der gering populierte schnellere

Abbildung 5.5: Mdgliches Modell von Membranfusion durch GABARAP-Oligomere in cis-
(links) und trans-Verankerung (rechts) an die Membran. Die Membran ist durch die orange-
farbene Linie gekennzeichnet (M). (Abbildung von Dr. Oliver Weiergréber, ICS6 nach Coyle
et al. (2002))

Austauschprozess im Proteinkern mit einer Oligomerisierung in Zusammenhang steht.
Zwar konnte durch Diffusionsmessung gezeigt werden, dass der hydrodynamische Radi-
us GABARAP-Monomeren entspricht, jedoch ist die Methode nicht sensitiv wenn der
Anteil an Dimeren oder Oligomeren vernachlassigbar klein gegeniiber der monomeren
Fraktion ist. Um tiefere Einblicke zu erlangen, konnten in weiterfithrenden Arbeiten Ti-
trationsexperimente mit einem der N-terminalen Subdoméne (Aminosduren Metl bis
Lys6) entsprechenden Peptid zu GABARAP durchgefiihrt werden. Falls die Konzentra-
tion des Peptids einen Einfluss auf den Austauschprozess insbesondere die Besetzung

hat, so wére dies ein Hinweis auf die Oligomerisierung.

5.6.5 Zusammenhang des langsameren und schnelleren

Austauschprozess von GABARAP

Die Tatsache, dass der angeregte Zustand des langsameren Austauschprozesses zu 44 %
populiert ist und bei 25 °C einer Austauschrate von k., — 1275~ 457! unterliegt, der
angeregte Zustand im Proteinkern jedoch nur 0,8 % populiert ist und mit einer hohe-

ren Rate von k., = 725s7 ! +42s~! austauscht lidsst zunichst einmal vermuten, dass
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beide Prozesse unterschiedliche funktionelle Bedeutung haben. Beriicksichtigt man al-
lerdings die FRET-Experimente, die groke Konformationsanderungen des N-Terminus
auf der Mikrosekundenzeitskala aufzeigen (s. Abschnitt 5.6.1), zusammen mit den durch
die NMR-spektroskopische Charakterisierung aufgezeigten lokalen Anderungen des N-
Terminus auf der Millisekundenzeitskala, so konnte dies ein Hinweis auf eine Korrelation
der verschiedenen durch NMR-Spektroskopie ermittelten Austauschprozesse sein. Das
hypothetische Modell in Abbildung 5.3 (B) suggeriert, dass die langsame Dynamik mit
einem Offnen und Schliefen der Verkniipfung zwischen NHD und der UAD einher-
geht. Im offenen Zustand ist der N-Terminus flexibel und ermdglicht eine Interaktion
mit der hydrophoben Tasche eines benachbarten GABARAP-Molekiils. Grundsétzlich
ware es durch einen 3-Zustands-Fit moglich herauszufinden, ob der N-Terminus zusétz-
lich zu der langsamen Dynamik ebenfalls am schnelleren Austauschprozess beteiligt ist.
In Anbetracht der Tatsache, dass der schnellere Austauschprozess an der Detektions-
grenze von CPMG-Experimenten liegt, ist die Chance die Uberlagerung durch einen
3-Zustands-Fit zu detektieren jedoch minimal. Eine Uberpriifung dieses Modells kénn-
te durch NMR-spektroskopische Experimente mit PREs, GABARAP-E100A oder der
Titration eines Liganden, zusammen mit fluoreszenzspektroskopischen Experimenten

bei variierender Salzkonzentration oder an GABARAP-E100A erfolgen.

5.7 Charakterisierung von GABARAP-E100A

Die NHD ist mit der UAD in GABARAP durch intramolekulare Wechselwirkungen
verkniipft. Besonders relevant scheint dabei die Salzbriicke zwischen Lys6 und Glu100
zu sein, da diese in den GABARAP-Homologen Gate-16 und LC3A konserviert ist. Das
Alignment der Aminoséduresequenzen von GABARAP, Gate-16, Atg8 und LC3A in Ab-
bildung 5.6 zeigt die Homologie fiir die Proteine der Atg8 Familie. Zwar besitzen die
GABARAP-Homologen ein Asp100 anstelle eines Glu100, jedoch kann dies genauso mit
Lys6 durch die Ausbildung einer Salzbriicke wechselwirken wie das Glul00. Im Hefe-
Homolog Atg8 hingegen kommt es vermutlich zu keiner Ausbildung dieser Salzbriicke

bzw. der Verkniipfung von der NHD mit der UAD, da der N-Terminus hochst flexibel
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Abbildung 5.6: Sequenzhomologie von GABARAP und den Homologen GATE-16, ATGS8
sowie LC3A. Die potentielle Salzbriicke zwischen Lys6 und Glul00 bzw. Aspl00 ist durch
die gestrichelte Linie gekennzeichnet. Die in roter Schrift dargestellten Reste weisen gleiche
Eigenschaften beziiglich Ladung oder Hydrophobizitit in GABARAP und seinen Homologen

auf, wahrend rot hinterlegte Reste vollstindig konserviert sind.

auf der Mikro- bis Millisekundenzeitskala ist, was sich durch fehlende Resonanzen in
dem von Schwarten et al. (2009) aufgenommenen NMR-Spektrum zeigt [106]. Wird
jedoch das Lys26 zu einem Pro26 mutiert, das in den Homologen GABARAP, Gate-16
sowie LC3A vorhanden ist, kommt es zu einer Stabilisierung des N-Terminus durch die
Ausbildung von helikalen Sekundérstrukturelementen, so wie es fiir die Homologen der
Fall ist [107]. Die unter hohen Salzbedingungen erhaltene Kristallstruktur von Coyle
et al. (2002) zeigt GABARAP in einer offenen und oligomeren Konformation. In die-
ser Konformation ist die Salzbriicke zwischen Lys6 und Glul00 nicht vorhanden. Des
Weiteren wurden fiir GABARAP mittels FRET, wie bereits in Abschnitt 5.6 erwdhnt,
dynamische Austauschprozesse auf der Mikrosekundenzeitskala ermittelt, die eine grofse
raumliche Anderung des N-Terminus implizieren. Basierend auf diesen Erkenntnissen
wurde die Variante GABARAP-E100A erstellt, in der die Salzbriicke zwischen Lys6 und
Glul00 nicht ausgebildet werden kann, um einen moglichen funktionellen Zusammen-
hang zu der N-terminalen Dynamik herzustellen. Wang et al. zeigten bereits im Jahr
2000, dass die Interaktion des N-Terminus von GABARAP mit Tubulin durch erhohte
Salzkonzentrationen (400 mM NaCl) verhindert wird [9]. Im Gegensatz zu GABARAP
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und LC3A zeigt Atg8, das einen flexiblen unstrukturierten N-Terminus besitzt, kei-
ne Interaktion mit Tubulin, was auf einen Zusammenhang zwischen der N-terminalen
Dynamik und der Interaktion mit Liganden hindeutet [108, 109].

Das ['H,'N]-HSQC-Spektrum von GABARAP-E100A zeigt bei 25°C keine Re-
sonanzen der N-terminalen Aminosdurereste. Bei einer Temperaturverringerung auf
10 °C sind einzelne N-terminale Resonanzen sichtbar, die jedoch ein geringes Signal-zu-
Rausch-Verhiltnis aufweisen. Interessanterweise zeigen die N-terminalen Resonanzen
bei 10 °C keine Aufspaltung, wie es fiir das wt GABARAP der Fall ist. Stattdessen ist
nur eine Resonanz sichtbar, die dem Zustand B des Multipletts im wt GABARAP ent-
spricht. Diese Unterschiede der Linienform weisen auf Anderungen des N-terminalen
Austauschprozesses hin. Um auszuschliefien, dass sich lediglich die Rate des Austausch-
prozesses gedndert hat und die Resonanzen aufgrund von maximaler Linienverbreite-
rung nicht sichtbar sind, wie es im Koaleszenzregime der Fall sein kénnte, wurden
['H,">N]-HSQC-Spektren bei Temperaturen von 10 °C bis 40 °C aufgenommen. In kei-
nem der Spektren treten zusétzliche Resonanzen auf (Spektren nicht gezeigt). Es wére
moglich, dass GABARAP iiber den N-Terminus oligomerisiert und dadurch die Reso-
nanzen bei einer Temperaturerh6hung auf 25 °C verschwinden.

Die Herstellung von GABARAP-E100A erweist sich durch die signifikanten Ande-
rungen der N-terminalen Dynamik folglich als sehr interessant um die Frage zu be-
antworten, ob GABARAP unter bestimmten Bedingungen tatséchlich oligomerisiert.
Vertiefende Einblicke kénnen durch die Charakterisierung der Dynamik mittels CPMG-
RD sowie Diffusionsmessungen zur Bestimmung des hydrodynamischen Radius erlangt

werden.

5.8 Nanodisk-verankertes GABARAP

5.8.1 Assemblierung von Nanodisk-verankertem GABARAP

Vor der Nanodiskassemblierung wurde zunéchst lipidiertes GABARAP durch eine Ma-
leimidkopplung von GABARAP-G116CA117 und MPB-PE hergestellt. Der Vorteil
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gegeniiber der enzymatischen Lipidierung besteht darin, dass die Lipidierung vollstén-
dig kontrollierbar ist und die Enzyme Atg3 und Atg7 nicht bendtigt werden. Bisher
wurde die enzymatische Lipidierung lediglich mit Konzentrationen von etwa 10uM
GABARAP bzw. GABARAP-Homologen an Liposomen durchgefiihrt [110, 111]. Nath
et al. (2014) haben gezeigt, dass Atg3 eine fiir die Membrankriimmung sensitive Domé-
ne besitzt und daher an flachen Membranen, wie es bei Nanodisks der Fall wére inaktiv
ist [110]. Grundsétzlich besteht jedoch die Méglichkeit das Enzym Atg3 durch eine Mu-
tation auch fiir flache Membranen zu aktivieren [110]. Da die fusogene Funktion von
lipidiertem GABARAP durch das Einfiigen der Cysteinmutation jedoch nicht beein-
flusst wird, war die Herstellung von lipidiertem GABARAP durch die Maleimidkopp-
lung im Hinblick auf eine fiir die NMR~Spektroskopie notwendige hohe Konzentration
im sub-millimolaren Bereich die Methode der Wahl [18].

Fiir die Herstellung der Nanodisks wurde das verkiirzte Konstrukt des MSP1D1-
Proteins, das MSP1D1Ab5 verwendet. Das MSP1D1Ab entspricht dem MSP1D1, aus
dem die Aminoséduren 121 bis 142 durch Mutation entfernt wurden [25]. Mit dem
verkiirzten Konstrukt lassen sich Nanodisks mit einem geringeren hydrodynamischen
Durchmesser von etwa 9,2nm herstellen, was fiir die NMR-Spektroskopie von Vorteil
ist [25]. Das Molekulargewicht einer leeren MSP1D1A5-Nanodisk betrdgt 95kDa im
Vergleich zu 124 kDa einer MSP1D1-Nanodisk [25]. Rein stochiometrisch befinden sich
an den in dieser Arbeit hergestellten Nanodisks je zwei GABARAP Molekiile an ei-
ner Nanodisk, sodass eine GABARAP-Nanodisk ein Molekulargewicht von 123 kDa
aufweist. Die Aufreinigung assemblierter monodisperser GABARAP-Nanodisks wurde
zundchst iiber eine Gelfiltration sichergestellt. Das Elutionsvolumen einer Gelfiltration
dieser GABARAP-Nanodisks mit einer Hil.oad 16/600 Superdex 200 pg Saule betragt
58 ml bis 74 ml und ist damit kleiner als das leerer assemblierter MSP1D1A5-Nanodisks,
die bei einem Volumen von 72 ml eluieren [83|. Das verringerte Elutionsvolumen deutet
auf einen groferen hydrodynamischen Radius von etwa 9,7nm hin und liefert somit
einen Hinweis auf die erfolgreiche Verankerung des GABARAP an die Nanodisks. Da

neben dem monodispersen Elutionspeak bei 58 ml bis 74 ml ansonsten keine erhéhten
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Absorptionswerte bei 280 nm sichtbar waren, ist von einer nahezu vollstéandigen Ver-
ankerung des verwendeten GABARAPs an die Nanodisks auszugehen. Ebenso ist kein
freies MSP1D1Ab vorhanden, was darauf hindeutet, dass ein geeignetes Verhéltnis von
MSP1D1Ab5 zu Lipiden gewéhlt wurde. Eine SDS-PAGE diente der weiteren Verifizie-
rung, dass der Elutionspeak tatséchlich Nanodisk-verankertes GABARAP enthélt. Da
das lipidierte GABARAP schneller lduft als unlipidiertes GABARAP, sind die Banden
in einer SDS-PAGE von denen des etwa 18 kDa grofsen MSP1D1Ab5 unterscheidbar.
Bei einer Konzentration von 300 uM waren die Nanodisks auch nach erfolgten NMR-
Messungen noch stabil, was durch eine analytische Gelfiltration {iberpriift wurde.

Es ist bekannt, dass Proteine in Nanodisks aufgrund des grofsen Molekulargewichts
kleine transversale Relaxationszeiten aufweisen und demnach zu stark linienverbreiter-
ten Resonanzen in NMR-Spektren fiihren, die auch bei der Verwendung von TROSY-
Pulssequenzen signifikant verbreitert sind [112]. Eine Verringerung der Linienbreite
ist durch die Verwendung der kleineren Nanodisks mit MSP1D1A5 zu erwarten [25].
Des Weiteren handelt es sich bei GABARAP-Nanodisks um eine Verankerung und das
GABARAP wird nicht integral in die Nanodisk eingebaut, sodass die TROSY-Spektren
von GABARAP an der Nanodisk insbesondere bei 40 °C scharfere Resonanzen aufwei-
sen, als es fiir ein 123kDa grofes Molekiil zu erwarten wére. So sind die Resonan-
zen im TROSY-Spektrum bei 40 °C von Nanodisk verankertem GABARAP gegeniiber
denen des freien GABARAP kaum linienverbreitert. Wichtig fiir ein grofses Signal-
zu-Rausch-Verhéltnis war dabei insbesondere jedoch die hohe Temperatur von 40 °C.
Denn zum einen liegt diese Temperatur oberhalb der Phaseniibergangtemperatur der
DMPC-Nanodisks (etwa 30°C) und zum anderen ist die transversale Relaxationszeit
der GABARAP-Nanodisks im Vergleich zu 25 °C vergrofert [113, 114]. Die chemischen
Verschiebungen von Nanodisk-verankertem GABARAP verdndern sich im Vergleich
zu freiem GABARAP lediglich fiir die Aminosdurereste Lys38, Asn82, Tyr115 und
Gly116 in der Nahe der Verankerung, was mit der Beobachtung von Ma et al. (2010)
iibereinstimmt, die ein HSQC-Spektrum von Nanodisk-verankertem GABARAP mit
N-terminalen Uberhang aufgenommen haben [115]. Der N-terminale Uberhang, wel-

cher aufgrund der Thrombin-Schnittstelle in dem von Ma et al. (2010) verwendeten
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GABARAP vorliegt, hat daher auch keinen Einfluss auf die Struktur von Nanodisk-
verankertem GABARAP.

5.8.2 CPMG-RD-Experimente von GABARAPA117 zeigen die
gleichen Austauschprozesse wie das wt GABARAP

Neben dem GABARAP Wildtyp wurde auferdem die Millisekundendynamik von
GABARAPA117 untersucht, das bei der enzymatischen Lipidierung von GABARAP
als Zwischenprodukt entsteht. Dies war wichtig um mogliche Anderungen der Dynamik
durch eine Nanodisk-Verankerung eindeutig auf die Membranumgebung zurtickzufiih-
ren und nicht auf die Deletion des Leull7. Dazu wurden ’N-CPMG-RD-Experimente
bei Temperaturen von 15 °C, 25 °C sowie 35 °C bei zwei verschiedenen Feldstérken auf-
genommen. Diese Experimente wurden an 1,0 mM GABARAPA117 durchgefiihrt. Das
GABARAPA117 besitzt die gleichen Austauschprozesse wie das wt GABARAP. So
konnte zum einen der langsamere Austauschzustand im N-Terminus und der benach-
barten Schleife ermittelt werden, der eine dhnliche Besetzung beider Austauschzustédnde
aufweist und zum anderen der schnellere gering populierte Austauschprozess in der
Region der hydrophoben Bindetasche hp2. Die Besetzung des langsameren Prozesses
betriagt wie fiir das wt GABARAP pp=44% und auch die Austauschraten unter-
scheiden sich lediglich im Rahmen des Fehlers. Fiir den schnelleren Austauschprozess
hingegen ergeben sich fir GABARAPA117 um etwa 1,5-fach hohere Raten und die
Besetzung der Zusténde ist um 0,1 bis 0,2% geringer. Wihrend die Anderung von
Rate und Besetzung vermutlich auf leicht andere Pufferbedingungen zuriickzufiihren
sind, wiirde man fiir die Differenz der chemischen Verschiebung dhnliche Werte er-
warten, wenn es sich um den gleichen Austauschprozess handelt. Insgesamt liefert der
Fit der CPMG-RD-Kurven von GABARAPA117 kleinere Aw Werte. Eine grafische
Auftragung der Aw fiir den wt und die Deletionsvariante zeigt jedoch die Korrelation
der Werte, was darauf hindeutet, dass es sich héchstwahrscheinlich um den gleichen
Austauschprozess handelt. Die Ursache fiir die Diskrepanzen konnten beispielsweise

leicht unterschiedliche Salz- oder Proteinkonzentrationen sein. Fehler sind jedoch auch
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dadurch moglich, dass die Besetzung von weniger als 1% am unteren Limit dessen
liegt, was mit Hilfe von CPMG-RD-Experimenten nachweisbar ist. Zwar steigt die
Besetzung mit Erhohung der Temperatur auf bis zu 1,3% an, jedoch wird der Pro-
zess dann so schnell, dass man dann beziiglich der Rate an die Nachweisgrenze (etwa

2000s~1) von CPMG-RD-Experimenten gerét.

5.8.3 Austauschprozesse auf der Millisekundenzeitskala

existieren auch in Nanodisk-verankertem GABARAP

Um zu beurteilen, ob der langsamere Austauschprozess, der in den NMR-Spektren
von GABARAP eine Peakaufspaltung verursacht, auch in dem Nanodisk-verankerten
GABARAP vorhanden ist, wurde zunéchst die Linienform betroffener Resonanzen ver-
glichen. Die Linienform der vom langsameren Austausch betroffenen Resonanzen éndert
sich fiir das Nanodisk-verankerte GABARAP nicht. Dieser Austauschzustand bleibt da-
her durch die Lipidierung sowie die Verankerung an Nanodisk unbeeinflusst. Fiir Atg8,
das GABARAP-Homolog in der Hefe wird angenommen, dass die Lipidierung eine
Konformationsinderung der NHD verursacht [116]. Die Aussage beruht auf der unter-
schiedlichen Bindungsaffinitdt an einen Antikorper, der spezifisch fiir den N-Terminus
von Atg8 ist. Dies ist nicht mit dem in dieser Arbeit charakterisierten Austauschpro-
zess im N-Terminus von GABARAP korreliert. Es ist aber nicht auszuschliefen, dass
zusétzliche dynamische Prozesse vorhanden sind, die von den langsamen N-terminalen
Austausch iiberdeckt werden.

Fiir die Beurteilung des gering populierten schnelleren Austauschprozesses im Pro-
teinkern wurde ein TROSY-CPMG-Spektrum bei 40 °C aufgenommen. Eine Literatur-
recherche hat ergeben, dass CPMG-Experimente an einem Protein in einem Protein-
Nanodisk-Komplex im Rahmen dieser Arbeit das erste mal durchgefiihrt wurden.

Aufgrund des grofen Molekulargewichts von etwa 123kDa und der damit verbun-
denen schnellen transversalen Relaxation ist die Aufnahme von CPMG-Spektren eine
anspruchsvolle Aufgabe, dennoch war ein Versuch unter Verwendung kleiner Nanodisks

und TROSY-CPMG-Experimenten fir GABARAP sinnvoll, da GABARAP lediglich
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an der Nanodisk verankert ist und damit moéglicherweise eine langsamere transversale
Relaxation zeigt, als ein in die Nanodisk integriertes Protein. Obwohl die Resonan-
zen der TROSY-Spektren von Nanodisk-verankertem GABARAP wie bereits erwiahnt
bei 40°C eine dhnliche Linienbreite wie die des freien GABARAP aufweisen, fiihrt
das im TROSY-CPMG eingefiigte Relaxations-Zeitintervall zu einem niedrigen Signal-
zu-Rausch-Verhaltnis. Das Relaxations-Zeitintervall wurde im Vergleich zum freien
GABARAP um 12ms verkiirzt um den Signalverlust zu minimieren. Dennoch war
die exakte Auswertung der Relaxationsdispersionkurven fiir die Bestimmung der Aus-
tauschrate und Population des angeregten Zustands nicht moglich. Die Relaxations-
dispersion von Lys48 und Arg68 ist beispielsweise erkennbar und es ist folglich davon
auszugehen, dass auch die Dynamik im Proteinkern weiterhin besteht. Eine Auswer-
tung der Kinetik war jedoch aufgrund des zu grofsen Fehlers der effektiven Raten nicht
moglich. Bei genauerer Betrachtung der CPMG-RD-Kurven fillt auf, dass die effektive
Relaxationsrate R,y fiir hohe CPMG-Frequenzen im Falle der Nanodisks etwa vier
mal so grofs ist wie die von freiem GABARAP (vgl. Abb. 4.52 A, B und Abb. 4.53 A,
B). Dies ist auf die kiirzere transversale Relaxationszeit der Nanodisks zuriickzufiihren,
da sich Reff oo dem Wert der transversalen Relaxationsrate Ry annahert.

Die TROSY-CPMG-Spektren haben einen Einblick in die Dynamik von Nanodisk-
verankertem GABARAP gewahrt, der in zukiinftigen Arbeiten durch die Verankerung
von deuteriertem GABARAP vertieft werden kann. Denn Hagn et al. (2013) haben
gezeigt, dass eine Deuterierung die Qualitiat der NMR-Spektren von Proteinen in Nan-
odisk deutlich erhoht [25]. Durch die Verwendung deuterierter Proteine und die An-
wendung von TROSY-CPMG-Experimenten konnte demnach bereits chemischer Aus-
tausch in Proteinen mit grofsem Molekulargewicht nachgewiesen und charakterisiert
werden [117]. Durch Methyl-TROSY-CPMG-Experimente gelang es, chemischen Aus-
tausch in einem Exosom-Komplex von 173kDa zu quantifizieren [118].

Weitere Moglichkeiten die Dynamik von GABARAP in Membran-dhnlicher Umge-
bung zu untersuchen sind durch die Wahl der Lipide gegeben. So konnte eine méogliche
Oligomerisierung von GABARAP an Nanodisks auch von der Lipidkomposition abhén-
gen, da bereits in vitro Studien der Lipidierung von Atg8, GABARAP und anderen
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5. Diskussion

Proteinen der gleichen Familie eine Abhéngigkeit der Lipidkomposition gezeigt haben
[116, 110]. Nath et al. (2014) konnten zeigen, dass die Lipidkomposition insbesondere
fiir die enzymatische Lipidierung relevant ist, da das fiir die Lipidierung notwendige
Enzym Atg3 eine Sensordoméne fiir die Membrankriimmung besitzt. Die Lipidierung
erfolgt demnach am besten bei einer PE-Konzentration von mindestens 30 % [116, 110].
Allerdings spielt auch die Ladung der Lipide eine Rolle, da die in vitro Lipidierung von
Atg8 auch bei geringeren PE-Konzentrationen durch die Verwendung von 10 % bis 20 %
negativ geladenen Aminosdurereste Phosphatidylglycerol (PG) oder Phophsatidylino-
sitiol (PI) deutlich effektiver ist [116].
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6 Ausblick

Die Charakterisierung der internen Dynamik von GABARAP auf der Piko- bis Na-
nosekundenzeitskala erfolgte im Rahmen dieser Arbeit und dariiber hinaus durch eine
Kooperation umfassend und ist damit abgeschlossen. Das im Rahmen dieser Koope-
ration etablierte integrierte Konzept vereint die komplementiren experimentellen Me-
thoden der NMR- und Fluoreszenzspektroskopie sowie die MD-Simulation zur Charak-
terisierung von Proteindynamiken auf der Piko- bis Nanosekundenzeitskala. Dies soll
zukiinftig im Rahmen des SFB 1208 auf die Charakterisierung langsamerer Mikro- bis

Millisekundendynamik erweitert werden.

GABARAP unterliegt auf der Mikro- bis Millisekundenzeitskala einem langsame-
ren Austauschprozess zwischen zwei nahezu gleich besetzten Zustédnden, sowie einem
schnelleren Austauschprozess mit einem gering populierten angeregten Zustand von le-
diglich 0,8 % bei 25 °C. Ausgehend von den identifizierten und umfangreich charakteri-
sierten Austauschprozessen ergeben sich samtliche Moglichkeiten die Gleichgewichtszu-
stande durch verschiedene Bedingungen gezielt zu beeinflussen, um so tiefere Einblicke
in die biologische Funktion dieser Austauschzusténde zu erlangen.

Der langsamere Austauschprozess ist im N-Terminus, der angrenzenden Schleife und
Teilen von ; und [ lokalisiert. Durch die Herstellung von GABARAP-E100A, das die
Ausbildung der Salzbriicke zwischen Lys6 der NHD und Glul00 der UAD verhindert,
scheint ein Zustand des im wt GABARAP langsameren Austauschprozesses stabilisiert
zu sein. Die weitere Charakterisierung dieser Variante durch CPMG-RD-Experimente
konnte interessante Details tiber die funktionelle Relevanz dieser Dynamik und eine

mogliche Oligomerisierung liefern.
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6. Ausblick

Die grofsen Konformationsinderungen des N-Terminus von GABARAP, die durch
FRET-Experimente im Rahmen der Kooperation mit der AG von Prof. Dr. C. Sei-
del (HHU) ermittelt wurden, weisen ebenfalls darauf hin, dass die Verbindung der
NHD und der UAD durch die Salzbriicke zwischen Lys6 und Glul00 nicht vollsténdig
stabil sein kann. Diese durch FRET ermittelte Dynamik findet auf der Mikrosekun-
denzeitskala statt und wurde durch die NMR-Experimente nicht entdeckt. Fiir die
NMR-spektroskopische Charakterisierung von Mikrosekundendynamik, die mit grofen
Konformationsdnderungen einhergeht eignen sich PRE-Experimente, die zur Validie-
rung und weiteren Analyse der mittels FRET ermittelten Dynamik des N-Terminus
von GABARAP geplant sind.

Die Tatsache, dass die Austauschkinetik des schnelleren gering populierten Zustands
im Proteinkern von GABARAP fiir unterschiedliche Proben leicht variiert, konnte auf
eine Anderung der Dynamik in Abhingigkeit des Puffers hindeuten. Es wire daher
dufserst interessant diese Abhéngigkeit im Detail zu tiberpriifen, indem beispielsweise
die Auswirkung einer gezielten Anderung der Salzkonzentration auf die Population
des angeregten Zustands quantifiziert wird. Falls die Dynamik in der hp2 mit einer
moglichen Homo-Oligomerisierung verkniipft ist, wiirde sich die Population vermutlich
durch die Variation der GABARAP-Konzentration oder auch durch die Titration eines
Liganden, der dem N-Terminus von GABARAP entspricht beeinflussen lassen, da die
Aminosduren 1—6 von GABARAP laut Coyle et al. (2002) mit der Region der hp2
interagieren.

Da die CPMG-RD-Experimente von Nanodisk-verankertem GABARAP ebenfalls
Hinweise auf die im freien GABARAP detekierten Austauschprozesse liefern, ist die
Herstellung von deuteriertem Nanodisk-verankerten GABARAP fiir die Quantifizie-
rung der Austauschkinetik besonders interessant. Dies erdffnet ein weites Feld zur
Charakterisierung der Dynamik bei verschiedenen Lipidzusammensetzungen, beispiels-
weise unter Verwendung negativ geladener Lipide wie PI oder PG, die eine effizientere
enzymatische Lipidierung bewirken, mit dem Ziel den Zusammenhang zwischen Kon-

formationsdnderungen und Funktionen in der Autophagie herzustellen.
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A Anhang

Erweitere Zuordnung von 'H" und "N-Resonanzen

Tabelle A.1: Erweitere Zuordnung von aufgespaltenen 'HV- und N-Resonanzen. Gezeigt

sind die chemischen Verschiebungen des jeweils intensitatsstéarksten Signals eines Multipletts.

Aminoséure '"HY [ppm] N [ppm]
Val4 11,81 134,92
Tyr5 10,60 122,86
Val6 6,98 110,74
Glu7 7,66 117,44
Glu8 7,79 116,32
His9 7.15 117,14
Phell 9,41 124,80
Glu100 8,88 120,73
Glul01 9,53 121,70
Asp102 7.83 114,91
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A. Anhang

Gemessene Aw des langsamen Austauschprozesses von

GABARAP

Tabelle A.2: Aw der 'HY und '®N Kerne des langsamen Austauschprozesses von GABARAP
bestimmt aus einem ['H,N]-HSQC bei 10°C.

Aminosdure  Awy [ppm]  0Awy [ppm] Awy [ppm]  dAwy [ppm]

Vald 0,11 0,01 0,69 0,01
Tyr5 0,17 0,01 0,14 0,01
Lys6 0,08 0,01 0,35 0,01
Glu7 0,04 0,01 0,28 0,01
Glu8 0,29 0,01 0,70 0,01
His9 0,13 0,01 0,89 0,01
Phell -0,06 0,01 0,46 0,01
Lysl3 0,16 0,01 0,03 0,01
Argld 0,14 0,01 0,62 0,01
Argl5 0,13 0,01 10,48 0,01
Leul? 0,10 0,01 0,04 0,01
Glul9 0,06 0,01 0,01 0,01
Lys20 0,07 0,01 0,01 0,01
Val29 0,01 0,01 0,23 0,01
Leu51 ; _ 0,24 0,01
Glu100 0,01 0,01 0,34 0,01
Glul01 0,11 0,01 0,43 0,01
Aspl02 0,02 0,01 0,54 0,01
Phel03 0,03 0,01 0,29 0,01
Phel04 0,05 0,01 0,32 0,01
Leul05 0,07 0,01 0,01 0,01
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A. Anhang

Tabelle A.3: Aw der BCO und 3C® Kerne des langsamen Austauschprozesses von
GABARAP bestimmt aus einem 3D HNCO und 3D HNCA bei 10 °C.

Aminoséure  Awco [ppm|  0Awco Awc, [ppm|  0Aweq
[ppm] [ppm]

Val4 0,08 0,09 - -
Tyr5 0,51 0,09 0,2 0,09
Lys6 20,26 0,09 ; ;
Glu7 0,05 0,09 - -
Glu8 0,04 0,09 -0,17 0,09
His9 - ; 0,20 0,09
Phe 11 -0,30 0,09 -0,47 0,09
Glul2 0,09 0,09 - -
Lys13 0,12 0,09 -0,02 0,09
Argl4 0,72 0,09 0,61 0,09
Argl5 ; ; 20,03 0,09
Leul7 0,00 0,09 - -
Glul9 0,00 0,09 - -
Lys20 -0,00 0,09 - -
His98 0,08 0,09 - -
Glu100 0,07 0,09 - -
Glul01 -0,2 0,09 -0,13 0,09
Aspl102 - - -0,11 0,09
Phel03 -0,07 0,09 - -
Phel04 -0,05 0,09 -0,09 0,09
Leul05 - - -0,03 0,09
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A. Anhang
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Abbildung A.1: Berechnete SSP auf Grundlage der chemischen Verschiebungen von CO-
und C*-Kernen des zu 56 % populierten Zustands (blau) und des zu 44 % populierten Aus-
tauschzustands (rot). Positive Werte weisen auf eine a-helikale Sekundérstruktur hin, wihrend
negative Werte typisch fiir -Stringe sind. Zur Berechnung wurde das Programm ssp verwen-

det [56]. Das Schema oberhalb der Abbildung zeigt die tatséchliche Sekundérstruktur von
GABARAP (PDB-Eintrag 1GNU).

168



A. Anhang

Fitparameter der CPMG-RD-Experimente

N-CPMG-Fitparameter von GABARAP

Tabelle A.4: Fitparameter der "’N-CPMG-RD-Kurven des langsameren Austauschprozesses
von GABARAP bei Temperaturen von 15 °C bis 35 °C.

reduziertes x? = 3,1

Temperatur [°C] ps (%] opg %]
15 44 -

25 44 -

35 44 -
Temperatur [°C]| Kex [s7Y] Okey [s7Y]
15 66 3

25 127 4

35 389 12
Aminoséure |Aw| [ppm] dAw [ppm]
Glu7 0,44 0,01
Glus 0,60 0,03
His9 0,78 0,03
Argl4 0,64 0,01
Argl5 0,55 0,02
Val29 0,35 0,01
Val31l 0,22 0,01
Ile41 0,25 0,01
Valb1 0,36 0,01
Glu100 0,51 0,01
Glu102 0,56 0,01
Phel03 0,30 0,01
Phel04 0,27 0,01
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A. Anhang

Tabelle A.5: Fitparameter der ">’N-CPMG-RD-Kurven des schnelleren Austauschprozesses
im Proteinkern von GABARAP bei Temperaturen von 15 °C bis 40 °C.

reduziertes y? = 1,52

Temperatur [°C] ps [%] dps (%]
15 0,76 0,04
25 0,80 0,02
35 1,0 0,02
40 1,30 0,03
Temperatur [°C] Kex [s77] Okey [s7Y)
15 607 o7
25 725 42
35 1304 42
40 2005 34
Aminoséure Aw [ppm] dAw [ppm]
Val33 1,01 0,03
Glu34 1,26 0,03
Lys35 1,39 0,03
Ala36 1,87 0,03
Ala39 1,10 0,03
Leu44 1,69 0,03
Aspd5 187 0,15
Lys46 1,42 0,03
Lys48 2,23 0,04
Tyr49 2,57 0,05
Leub0 2,97 0,13
Serb3 1,33 0,03
Leubbd 1,03 0,03
Gly58 1,99 0,04
GInd9 1,71 0,03
Phe60 1,89 0,04
Tyr61 1,12 0,03
Phe62 2,04 0,04
Leu63 3,99 0,08
Lys66 1,32 0,03
Arg67 1,81 0,03
[1e68 2,99 0,05
Arg 71 1,77 0,03
Glu73 2,00 0,05
AspT4 2,10 0,03
Leu76 1,89 0,03
Phe77 1,70 0,04
Phe78 1,95 0,04
Phe79 1,33 0,03
Asplll 1,00 0,04
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A. Anhang
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Abbildung A.2: Anstieg von CPMG-RD-Kurven fiir voppsa > 1000 Hz aufgenommen an

einem Bruker Spektrometer mit einer Protonenlarmorfrequenz von 600 MHz bei 40°C am
Beispiel von Tyr49. Dieser Anstieg ist auf einen Hardwarefehler zuriickzufithren. Fiir den Fit
der CPMG-RD-Kurven wurden die Datenpunkte fiir voppre > 1000 Hz nicht berticksichtigt,

wenn die effektiven Raten einen Anstieg aufweisen.
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A. Anhang

'HY-CPMG-Fitparameter von GABARAP

Tabelle A.6: Fitparameter der 'HY-CPMG-RD-Kurven des langsamen Austauschprozesses
bei 25 °C. Die "HN-CPMG-RD-Kurven wurden zusammen mit N-CPMG-RD-Kurven gemes-
sen. Die Aufnahme erfolgte jeweils an der gleichen Probe bei einer Protonenlarmorfrequenz
von 600 MHz und 900 MHz.

reduziertes x? = 3,2

ps [%] ops [%]

44 -

ke [s71] 0key [

251 7

Aminosdure  |Awy| [ppm]  0Awy [ppm]  |Awy| [ppm]  dAwpy [ppm]
Tyrd 0,24 0,04 0,08 0,01
Glu7 0,41 0,01 0,04 0,01
Lys13 0,12 0,01 0,11 0,01
Glul7 0,11 0,01 0,08 0,01
Gly18 0,06 0,01 0,03 0,01
Glul9 0,00 0,01 0,04 0,01
Val29 0,27 0,01 0,02 0,01
His99 0,28 0,01 0,04 0,01
Glu100 0,42 0,01 0,02 0,01
Aspl02 0,49 0,01 0,02 0,01
Phel03 0,26 0,01 0,02 0,01
Phel04 0,26 0,01 0,03 0,01
Leul05 0,04 0,06 0,05 0,08
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A. Anhang

Tabelle A.7: Fitparameter der "HY-CPMG-RD-Kurven des schnelleren Austauschprozesses
bei 25 °C. Die "HY-CPMG-RD-Kurven wurden zusammen mit ">’ N-CPMG-RD-Kurven gemes-
sen. Die Aufnahme erfolgte jeweils an der gleichen Probe bei einer Protonenlarmorfrequenz
von 600 MHz und 900 MHz.

reduziertes x? = 1,82

ps [%] ops [%]

0,53 0,02

Kep [571] Okey [s71]

1087 96

Aminosdure  |Awy| [ppm]  JAwy [ppm|  |Awg| [ppm|  JAwg [ppm)]
Lys35 1,40 0,10 0,13 0,02
Ala36 0,68 0,10 0,17 0,02
Gly42 1,87 0,10 0,20 0,02
Leu44 1,87 0,10 0,22 0,02
Asp4b 1,567 0,12 0,15 0,04
Tyrd9 3,52 0,19 0,25 0,02
Leus0 3,18 0,17 0,47 0,05
Ser53 1,28 0,09 0,18 0,02
Leudb 0,86 0,10 0,23 0,02
Thrb6 0,87 0,10 0,20 0,02
GIn59 0,99 0,10 0,23 0,03
Tyr61 0,57 0,13 0,26 0,02
Leu63 1,99 0,11 0,41 0,03
Arg65 0,27 0,03 0,27 0,02
Lys66 0,71 0,12 0,33 0,02
Arg67 1,05 0,02 0,26 0,02
Phe78 1,36 0,10 0,38 0,03
Val83 1,40 0,10 0,42 0,03
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A. Anhang
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Abbildung A.3: Korrelation der gefitteten Awy von [U-1N2H]-GABARAP aufgetragen
gegen die ermittelten Awy aus den Experimenten von [U-"N]-GABARAP bei verschiedenen
Temperaturen. Gezeigt sind die Aminosduren, die fiir beide Proben iibereinstimmend dem
schnellen Austauschprozess zugeordnet werden konnten. Die Diagonale ist durch die durchge-

zogene Linie gekennzeichnet.
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A. Anhang

BCO-CPMG-Fitparameter von GABARAP

Tabelle A.8: Fitparameter der '3CO-CPMG-RD-Kurven des schnelleren Austauschprozes-
ses bei 25°C. Die CO-CPMG-RD-Kurven wurden zusammen mit >’N-CPMG-RD-Kurven
gemessen. Die Aufnahme erfolgte jeweils an der gleichen Probe bei einer Protonenlarmorfre-
quenz von 600 MHz und 800 MHz.

reduziertes x? = 2,3

ps (7] dpg [%]

1,20 0,08

Kep [s71] Okey [s71]

903 95

Aminosdure  |Awy| [ppm]  0Awy [ppm]  |Awco| [ppm]  dAwco [ppm]
Glu3s 1,14 0,07 0,31 0,08
Leu44 1,25 0,07 0,55 0,06
Lys48 1,80 0,10 0,57 0,08
Tyrd9 1,42 0,09 0,58 0,14
Leu50 1,49 0,09 0,52 0,11
Serb3 0,90 0,08 0,32 0,05
Leub5 1,03 0,06 0,39 0,06
Gly58 0,81 0,07 0,40 0,06
GIn59 0,97 0,07 1,35 0,16
Phe60 1,75 0,11 0,81 0,07
Leu63 1,34 0,14 1,39 0,14
Lys66 0,67 0,08 0,85 0,09
Arg67 0,98 0,07 0,58 0,09
Arg68 1,73 0,11 0,42 0,06
PheT78 0,91 0,06 0,43 0,10
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Abbildung A.4: Korrelation der gefitteten Awy von [U-1N,3C]-GABARAP aufgetragen
gegen die ermittelten Awy aus den Experimenten von [U-"N]-GABARAP bei verschiedenen
Temperaturen. Gezeigt sind die Aminosduren, die fiir beide Proben iibereinstimmend dem
schnellen Austauschprozess zugeordnet werden konnten. Die Diagonale ist durch die durchge-

zogene Linie gekennzeichnet.
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A. Anhang

I N-CPMG-Fitparameter von GABARAPA117

Tabelle A.9: Fitparameter der ’N-CPMG-RD-Kurven des langsameren Austauschprozesses
von GABARAPA117 bei Temperaturen von 15 °C bis 35 °C.

Y2=28

Temperatur [°C] pPB opB
15 44 -

25 44 -

35 44 -
Temperatur [°C] Kes [s7Y] Okey [s7Y)
15 48 1
25 119

35 366 10
Aminoséure |Aw| [ppm] dAw [ppm]
Glu7 0,43 0,01
Glu8 0,66 0,02
His9 0,04 0,02
Argld 0,69 0,02
Argl5 0,56 0,02
Val29 0,32 0,01
Val31 0,16 0,01
Val51 0,32 0,01
Glu100 0,52 0,01
Glu102 0,57 0,01
Phel03 0,28 0,01
Phel04 0,27 0,01
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A. Anhang

Tabelle A.10: Fitparameter der "’N-CPMG-RD-Kurven des schnelleren Austauschprozesses
von GABARAPA117 bei Temperaturen von 15 °C bis 35 °C.

X2=1,7

Temperatur [°C] ps (%] dpg %]
15 0,50 0,03
25 0,78 0,05
35 1,11 0,08
Temperatur [°C]| Kex [s7Y] Oker [s7Y)
15 899 113
25 1116 71
35 1610 70
Aminoséure |Aw| [ppm] dAw [ppm]
Val33 0,57 0,12
Glu34 1,33 0,07
Lys35 1,12 0,06
Ala36 1,53 0,08
Ala39 0,73 0,08
Leu44 1,69 0,08
Lys46 1,14 0,06
Lys48 2,20 0,10
Tyr49 1,66 0,08
Leub0 1,85 0,10
Serb3 1,09 0,06
Leubb 0,65 0,08
Gly58 1,59 0,07
GInd9 1,17 0,06
Phe60 1,10 0,07
Tyr61 0,88 0,06
Phe62 1,66 0,08
Leu63 2,43 0,12
Lys66 0,85 0,06
Arg67 1,46 0,07
Tle68 9,49 0,12
Arg7l 1,42 0,08
Glu73 1,46 0,09
Asp74 1,37 0,06
Leu76 1,51 0,07
Phe77 1,25 0,08
PheT8 1,32 0,06
Phe79 1,07 0,06
Asplll 0,74 0,08
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Vorzeichen von Awy des schnelleren Austauschprozesses

Tabelle A.11: Berechnung der erwarteten Differenzen von chemischen Verschiebungen oy
aus dem Vergleich von HSQC-Spektren bei 600 MHz und 900 MHz. Die Berechnung erfolgte
geméf Gleichung 3.30 bei Temperaturen von 15°C bis 40 °C auf Grundlage der ermittelten
Awy des Fits der CPMG-RD-Kurven (s. Tab. A.5.)

Aminoséure oy [ppm] on [ppm] on [ppm] on [ppm]
15°C 25°C 35°C 40°C
Val33 0,00055 0,00138 0,00146 0,00056
Glu34 0,00102 0,00196 0,00194 0,00102
Lys35 0,00132 0,00223 0,00213 0,00133
Ala36 0,00273 0,00292 0,00253 0,00273
Ala39 0,00071 0,00160 0,00165 0,00071
Leu44 0,00214 0,00271 0,00243 0,00214
Asp4db 0,00276 0,00293 0,00254 0,00276
Lys46 0,00138 0,00227 0,00216 0,00138
Lys48 0,00403 0,00318 0,00262 0,00403
Tyr49 0,00528 0,00328 0,00260 0,00528
Leub0 0,00686 0,00327 0,00251 0,00686
Serb3 0,00116 0,00209 0,00203 0,00116
Leub5 0,00059 0,00143 0,00150 0,00059
Glyb8 0,00314 0,00303 0,00258 0,00314
GInb9 0,00220 0,00274 0,00244 0,00220
Phe60 0,00269 0,00291 0,00253 0,00269
Tyr61 0,00071 0,00160 0,00165 0,00071
Phe62 0,00332 0,00307 0,00260 0,00332
Leu63 0,01023 0,00302 0,00220 0,01023
Lys66 0,00114 0,00207 0,00202 0,00114
Arg67 0,00249 0,00285 0,00250 0,00249
[1e68 0,00701 0,00327 0,00250 0,00701
Arg7l 0,00242 0,00282 0,00249 0,00242
Glu73 0,00318 0,00304 0,00258 0,00318
Asp74 0,00354 0,00311 0,00260 0,00354
Leu76 0,00279 0,00294 0,00255 0,00279
Phe77 0,00217 0,00272 0,00244 0,00217
PheT78 0,00300 0,00300 0,00257 0,00300
Phe79 0,00118 0,00211 0,00205 0,00118
Asplll 0,00056 0,00138 0,00146 0,00056
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Abkurzungen

3D

ATG

a. u.
BMRB
CPMG
CSA
C-Terminus
DSS

E. coli
EDTA

FID

FRET
GABA 4-Rezeptor
GABARAP
HHU
HMQC
HSQC

INEPT

dreidimensional

Autophagy-related

arbitrary units

BioMagResBank
Carr-Purcell-Meiboom-Gill

Chemical Shift Anisotropy
Carboxy-Terminus
4,4-Dimethyl-4-silapentan-5-Sulfonsaure
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat

Free Induction Decay
Forster-Resonanzenergietransfer
Rezeptor fiir v-Aminobuttersaure Typ A
GABA 4-Rezeptor assoziiertes Protein
Heinrich-Heine-Universitéat Diisseldorf
Heteronuclear Multiple Quantum Coherence
Heteronuclear Single Quantum Coherence

Insensitive Nuclei Enhancement by Polarization Transfer
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Abkiirzungen

IPTG

MD

MPB-PE

ms

MSP

N-Terminus

NHD

NMR

NOE

NOESY

ns

PAGE

PAS

PDB

PE

PG

PG-SLED

PI

PRE

ps

RD

Isopropyl-3-D-thiogalaktopyranosid

Molekulardynamik

11,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[4-(p-

maleimidophenyl)butyramide|
Millisekunden

Membrane Scaffold Protein
Amino-Terminus

N-terminale helikale Subdoméne
Nuclear Magnetic Resonance
Nuclear Overhauser Effect
Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
Nanosekunden

Polyacrylamid Gelelektrophorese
Preautophagosomal Structure
Protein Data Bank
Phosphatidylethanolamin
Phosphatidylglycerol

Pulse Gradient Stimulated Echo Longitudinal Encode-
Decode

Phosphatidylinositol
Paramagnetische Relaxationsverstarkung

Pikosekunden

Relaxationsdispersion
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Abkiirzungen

red.

RF
RMSD
SP

SSP
Temp
TROSY

UAD

Fir Aminosauren wurde der Ein- und Dreibuchstabencode verwendet:

reduziert

Radiofrequenz

Root Mean Square Deviation

Sulfopropyl

Secondary Structure Propensity

Temperatur

Transverse relaxation optimized spectroscopy

Ubiquitin-artige Subdoméne
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