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1 Einleitung

1 Einleitung

Membranproteine machen etwa ein Drittel des Proteoms der Zelle aus und kontrollieren
viele fundamentale Prozesse in der Zelle." Es wird geschitzt, dass mehr als die Hlfte der
Arzneimittel auf dem Markt auf Membranproteine zielen.” Die hochaufgeldste Struktur
von Membranproteinen ist einer der Schliisselfaktoren fiir das detaillierte Verstindnis ihrer
Funktion. Jedoch ist das Verstindnis von Membranproteinen auf molekularem Level
wesentlich geringer, als das von 16slichen Proteinen. Im Juni 2017 sind nur ca. 3,4 % der
Eintrdge in der Protein Datenbank (PDB) Strukturen von Membranproteinen.3 In den
letzten Jahren wurden sowohl in der Rontgenstrukturanalyse als auch in der Fliissig-NMR-
Spektroskopie Fortschritte in der Strukturaufkldrung von Membranproteinen gemacht.
Jedoch konnen die hierbei verwendeten Lipidmimetika die Struktur von
Membranproteinen verfilschen.” Festkorper-NMR-Spektroskopie ist eine praktikable und
vorteilhafte Alternative, da mit ihr Membranproteine in Lipiddoppelschichten mit
unterschiedlicher Lipidzusammensetzung, iiber eine grofle Spannweite von pH-Werten,
Temperaturen und Salzkonzentrationen untersucht werden konnen.” Somit bietet sie die
Flexibilitdt, die Untersuchungsbedigungen nahe denen in der Zellmembran zu wihlen.
Zudem ist in der Festkdrper-NMR-Spektroskopie im Gegensatz zur Fliissig-NMR-
Spektroskopie keine Molekularbewegung zur Auflésung der Signale notwendig, so dass
hier das Molekulargewicht kein begrenzender Faktor fiir die strukturelle Untersuchung von
Membranproteinen ist.”

1.1 Festkorper-NMR-Spektroskopie an Membranproteinen

Sowohl in der Fliissig- als auch in der Festkdrper-NMR-Spektroskopie sind atomare
Abstinde die Hauptquellen fiir strukturelle Information. Durch die Rotation der Probe im
magischen Winkel (MAS, ,,Magic Angle Spinning®) sind in der Festkdrper-NMR-
Spektroskopie die internuklearen dipolaren Wechselwirkungen ausgemittelt. Allerdings
enthalten dipolare Kopplungen wertvolle Distanzinformationen, da ihre Stirke invers
proportional zur dritten Potenz des interatomaren Abstands ist. Die dipolare
Kopplungskonstante D (in Hz) ist folgendermaBen definiert:

D= ()2 g
Uo 1st die Vakuumpermeabilitét, y; and y, sind die gyromagnetischen Verhéltnisse der
Kerne und r ; ist der Abstand zwischen den dipolar gekoppelten Kernen.

Die dipolaren Kopplungen koénnen durch die Einstrahlung von Rotor-synchronisierten
Radiofrequenzpulsen wieder eingekoppelt werden. Dies wird in Experimenten wie z. B.
SPC5*, HORROR™® und DREAM’ genutzt. Allerdings sind diese homonuklearen
dipolaren Wiedereinkopplungs-Techniken der 0. Ordnung sehr sensitiv beziiglich ,,dipolar
truncation®. ,,Dipolar truncation” beschreibt die Ausmittelung von schwachen dipolaren
Kopplungen von Kernen iiber grofere Distanzen in Gegenwart von starken dipolaren
Kopplungen benachbarter Kerne. Allerdings stecken gerade in den schwachen dipolaren
Kopplungen wichtige Informationen fiir die Aufkldrung der dreidimensionalen

1



1 Einleitung

Proteinstruktur. Eine Moglichkeit, dieses Problem zu {iberwinden, ist die Verwendung von
Experimenten, die auf homonuklearen dipolaren Kopplungen der 2. Ordnung basieren
(z. B. PDSD® und DARR”'?).

Wihrend homonukleare dipolare Kopplungen die Grundlage fiir die meisten Festkorper-
NMR-Experimente zur Korrelation von *C-Kernen bilden, werden heteronuklare dipolare
Kopplungen genutzt, um "*C-Kerne mit '"N-Kernen zu verkniipfen. Diese bilden die
Grundlage fiir die Resonanzzuordnung des Proteins. Die Resonanzzuordnung ist
Voraussetzung fiir die detaillierte Analyse der Struktur, Dynamik und molekularen
Wechselwirkungen des Proteins. Das generelle Vorgehen ist hierbei analog zu dem in der
Fliissig-NMR-Spektroskopie. Die Resonanzzuordnung basiert auf der Aufnahme von
mehreren multidimensionalen Korrelationsspektren, die durch eine Anzahl von
gemeinsamen Korrelationen untereinander in Zusammenhang stehen und so den
»sequential walk* ermdglichen. Dieser beschreibt den Transfer der Magnetisierung entlang
des Proteinriickgrats. Hierzu werden hiufig NC-Korrelationsexperimente mit
Bc-BC-Mischungsblocken zu NCC-Experimenten kombiniert. Eine ausfiihrliche
Beschreibung der fiir einen effizienten ,,sequential walk* benotigten NCC-Experimente
findet man z. B. bei Schiitz et al.!'. Fiir den »sequential walk® werden {iiblicherweise
zunichst '"N-chemische Verschiebungen einer Aminosdure (i) in NCaCX- oder
NCaCp-Experimenten zugeordnet. In einem weiteren Experiment, iiblicherweise NCOCX
oder NCOCoCX, werden dann diese 15Ni-chemischen Verschiebungen mit den
BC-chemischen Verschiecbungen der im Protein jeweils vorherigen Aminosiure (i-1)
verknlipft. Fiir kleine Proteine bis zu ca. 40 Aminosduren konnen hierfiir 2D Spektren
ausreichend sein. Fiir Proteine mit hoherem Molekulargewicht ist hingegen die Aufnahme
von 3D Spektren in Kombination mit vereinfachenden Isotopenmarkierungsschemata
notwendig.

Experimente fiir die Bestimmung von heteronuklearen Abstinden basieren ebenfalls auf
heteronuklearen dipolaren Kopplungen (z. B. REDOR'?).

1.1.1 DNP-NMR-Spektroskopie

,Dynamic nuclear polarization* (DNP) ist eine leistungsstarke Methode, um die Sensitvitét
in der NMR-Spektroskopie zu erhéhen. Dazu werden ungepaarte Elektronen durch die
kontinuierliche Einstrahlung von hochenergetischer Mikrowellenstrahlung angeregt und
die Magnetisierung anschlieBend auf die Atomkerne in der unmittelbaren Umgebung
{ibertragen. Das Konzept wurde im Jahr 1953 von Overhauser'” vorgeschlagen und danach
durch Carver und Slichter'* experimentell in einem statischen Magnetfeld von 3 mT fiir
Lithium verifiziert. Diese Experimente basierten auf dem Overhauser Effekt, der jedoch
nur bei niedrigen Magnetfeldern und fiir Systeme mit mobilen Elektronen oder
Fliissigkeiten effektiv ist." Zusitzlich gibt es noch drei weitere Mechanismen fiir den
Polarisierungstransfer von ungepaarten Elektronen auf benachbarte Kernspins: den ,,Solid
Effekt”, den ,,Cross Effekt“ und das ,,Thermal Mixing“.15 Der ,,Cross Effekt® ist momentan
der am hiufigsten verwendete Transfermechanismus in der Festkorper-DNP-NMR-
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Spektroskopie. Er basiert auf einem drei-Spin Prozess von zwei stark dipolar gekoppelten
Elektronen und einem Kern."

Die initiale Hyperpolarisation findet normalerweise bei kryogenen Temperaturen statt
(~100 K), um die Relaxationsprozesse zu optimieren. Als Elektronenquelle werden
iblicherweise stabile Nitroxid-Biradikale, wie z. B. TOTAPOL'® verwendet. Zur
Verhinderung der Eiskristallbildung wird der Probe zusitzlich Glycerin als Kryoprotektant
zugefiigt."”

Die Signalverstirkung durch DNP ist proportional zum Quotienten aus dem
gyromagnetischen Verhiltnis der Elektronen (y.) und dem der Kernspins (y;).'"* Somit ist
fiir Protonen theoretisch eine Signalverstirkung von &= (y./ y;) = 660 moglich.'® In der
Praxis wird jedoch eher eine Signalverstarkung von € = 100 - 200 fiir Modellverbindungen
und von & = 40 - 50 fiir Proteine erreicht.'®

Die DNP-NMR-Spektroskopie ermoglicht die Untersuchung von Proteinen in geringen

Konzentrationen, deren Untersuchung in angemessener Zeit ohne DNP nicht mdglich
18

ware.

1.1.2 Probenanforderungen und Isotopenmarkierung

Die Probenherstellung ist ein wichtiger Punkt fiir den Erfolg der Festkdrper-NMR-
Untersuchung von Membranproteinen. Es werden mehrere Milligramm “C- und
N-isotopenmarkiertes Protein bendtigt."” Zudem muss sich das nativ gefaltete Protein in
einer Umgebung befinden, in der es iiber Wochen bis Monate, die fiir Festkdrper-NMR-
Experimente bendtigt werden, stabil ist.”> Da das Volumen der fiir die Festkorper-NMR-
Spektroskopie verwendeten Rotoren begrenzt ist, ist es aufgrund der naturgemal niedrigen
Sensitivitit der NMR-Spektroskopie hédufig notwendig, ein moglichst hohes
Protein-zu-Lipid Verhiltnis zu wéhlen.? Zudem sollte die Probe strukturell homogen sein,
um eine hohe spektrale Auflosung zu erreichen.’

Die heterologe rekombinante Expression in Escherichia coli ist das am héufigsten
verwendete Verfahren fiir die Isotopenmarkierung von Proteinen fiir die Festkorper-NMR
Analyse."” Vorteile sind die groBe Anzahl an verfiigbaren Klonierungsplasmiden,
mutierten Wirtsstimmen und Kulturmedien. Zudem ist es ein kosteneffektives System mit
schnellen Wachstumsraten und iiblicherweise hohen Ausbeuten.'” Es bictet die
Moglichkeit, verschiedene Isotopenmarkierungsschemata zu verwenden, die auf die Grofe
des Proteins und die gewiinschten Informationen abgestimmt sind.*

Uniforme "*C-, "N-Isotopenmarkierung ist die am hiufigsten verwendete und einfachste
Markierungsmethode.'  Sie wird durch die Expression des Zielproteins in
Minimalmedium, dem  C-Glukose als alleinige = Kohlenstoffquelle  und
>N-Ammoniumchlorid als alleinige Stickstoffquelle hinzugefiigt werden, erreicht.

Fiir groBere Proteine ist eine Verringerung der spektralen Signaldichte fiir die Zuordnung
der einzelnen Signale notwendig.'”” Eine Methode hierfir ist die reverse
Isotopenmarkierung.”'** Dabei werden einige unmarkierte Aminosduretypen zum

3
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BC-, PN-isotopenmarkierten Minimalmedium zugefiigt. Dies fithrt in erster Linie zur
BC-, PN-Isotopenmarkierung in den nicht hinzugefiigten Aminosduren, da E. coli
bevorzugt vollstindige Aminosduren in das Protein einbaut.

1.2 Membransysteme

1.2.1 Biologische Membranen

Hauptbestandteile der Biomembranen sind Lipide und Proteine. Nach dem Fliissig-
Mosaik-Modell”® von Singer et al. aus dem Jahr 1972 bestchen sie aus einer fliissig-
kristallinen Lipiddoppelschicht, in der sich integrale Membranproteine und Lipide lateral
frei bewegen konnen. Dieses Modell gilt mittlerweile als {iberholt, da Membranen
wesentlich mehr Proteine enthalten als zundchst angenommen und die laterale Diffusion
durch Wechselwirkung der Membrankomponenten untereinander bzw. sterische Griinde
eingeschrinkt ist.*** Die transversale Diffusion, der sogenannte Flip-Flop Austausch von
Lipiden zwischen den beiden Schichten der Lipiddoppelschichten, bendtigt mehrere
Stunden.”® In biologischen Membranen wird dieser Austausch durch Transportproteine
(Flippasen, Floppasen und Scramblasen) erleichtert.”’

Lipiddoppelschichten bilden sich aus amphiphilen Lipiden in polaren Losungsmitteln.*®
Dabei zeigen die hydrophilen Kopfgruppen der Lipide nach auflen und die hydrophoben
Kohlenwasserstoffketten in das Innere der Lipiddoppelschicht.*® Lipiddoppelschichten
werden durch hydrophobe Wechselwirkungen, van-der-Waals Wechselwirkungen,
elektrostatische ~ Anziehungskrifte und Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert.*
Cholesterin kann durch sein rigides Ringsystem und seine Fihigkeit, Zwischenrdume
auszufillen, die Fluiditdt der Membran beeinflussen.?®

In Eukaryoten gibt es mehr als tausend verschiedene Lipide.”” Die am héufigsten in
eukaryotischen Membranen vorkommenden Lipide sind Glycerophospholipide, wie zum
Beispiel die Phosphatidylcholine.*®

1.2.2 Phasenzustand von Lipiddoppelschichten

Lipiddoppelschichten konnen in Abhédngigkeit von Temperatur und Hydration
unterschiedliche Phasen einnehmen.® Die lamellare fliissig-kristalline Phase La, die
lamellaren Gelphasen PB* und L¢ und die lamellare kristalline Phase Lc.*® Der Ubergang
von der PB¢-Phase in die Lo-Phase wird als Hauptphaseniibergang bezeichnet.*® Dieser ist
fiir jede Lipiddoppelschicht charakteristisch und hidngt von der Lipidzusammensetzung
ab.’® Die Hauptphaseniibergangstemperatur erhoht sich je linger die Fettsdureketten sind
und je hoher der Anteil an gesittigten Fettsduren ist.
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Abb. 1: Strukturformeln und Hauptphaseniibergangstemperaturen (Ty) in Uberschusswasser der in
dieser Arbeit verwendeten Lipide.”

1.2.3 Modellmembranen

Modellmembranen ermdglichen die Untersuchung von Membranproteinen oder Membran-
assoziierten Proteinen auflerhalb ihrer natiirlichen zelluliren Umgebung. Die am héufigsten
verwendete Methode, um die dreidimensionale Struktur von Membranproteinen in
wissriger Losung zu untersuchen, ist die Verwendung von Mizellen bestehend aus
Detergenzien.”’ Diese bewahren jedoch aufgrund der fehlenden Lipiddoppelschicht und
der Limitierung in der GroBe moglicherweise nicht die strukturelle und dynamische
Integritit der Membranproteine unter physiologischen Bedingungen.”” Daher wurden
verschiedene Modellmembransysteme entwickelt, die aus Lipiddoppelschichten aufgebaut
sind. Dies sind unter anderem Liposomen, Bizellen, Nanodiscs und die relativ neuen
Lipodisgs.”’

Liposomen

Liposomen sind kleine kugelférmige Vesikel mit einem Durchmesser von ca. 30 nm bis zu
mehreren Mikrometern.> Sie bestehen aus einer oder mehreren hydratisierten
Lipiddoppelschichten und Wasser bzw. Puffer.”® Sie lassen sich in multilamellare (MLV)
und unilamellare Vesikel unterteilen.”” Unilamellare Vesikel werden wiederum in groBe
unilamellare Vesikel (LUV) mit einem Durchmesser von ca. 100 nm und kleine
unilamellare Vesikel (SUV) mit einem Durchmesser von ca. 30 nm unterteilt.*** LUV
konnen durch Extrusion durch spezielle Kernspurfilter aus Polycarbonat und SUV durch
Ultraschallbehandlung von Lipiddispersionen in Wasser hergestellt werden.** Liposomen
ermdglichen eine auf das zu untersuchende Protein abgestimmte Wahl der
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Lipidzusammensetzung und stellen eine naturnahe lokale Umgebung fiir das
Membranprotein dar.*

1.3 Das integrale Membranprotein VpU aus HIV-1

Die Infektion mit dem Humanen Imundefizienz-Virus Typ 1 (HIV-1) kann unbehandelt
zur Entwicklung des ,,Acquired Immune Deficiency Syndrome* (AIDS) fiihren. Im Jahr
2015 waren weltweit ca. 37 Millionen Menschen mit dem Virus infiziert.”> Durch die
lebenslange Behandlung mit antiviralen Medikamenten kann die Ausbreitung des Virus im
Korper und die Entwicklung des AIDS verhindert werden, allerdings ist es bisher nicht
moglich, das Virus zu eliminieren.*®

Im Genom des HIV-1 sind die akzessorischen Proteine ,,Viral Infectivity Factor® (Vif),
»Negative Regulatory Factor (Nef), Virales Protein U (VpU) und Virales Protein R (VpR)
kodiert, die fiir die Umgehung der Immunantwort des Wirts und die Ausbreitung des Virus
eine wichtige Rolle spielen.’” VpU ist ein 81 Aminosiduren langes Typ-1 integrales
Membranprotein. Es besteht aus einer kurzen extrazelluliren Region, einer
Transmembranhelix und zwei zytoplasmatischen o-Helices.”® VpU induziert die
Herabregulierung von neu synthetisierten CD4-Rezeptoren (,,Cluster of Differentiation 4°)
im Endoplasmatischen Retikulum (ER) durch Induktion des protasomalen CD4 Abbaus.’’
Dies verhindert die Bindung des CD4-Rezeptors an das virale ,,Envelope Precursor
Protein gpl60 und erhoht so die virale Infektiositdt.”” Weiterhin unterstiitzt VpU die
Freisetzung von neu gebildeten viralen Partikeln durch Neutralisation des
Restriktionsfaktors ,,Bone Marrow Stromal Antigene 2 (BST-2), auch Tetherin genannt.
In Abwesenheit von VpU immobilisiert BST-2 virale Partikel an der Oberfliche der
infizierten Zelle und verhindert dadurch deren Freisetzung.’’ VpU induziert zudem die
Herabregulierung des natiirlichen Killer-T- und B-Zellen Antigen (NTB-A)-Rezeptors der
natlirlichen Killerzellen (NK-Zellen) von der Zelloberfliche und verhindert so die
Degranulation und Lyse von HIV-infizierten NK-Zellen.”” Aufierdem verringert es durch
die Herabregulation des CC-Chemokinrezeptors 7 (CCR7) von der Zelloberfliche die
Moglichkeit der CD4+ T-Zellen, in die Lymphknoten zu migrieren, wo die adaptive
Immunreaktion ausgeldst wird.*® Zur Erfiillung der zuvor genannten Funktionen interagiert
VpU mit den Transmembranproteinen CD4, BST-2, NTB-A und CCR7.*®

1.4 Nitrophorine

Die Raubwanze Rhodnius prolixus ist ein wichtiger Ubertriiger der Chagas-Krankheit, eine
der weltweit am starksten verbreiteten todlichen Krankheiten, die durch ein blutsaugendes
Insekt iibertragen werden.' Das Insekt iibertrigt den Parasit Trypanosoma cruzi, der im
Darm des Insekts lebt, durch die Darmentleerung an der Bissstelle.*' Im Jahr 2004 wurden
von der Weltgesundheitsorganisation 15000 Todesfille pro Jahr durch diese Krankheit
berichtet. Die meisten Krankheitsfille treten in Siid- und Zentralamerika auf, sowie in den
siidlichen Staaten von Nordamerika.”' Dieser Umstand fiihrte zur detaillierten
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Untersuchung der biologischen und physiologischen Prozesse der Vektor-Wirt
Interaktionen.*!

Nitrophorine werden in den Endothelzellen der Speicheldriisen von Rhodnius prolixus mit
einem N-terminalen Signalpeptid exprimiert und sekretiert bevor das Signalpeptid
abgespalten wird.*' Dann wird der Him b Kofaktor durch eine Nitroxid (NO)-Synthase mit
NO beladen.*' Bei niedrigem pH-Wert im Speichel des Insekts (pH-Wert von 5 - 6) bleibt
der Fe(IIHNO-Komplex iiber lingere Zeiten stabil.*** Die Injektion der Nitrophorine (NP)
in das Gewebe des Opfers filihrt zu einem drastischen Anstieg des pH-Wertes auf ~ 7,4 im
Blutplasma.** Dadurch wird die Affinitit der Fe(Ill)-Ionen fir NO um
1 - 2 GroBenordnungen reduziert, was zusammen mit der starken Verdiinnung des Proteins
(um ca. den Faktor 100 im Gewebe, im Blutstrom jedoch noch gréBer) dazu fiihrt, dass NO
freigesetzt wird.*"*** NO dissoziiert von der NP Bindestelle und diffundiert durch das
Gewebe zu nahegelegenen Kapillaren und fithrt dort zur Vasodilatation.” Zeitgleich
binden die NPs Histamin, das von den Mastzellen als Folge der Immunsystem Aktivierung
freigesetzt wird, so dass die Immunsystemantwort verzogert wird.*> NPs sind auBerdem
dazu in der Lage, NO aus NO, herzustellen.*’

Nitroxid wurde 1992 von dem Journal Science als das Molekiil des Jahres ausgewihlt,
nachdem von Ignarro, Furchgott und Murad, die im Jahr 1998 zusammen den Nobelpreis
in Physiologie oder Medizin verlichen bekommen haben, gezeigt wurde, dass es ein
zentrales Signalmolekiil im kardiovaskuldren System ist.***’ Die Verabreichung von
Nitroxid als pharmakologisch aktives Molekiil ist von groBBem Interesse fiir die
Behandlung kardiovaskulirer Erkrankungen und Krebs.”® Allerdings ist das Signalmolekiil
im Blutplasma sehr instabil, die Halbwertszeit betrdgt nur t;,~ 100 ms.’! Daher ist das
Verstdandnis der strukturellen und dynamischen Aspekte des Nitroxidtransports und dessen
Speicherung durch Nitrophorine, als natiirlich vorkommendes System, von grof3er
Bedeutung und einer der Hauptgriinde fiir ihre detaillierte Untersuchung.’®!

Im Erwachsenenstadium der Raubwanze Rhodnius prolixus befinden sich mindestens vier
NPs (NP1 - 4) im Speichel.*** Diese wurden aus den Speicheldriisen des Insekts isoliert.*
Zwei weitere NPs (NP5-6) wurden hauptsidchlich im fiinften Nymphen
Entwicklungsstadium des Insekts identifiziert.* Ein anderes NP (NP7) wurde in einer
cDNA Bibliothek, die aus den Speicheldriisen des Insekts im fiinften Nymphen
Entwicklungsstadium erzeugt wurde, entdeckt und dann rekombinant exprimiert.***

Die rdumliche Struktur der Nitrophorine besteht hauptséchlich aus einem achtstrangigen
antiparallelen B-Faltblatt (A - H) mit einem zentralen Hohlraum, der den Hdm-Kofaktor
enthilt, und wird daher als Faltung des Lipocalin-Typs klassifiziert (vgl. Abb. 2A).** Ein
weiteres strukturelles Merkmal der Lipocalin-Faltung ist das Vorhandensein von
Disulfidbriicken.”> Hiervon besitzen die Nitrophorine zwei, deren Position unter den
Nitrophorinen sehr dhnlich ist.”® Das Fe(III) des Him-Kofaktors ist durch die Koordination
an die Aminosdure Histidin an das Protein gebunden.*””* Die sechste Bindestelle des
Eisens ist frei und ermoglicht die Bindung von kleinen Liganden wie NO, CN-, NH3 oder
Histamin.** Fiir die Funktion der Nitrophorine als NO-Transporter ist es wichtig, dass das
Eisen in der Oxidationsstufe III erhalten bleibt. So bleibt die Affinitit des Eisens zu NO
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gering genug, um die Freisetzung im Blut des Wirtes zu ermdglichen.* Dies gelingt durch
die elektrostatische Stabilisierung und durch die Deformierung des Ham-Kofaktors.* Der
Héam-Kofaktor kann in zwei Orientierungen (A und B) in dem Hohlraum der Nitrophorine
binden (vgl. Abb. 2B). In NP7 wird der Him-Kofaktor durch die unter den Nitrophorinen
einzigartige Aminosdure E27 in der A-Orientierung stabilisiert. (In den NP7
Kristallstrukturen ist allerdings aufgrund der Zugabe von Additiven der Ham-Kofaktor
teilweise auch in der B Orientierung zu finden.’®) In den anderen Nitrophorinen ist ein
Valin an dieser Position zu finden.*'*>** Molekulardynamik-Simulationen und die Analyse
der Kristallstrukturen von NP2 und NP4 weisen darauf hin, dass die AB- und
GH-Schleifen (vgl. Abb. 2) die hauptsidchlichen strukturellen Motive sind, die die pH-Wert
abhingige Freisetzung von NO in Nitrophorinen erméglichen.”” Beide Schleifen flankieren
die Offnung der Ham-Tasche.” Sie verschlieBen die Tasche bei niedrigem pH-Wert
(pH-Wert von 5 - 6) und weisen eine hohere Flexibilitdt bei hoherem pH-Wert (pH-Wert
von ca. 7,4) auf, wodurch eine Freisetzung des gebundenen NOs ermdglicht wird.”> Es
finden sich diverse Kristallstrukturen von NP1, NP2 und NP4 mit verschiedenen Liganden
in der Protein Datenbank (PDB).> Im Jahr 2012 wurden erstmals Konditionen fiir die
Kristallisation von NP7 beschrieben.’> Im Jahr 2015 wurden dann Kristallstrukturen von
NP7 ohne Ligand bei den pH-Werten 5,8 (PDB: 4XMC) und 7,8 (PDB: 4XMD) und mit
den Liganden NO (PDB: 4XME), Histamin (PDB: 4XMF) und Imidazol (PDB: 4XMG)
bei dem pH-Wert 7,8 verdffentlicht.”

A AB-Schleife B

N’ M33D34P35Q36A37T38E39K40'C,

GH-Schleife

N'- DQSGQQ-C'\/ Yz ’X\'\

" jele] COO-
’ ' ) A Orientierung
\ d

“00C COO”

Ham-Kofaktor Aaet B Orientierung

Abb. 2: A: Kiristallstruktur von NP7 mit dem Liganden NO bei pH 7,8 (PDB: 4XME). B: Maogliche
Hiim b Orientierungen in der NP7 Bindetasche.

A: AB-Schleife (rot), GH-Schleife (blau), Him-Kofaktor (griin), Histidin 60 (gelb), Glutaminsdure 27 (cyan),
Isoleucin 123, Leucin 125 und Leucin 135 (pink). B: Die Hdm »-Bindetasche von NP7 ist durch pinke Kreise
angedeutet, die die Positionen der drei aliphatischen Seitenketten der Aminoséuren angeben, deren
Seitenketten von der Oberseite der Bindetasche auf die Him-Ebene zeigen.”’
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Nitrophorin 7

Nitrophorin 7 besteht aus 185 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von 21 kDa.
Die NP7-Sequenz zeigt eine Ubereinstimmung mit der Sequenz von NP1 von 41 %, mit
der von NP2 von 60 %, mit der von NP3 von 61 % und mit der von NP4 von 42 %. 4%
NP7 unterscheidet sich von den anderen Nitrophorinen hauptséchlich durch die Féhigkeit
mit negativ geladenen Oberfldchen zu interagieren und durch einen um drei Aminoséuren
(L1-P2-G3) verlingerten N-Terminus.*

Vergleiche des NP7s mit der NP7(A1-3) Mutante haben gezeigt, dass die drei zusétzlichen
N-terminalen Aminosdurereste einen grofen Effekt auf die thermodynamischen und
kinetischen Parameter der Bindung von NO an das Fe(III) von NP7 haben. Dies deutet auf
eine wichtige Funktion dieser zusitzlichen Aminosduren in der Modulation der
biologischen Funktion von NP7 hin.**

Phospholipid-Flippasen sorgen fiir die Aufrechterhaltung der Membranasymmetrie,
aufgrund derer sich anionische Phospholipide, insbesondere Phosphatidylserin (PS),
hauptsichlich in der inneren Schicht der Lipiddoppelschicht ansammeln.’®
Aktivierungsprozesse ausgelost durch Kollagen oder Thrombin fithren zum Anstieg der
intrazelluldren Calciumkonzentration und einem Verlust der Membranasymmetrie durch
die Runterregulierung der Phospholipid-Flippasen und die Aktivierung der Phospholipid
Scramblasen.’® Dadurch tritt in aktivierten Blutplittchen und Mastzellen PS gehiuft auf
der uBeren Oberfliche auf.*'* Dies erméglicht die Bindung von NP7 an diese aktivierten
Oberfldchen, wihrend die anderen Nitrophorine von der Bissstelle wegdiffundieren und
NO iiber eine groBere Region freisetzen.” Es wurde vermutet, dass der zielgerichtete
Transport von NO zu aktivierten Oberflichen an der Bissstelle die Aktivitdt von NP7 als
Blutplittchen-Aggregationsinhibitor erhdhen konnte.*’ Eine weitere Funktion von NP7 ist
die Inhibition der Prothrombin Aktivierung durch die Verhinderung der Bindung des
Prothrombinase-Komplexes an die Lipide der Vesikel und aktivierten Blutplittchen.>®

NP7 weist einen wesentlich hoheren Isoelektrischen Punkt (pI) von 9,2 verglichen mit den
anderen Nitrophorinen (pI = 6,1 - 6,5) auf.’® Dieser kommt dadurch zustande, dass unter
den 185 Aminosduren, aus denen das Protein aufgebaut ist, 27 Lysine zu finden sind.”
Diese gruppieren sich {iiberwiegend an der Proteinoberfliche, die der Hidm-Tasche
gegeniiberliegt.”® Dies ist in Abb. 3 in der dreidimensionale Kristallstruktur von NP7
(PDB: 4XME) von Knipp et al., gezeigt.”® Es wurde vermutet, dass die hohe Affinitit
(4,8 nM) von NP7 zu negativ geladenen Phospholipid-Membranen durch die Gruppierung
der positiv geladenen Lysinseitenketten vermittelt wird.”® Zudem wurde gezeigt, dass die
Bindung an die Phospholipide relativ unspezifisch ist, da diese unabhdngig von der
Kopfgruppe der Lipide ist und nur durch deren negative Ladung zustande kommt.** Durch
den Vergleich der elektrostatischen Oberfliche eines Modells von NP7 (erstellt mit dem
Swiss-Modell Server basierend auf einer Kristallstruktur von NP2) mit denen der anderen
Nitrophorine wurde die aullerhalb der Lipocalin-Faltblattstruktur liegende Helix-al als
mutmaBliche Membran-Bindestelle ermittelt (vgl. Abb. 3).° Diese enthilt fiinf Lysinreste,
deren Seitenketten in Richtung des Ldsungsmittels zeigen. Das vorgeschlagene
Membranbindungsmodell wurde durch eine Liposomen-Bindungsstudie mit einer
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NP7-Mutatante NP7(K149A) unterstiitzt, die in Folge der K - A Mutation eine um den
Faktor 3 verringerte Bindungsaffinitit zu 3 : 1 PC / PS-Vesikeln aufwies.’®

A = : . o

Membran-
bindungsstelle
Helix a1

N’ { I151 A154L155N156 ]' ¢

Abb. 3: Elektrostatische Oberfliche von NP7 und Verteilung der Lysine im Protein mit Markierung
der potentiellen Membranbindungsstelle.

Elektrostatische Oberfldche (rot =negativ, blau = positiv) der Kristallstruktur von NP7 (PDB: 4XME) (A,
D). Strukturmodell der Kristallstruktur von NP7 in der Oberflichendarstellung (B, E) und in der
Bénderdarstellung (C, F) mit Hervorhebung der Lysine (griin). Vorder- (A - C) und Riickansicht (D - F).

Im Gegensatz zu der Oberfliche mit dem positiven Ladungspotential auf der einen Seite
des Proteins weist die Seite mit der Hidm-Tasche ein negatives Ladungspotential auf, so
dass die Oberfliche des Proteins insgesamt eine bipolaren Ladungsverteilung zeigt
(vgl. Abb. 3).°° Es wurde gezeigt, dass NP7 aufgrund der bipolare Ladungsverteilung in
héheren Konzentrationen (1 -2 mM) zur Aggregation neigt.*’”’ Dies wurde durch eine
,head-to-tail“-Anordnung der einzelnen NP7 Molekiile im Kristallgitter bestéitigt.so Zudem
wurde gezeigt, dass Liposomen, bestehend aus 25 % negativ geladenen Lipiden, ebenfalls
in Gegenwart von NP7 aggregieren.*

Obwohl die Ladungsverteilung auf der Oberfliche der Kristallstruktur nur auf die
Extistenz einer Bindestelle fiir negativ geladene Oberflachen hindeutet, wurde die Existenz
einer zweiten Bindestelle vermutet.* Diese konnte die verkniipfenden Eigenschaften von
NP7, die zur Aggregation der Liposomen fiihrten, besser erkliren.”” Biphasische
Bindungskinetiken fiir die Bindung von NP7 an PC/PS-Liposomen (Kp-Werte von
4,8 und 755 nM) unterstiitzten diese Hypothese.*’

Wie zuvor bereits beschrieben, setzen die Nitrophorine in Folge der Erhohung des
pH-Wertes in vivo NO frei. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass die
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Assoziationskonstante von NP7 besonders stark pH-abhéngig ist. Sie dndert sich im
pH-Wert Bereich von 5,5 bis 7,5 um 3 Grofenordnungen (KeqHI(NO) > 10° M (pH 5,5)
Vs. KquH(NO) =4 *10° M (pH 7,5)), wohingegen sich diejenigen von NP1 - 4 nur um je
1  GroBenordnung  dndern.*™ Es  konnte allerdings keine  signifikante
Konformationsédnderung in den NP7 Kristallstrukturen bei unterschiedlichen pH-Werten
festgestellt werden.”® Es wurde vermutet, dass dies auf eine reduzierte konformationelle
Flexibilitdit der AB-Schleife aufgrund der Kristallpackung und der elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen im Kristallgitter zuriickzuftihren sein
kénnte.”

1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Zum besseren Verstidndnis der vielfdltigen Funktionen des Transmembranproteins VpU in
der HIV-1 Infektion ist die strukturelle Untersuchung des Proteins von grof3er Bedeutung.
Zur Untersuchung von Membranproteinen in naturnaher Umgebung eignen sich
insbesondere Festkorper- und DNP-NMR-Spektroskopie. In dieser Arbeit wurde die
Herstellung von VpU optimiert, um ausreichende Mengen des Proteins fiir
spektroskopische Untersuchungen zu erhalten. Zudem wurden erste DNP-NMR-Spektren
des Proteins in Liposomen aufgenommen.

In einem zweiten Projekt wurde die Interaktion von NP7 mit Membranen strukturell
untersucht. Weiter oben wurden die bereits vorhandenen Kristallstrukturen von NP7
vorgestellt. Mit Rontgenstrukturanalyse ist es nicht moglich, die Interaktion von NP7 mit
Membranen zu charakterisieren, da membrangebundene Proteine nicht mit
Lipiddoppelschichten gemeinsam kristallisiert werden konnen. Die Tendenz von NP7, in
hoheren Konzentrationen Oligomere und unlosliche Aggregate zu bilden, erschwert die
Untersuchung von NP7 mit Flissig-NMR-Spektroskopie. Aggregation verlangsamt
Rotationsdiffusionsbewegungen und fiihrt zur Linienverbreiterung und verkiirzten
T»-Relaxationszeiten.”” Daher wurde die Festkorper-NMR-Spektroskopie fiir die
Untersuchung der NP7-Membran Interaktion gewéhlt. In dieser Arbeit wurde
isotopenmarkiertes NP7 hergestellt und an Liposomen gebunden. Freies und an Liposomen
gebundenes NP7 wurde dann zundchst mittels Festkorper-NMR-Spektroskopie
charakterisiert. AnschlieBend erfolgte die Resonanzzuordnung in den aufgenommenen
Festkorper-NMR-Spektren und der Vergleich dieser mit einer NP7 Kristallstruktur.
SchlieBlich wurden die Spektren von freiem und an Liposomen gebundenem NP7
miteinander verglichen, um Hinweise auf den Einfluss der Membranbindung von NP7 auf
dessen Struktur zu erhalten.
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2 Material

2.1 Bakterienstaimme

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind in Tab. 1 aufgefiihrt.

Tab. 1: Genotyp und Referenz der in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme

Bakterienstamm Genotyp Referenz
E. coli BL21(DE3) F- ompT hsdSg (rg-mg-) gal dem (DE3) Novagen,
Darmstadt,
Deutschalnd
E. coli BL21(DE3)T1" F- ompT hsdSg (rg-mg-) gal dcmA (DE3) tonA Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,
USA
E. coli CA3(DE3) F- omp ThsdSg (rs- mg-) gal dcm (DE3) Miroux, B. et al.”
E. coliMach1 T1% F- @80 (lacZ) AM15 AlacX74 hsdR (ri- my.) Invitrogen,
ArecA1398 endA1 tonA Carlsbad,
USA
E. coli Rosetta(DE3) F- omﬁaT hsdSg (rg- mg-) galdem (DE3) pRARE Novagen,
(Cam™) Darmstadt,
Deutschland
E. coli Rosetta F- ompT hsdSg (rg- mg-) gal dem (DE3) Novagen,
2(DE3)pLysS pLysSRARE2 (CamR) Darmstadt,
Deutschland
E. coli Rosetta 2(DE3) F- omé)T hsdSg (rg- mg-) gal dem (DE3) pRARE2 Novagen,
(Cam™) Darmstadt,

Deutschland
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2.2 Verwendete Kulturmedien

Die in dieser Arbeit verwendeten Kulturmedien sind in Tab. 2 aufgelistet.

Tab. 2: Zusammensetzung der verwendeten Kulturmedien.

Bezeichnung Zusammensetzung
LB-Medium 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl
TB-Medium 12 g/l Trypton, 24 g/l Hefeextrakt, 4 ml/l Glycerin,
10 % (v/v) 1M KHPO, (pH 7,5)
SOB-Medium 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI
SOC-Medium 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KClI,

10 mM MgCl,, 20 mM Glukose

LB-Agarplatten

10 g/l Trypton, 5 g/l (w/v) Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, 20 g/l Agar

M9-Medium

0,2 % (v/v) TS2-Spurenelemente, 5 ug/mi
Thiaminhydrochlorid, 1 % (v/v) Vitamincocktail,

2 g/l Glukose, 8,3 g/l NaH,PO, x 2 H,0,

3 g/l KH,PO,4 x 2 H,0, 0,5 g/l NaCl, 1 g/l NH4CI, 100 uM CacCl,,
2 mM MgSQ,, 10 uM Eisen(lll)citrat

Vitamincocktail

1 g/l d-Biotin, 1 g/l Folsaure, 1 g/l Cholinchlorid,
1 g/l Nicotinamid, 1 g/I Natrium-D-pathothenat,
1 g/l Pyridoxalhydrochlorid, 0,1 g/l Riboflavin

TS2-Spurenelemente

30 mg/l MnCl, x 4 H,O, 100 mg/l ZnSO,4 x 7 H,0,
300 mg/l H;BO3, 200 mg/l CoCl, x 6 H,O, 20 mg/l NiCl, x 6 H,0,
10 mg/l CuCl, x 2 H,0, 900 mg/l Na;MoO4 x 2 H,O, 20 mg/l NaSeO;

M9-Medium aus Varghese
etal.®”’

0,2 % (v/v) TS2-Spurenelemente,

2 g/l Glukose, 8,3 g/l NaH,PO, x 2 H,0,

3 g/l KH,PO4 x 2 H,0, 0,5 g/l NaCl,1 g/l NH4CI, 800 uM CacCl,,

8 mM MgSQ,, 0,01 % (v/v) Hefeextrakt, 1 ml/l 100xBME Vitamins
(Sigma), 5 mg/l (NH,),Fe(SO4),+7H,0

2.3 Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tab. 3 aufgelistet.

Tab. 3: Liste der verwendeten Plasmide.

Plasmid Antibiotikaresistenz | Quelle

pET15b_kombi-PreScission Amp ICS-6, Forschunsgzentrum Jilich

pTKK19xb/ub_ubi fVpU Kan ICS-6, Forschunsgzentrum Jilich

pMAT _Ubi-fVpU Amp Invitrogen, Carlsbad, USA

pET41b_Ubi-fVpU Kan Eigene Arbeit

pET28a_NP7 Kan Max-Planck-Institut fir chemische
Energiekonversion, Milheim
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3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) diente zur analytischen
Auftrennung von Proteingemischen. Es wurden 15%ige Trenngele und 5%ige Sammelgele
verwendet. Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das SDS-Gel mit Lammli-Puffer
versetzt und 5 min bei 95 °C erhitzt. Zur Abschidtzung des Molekulargewichts wurde der
GroBenmarker ,,Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo Scientific) mit
aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde mit 40 mA fiir 45 min im SDS-Laufpuffer
durchgefiihrt. Die Proteine wurden durch Anfiarben in Coomassie Féarbelosung bei 60 °C
fiir 30 min sichtbar gemacht. Die SDS-Gele wurden anschlieBend mit kochendem Wasser
entfirbt, bis deutliche Banden sichtbar wurden.

Tab. 4: Komponenten fiir die SDS-PAGE.

Bezeichnung Zusammensetzung

Sammelgel 5% 4,85 % (w/v) Acrylamid, 0,15 % (w/v) N,N*-Methyldisacrylamid, 125 mM Tris-
HCI pH 6,8, 0,1 % (w/v) SDS, 0,1 % (v/v) APS, 0,1 % (v/v) TEMED

Trenngel 15 % 14,55 % (w/v) Acrylamid, 0,45 % (w/v) N,N*-Methyldisacrylamid, 375 mM Tris-
HCI pH 6,8, 0,1 % (w/v) SDS, 0,1 % (v/v) APS, 0,1 % (v/v) TEMED

Coomassie 25 % (v/v) Isopropanol, 1 % (v/v) Essigsaure, 0,05 % (w/v) Coomassie Brilliant
Farbelésung Blue R250

4x Lammli-Puffer | 40 % (v/v) Glycerin, 0,5 % (w/v) Bromphenolblau Na-Salz, 8 % (v/v) SDS,
225 mM Tris, 8 % (v/v) R-Mercaptoethanol, pH 6,8

SDS-Laufpuffer 25 mM Tris, 250 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS

3.2 Western Blot

Mit dem Western Blot werden Proteingemische gelelektrophoretisch getrennt, auf eine
Membran iiberfiihrt und mit Hilfe von spezifisch bindenden Antikdrpern detektiert. Dazu
wurde zundchst eine SDS-PAGE (siehe Kapitel 3.1) durchgefiihrt. In diesem Fall wurde
der GroBBenmarker ,,PageRuler Prestained Protein Ladder* (Thermo Scientific) verwendet.
Der Transfer der Protein aus dem SDS-Gel auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)
Membran erfolgte in einer Semidry-Blot Kammer (Trans-Blot Turbo). Hierzu wurden auf
die Anode des Gerdts zundchst drei Whatman-Papiere, getrdnkt in Anodenpuffer 1,
aufgebracht. Auf diese wurden drei weitere Whatman-Papiere, getriankt in Anodenpuffer 2
gelegt. Auf die Whatman-Papiere wurde die PVDF-Membran gelegt, welche zuvor fiir 30 s
in Methanol aktiviert, fiir 5 min in Wasser gewaschen und fiir 5 min in Kathodenpuffer 2
inkubiert wurde. Danach wurde das Gel oben auf die Membran gelegt. Anschlieend
folgten drei weitere Whatman-Papiere, getrankt in Kathodenpuffer. Abschlieend folgt die
Kathode selbst. Der Transfer auf die Membran erfolgte bei 100 mA fiir 45 min.
AnschlieBend wurde die Membran 1 h in TBS-Puffer mit 2 % Milchpulver inkubiert, um
freie Bindungsstellen zu blockieren. Danach wurde die Membran 3 x 5 min mit
TBS-T-Puffer gewaschen. Die Inkubation mit dem Primdrantikdrper ,,penta His anti
mouse* (Quiagen), zur Detektion von Proteinen mit His-Tag, erfolgte in einer Verdiinnung
von 1:2000 in TBS-T-Puffer bei 4 °C {iber Nacht. AnschlieBend erfolgten wieder drei
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Waschschritte mit TBS-T-Puffer fiir je 5 min. Anschlieend erfolgte die Inkubation mit
dem HRP-gekoppelten Sekundérantikorper ,,immunopure goat anti mouse, HRP* (Thermo
Fisher Scientific) in einer Verdiinnung von 1 : 5000 in TBS-T-Puffer bei Raumtemperatur
fiir 2,5 h. Danach erfolgten wieder drei Waschschritte mit TBS-T-Puffer fiir je 5 min. Fiir
die Signaldetektion mittels Chemilumineszens wurden je 1 ml Peroxid-Lésung und
Luminol-L&sung des ,,Super Signal Detektion Kit* (Pierce) miteinander vermischt und auf
die Membran gegeben und 5 min inkubiert. Die Detektion der Chemilumineszens erfolgte
mit der GelDoc2000.

Tab. 5: Puffer fiir den Western Blot.

Puffer Zusammensetzung

Anodenpuffer 1 300 mM Tris, 10 % (v/v) Methanol, pH 10,4
Anodenpuffer 2 25 mM Tris, 10 % (v/v) Methanol, pH 10,4
Kathodenpuffer 25 mM Tris, 40 mM Glycin, pH 9,4

TBS-Puffer 136 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 24,7 mM Tris, pH 7,4
TBS-T-Puffer 0,1 % (v/v) Tween-20 in TBS

3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Es wurden 0,8%ige Agarosegele verwendet und mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid versetzt.
Die Proben wurden mit 5 x DNA Ladepuffer versetzt bevor sie in die Taschen geladen
wurden. Zur Bestimmung der Fragmentgrof3e wurde ein Groflenmarker (,,GeneRuler 1 kb
DNA Ladder”, Thermo Scientific) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei konstanter
Spannung von 95 V in TAE-Puffer durchgefiihrt.

Tab. 6: Komponenten fiir die Agarose-Gelelektrophorese.

Bezeichnung Zusammensetzung
TAE-Puffer 40 mM Tris, 19 mM Eisessig, 1 mM EDTA, pH 8,0
0,8 % 0,8 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer

Agaroselésung

5x DNA Ladepuffer | 50 mM EDTA, 50 % (v/v) Glycerin, 0,15 % (w/v) Bromphenolblau,
0,15 % (w/v) Xylencyanol

3.4 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen wurde die CaCl, Methode
angewandt. Dazu wurden E. coli Zellen auf einer LB-Agarplatte vereinzelt und iiber Nacht
bei 37 °C inkubiert. Aus einer Einzelkolonie wurde eine Ubernachtkultur in 100 ml
SOC-Medium bei 37 °C und 130 rpm angezogen. Mit der Ubernachtkultur wurden 150 ml
SOC-Medium angeimpft und bis zu einer ODgpp von 0,45 bis 0,55 im Schiittler bei 37 °C
und 130 rpm inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen auf Eis abgekiihlt und bei 3000 g
und 4 °C fir 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 30 ml eiskaltem TFB-I-Puffer
resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen wieder bei
3000 g und 4 °C fiir 15 min zentrifugiert und das Pellet dann in 6 ml eiskaltem TFB-II-
Puffer resuspendiert. Aliquots von 100 pl wurden in vorgekiihlte Eppendorfgefia3e
pipettiert, sofort in fliilssigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung
bei -80 °C gelagert.
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Tab. 7: Puffer zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen.

Puffer Zusammensetzung

TFB-I-Puffer 30 mM Natriumacetat, 50 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 1 M CaCl,,
15 % (v/v) Glycerin, pH 6,0

TFB-II-Puffer 10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM NaCl, 15 % (v/v) Glycerin, pH 7,0

3.5 Transformation von E. coli Zellen

Fiir die Transformation von E. coli Zellen wurden jeweils 100 pl Suspensionen chemisch
kompetenter Zellen auf Eis aufgetaut und mit 100 ng Plasmid versetzt. Nach 30 miniitiger
Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock fiir 45 s bei 42 °C. Im Anschluss wurde dem
Transfektionsansatz 900 pl LB-Medium zugefiigt und 45 min bei 37 °C und 130 rpm
geschiittelt. Die Zellen wurden auf LB-Agarplatten mit entsprechender Antibiotikazugabe
ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.6 Massenspektrometrie

Zur Bestimmung der molaren Masse der hergestellten Proteine wurde Elektrospray-
Ionisation-Massenspektrometrie (ESI-MS) verwendet. Dazu wurden jeweils 100 pl einer
Proteinprobe der Konzentration von ca. 15 uM gegen hochreines Wasser dialysiert. Fiir die
Messungen wurden der Probe 200 pl Acetonitrii und 0,1 % Methansdure
(Endkonzentration) zugefiigt. Das Massenspektrum wurde an einer QTRAP4000 der Firma
ABSCiex aufgenommen. Die Probe wurde mit FlieBinjektion injiziert (15 pl / min). Die
Daten wurden mit der Software Analyst 1.5.1 ausgewertet. Zur Deconvolution der Daten
wurde das Programm Bioanalyst 1.5 verwendet.

3.7 Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma Sequlab (Sequence Laboratories Géttingen
GmbH) durchgefiihrt. Fiir die Sequenzierung wurden 600 bis 700 ng DNA und 20 pmol
Primer in einem Gesamtvolumen von 7 pl bendtigt. Fiir die Sequenzierungen wurden
jeweils ein Primer flir den T7-Promotor und ein Primer fiir den T7-Terminator verwendet.
Die Auswertung der Sequenzierungsergebnisse erfolgte mit Hilfe des Programms Clone
Manager 9 Professional Edition.

3.8 Expression und Reinigung der PreScission Protease

Fiir die Expression der PreScission Protease mit N-terminalem 6 x His-Tag wurde der
Expressionsstamm E. coli BL21(DE3)T1® mit dem Plasmid pET15b_kombi-PreScission
transformiert (Kap. 3.5). Aus einer Einzelkolonie wurde iiber Nacht eine Vorkultur in
LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin bei 37 °C angezogen. Diese wurde zum Animpfen
von 11 LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin auf eine ODggy von 0,1 verwendet. Die
Expressionskultur wurde bei 37 °C und 130 rpm bis zu einer ODgy von 0,6 bis 0,8
inkubiert und dann mit einer Endkonzentration von 1 mM IPTG induziert. Nach 4,5 h
Expression bei 37 °C und 130 rpm wurden die Zellen fiir 25 min bei 5000 g und 8 °C
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pelletiert, mit PBS-Puffer gewaschen und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C
gelagert. Zur Reinigung der Protease wurde das Zellpellet aus 11 Expressionskultur in
40 ml Lysepuffer resuspendiert und die Zellen mit einem Branson 250 Sonifier (5 Zyklen
a 35 s mit einer Pause von 1 min, Duty Cycle 50 %, Power 6) aufgeschlossen. Das Lysat
wurde 1,5 h bei 4 °C inkubiert und danach bei 12000 g fiir 30 min bei 8 °C zentrifugiert,
um unldsliche Bestandteile zu prizipitieren. Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet
noch einmal wie zuvor beschrieben aufgeschlossen, iiber Nacht inkubiert und dann auch
nochmal  zentrifugiert. = Die  Reinigung des  Proteins  erfolgte  mittels
Metallaffinititschromatographie, die auf der Affinitit von Histin Seitenketten zu Ni**-NTA
Agarose basiert. Dazu wurde das Sdulenmaterial mit 15 Siulenvolumen (CV, ,,Colum
Volume*) Arbeitspuffer dquilibriert und dann mit dem Uberstand der ersten Zelllyse
beladen. Unspezifisch gebundene Proteine wurden durch einen Waschschritt mit 10 CV
10 mM Imidazol in Arbeitspuffer von der Siule gewaschen. Dann wurde der Uberstand der
zweiten Zelllyse auf die Sdule geladen und ebenfalls mit 10 CV 10 mM Imidazol in
Arbeitspuffer gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Elution des Proteins mit aufsteigender
Imidazol Konzentration (20 mM bis 500 mM). Die Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE
analysiert. PreScission Protease enthaltende Fraktionen wurden iiber Nacht bei 4 °C gegen
Dialysepuffer dialysiert und anschlieBend bis zu ihrer Verwendung in 1 ml Aliquots
bei -80 °C gelagert.

Tab. 8: Puffer zur Expression und Reinigung der PreScission Protease.

Bezeichnung | Zusammensetzung

PBS-Puffer 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,8 mM KH,PO,, 10 mM Na,HPO, x 2 H,0, pH 7,4

Lysepuffer 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,5 % (v/v) Triton X-100, 1 Tablette Protease Inhibitor
auf 50 ml Puffer, 20 ug/ml DNAse, 20 pug/ml Lysozym, pH 8,0

Arbeitspuffer | 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,5 % (v/v) Triton X-100, pH 8,0

Dialysepuffer | 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 20 % (v/v) Glycerol, 10 mM EDTA, pH 7,0

3.9 Klonierung des VpU-2-Konstrukts

Fir die Klonierung des VpU-2-Konstrukts wurde das pET41b-Plasmid (Novagen)
ausgewihlt, da pET Plasmide fiir E£. coli optimierte Klonierungs- und Expressionsplasmide
darstellen. Des Weiteren wurde die Thrombin-Erkennungssequenz des im ICS-6 des
FZ Jilich vorhandenen VpU-1-Konstrukts (vgl. Kapitel 3.10) entfernt, da diese nicht
verwendet wurde und daher nur zu einem lingeren artifiziellen N-terminalen Uberhang
fiihrte. Dadurch konnte der artifizielle N-terminale Uberhang von 8 Aminosduren auf
2 Aminoséduren reduziert werden. Zudem wurde die DNA-Sequenz Codon-optimiert. Das
Insert wurde bei der Firma Invitrogen bestellt und in das Plasmid pMAT einkloniert
erhalten (pMAT _ Ubi-fVpU).

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA in ausreichenden Mengen fiir die Klonierung des
Codon-optimierten VpU-2-Konstrukts (pET41b_Ubi-fVpU) wurde der Klonierungsstamm
E. coli MachlTI® jeweils mit dem Lieferplasmid pMAT Ubi-fVpU und dem
Expressionsplasmid pET41b transformiert. Aus je einer Einzelkolonie wurde eine
Ubernachtkultur in LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum bei 37 °C
angezogen. Die Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit Hilfe des kommerziell
erhéltlichen Kits ,,NucleoBond Xtra Midi“ (Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben. Die
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gereinigte DNA wurde in 100 pl H,O aufgenommen und bei -20°C gelagert.
Anschliefend erfolgte der Restriktionsverdau der beiden Plasmide mit den
Restriktionsenzymen Ncol und Ndel, um das synthetische Gen Ubi-VpU-2 aus dem
Lieferplasmid herauszuschneiden und das pET41b-Plasmid zu linearisieren. Fiir den
Restriktionsverdau des Expressionsplasmids wurden 5 pg pET41b in einem Volumen von
20 pl mit je 1 pl ,,FastDigest Ncol* und ,,FastDigest Ndel* (Thermo Scientific) und 2 pl
10x ,,FastDigest Buffer* (Thermo Scientific) fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. Fiir den
Restriktionsverdau des Lieferplasmids wurden 10 ug pMAT_ Ubi-fVpU in einem Volumen
von 50 pl mit je 2 pl ,,FastDigest Ncol*“ und ,,FastDigest Ndel* (Thermo Scientific) und
5 ul 10x ,,FastDigest Buffer* (Thermo Scientific) fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss
erfolgte eine Agarosegelelektrophorese zur Uberpriifung des Erfolgs der Restriktion und
zur Reinigung der DNA. Die Isolierung der DNA erfolgte mit Hilfe des ,,NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up“ Kits (Macherey-Nagel). Dazu wurde das Agarosegelstiick mit der
gewiinschten DNA-Bande unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Gel
herausgeschnitten und die DNA nach Herstellerangaben isoliert. Zur Verhinderung der
Religation des pET41b Plasmids wurden die 5°-Enden der DNA mit Hilfe der Phosphatase
SAP (,,shrimp alkaline phosphatase®) dephosphoryliert. Dazu wurden in einem 22 pl
Ansatz 832 ng des linearisierten pET41b Plasmids mit 0,5 ul SAP (Fermentas) und 2,2 pl
10 x ,,SAP buffer (Fermentas) fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die SAP
fir 15 min bei 65 °C inaktiviert. Nun erfolgte die Ligation des pET41b Ubi-fVpU
Plasmids durch die Insertion des Ubi-VpU-2 Fragments in das dephosphorylierte
linearisierte pET41b-Plasmid mit Hilfe der DNA-Ligase des Bakteriophagen T4. Dazu
wurden in mehreren 20 pl Ansédtzen die Ligation von Plasmid-zu-Insert DNA im molare
Verhidltnisvon 1 : 3, 1: 6 und 1 : 9 getestet, indem 1 ul ,,T4 DNA Ligase* (Fermentas) und
2 ul 10x ,,T4 DNA Ligase Buffer (Fermentas) mit 50 - 100 ng linearisiertes pET41b-
Plasmid und 17 - 150 ng Ubi-VpU-2 Fragment iiber Nacht bei 16 °C inkubiert wurden.
Zusitzlich erfolgte ein Ansatz ohne Insert, um den Erfolg der Dephosphorylierung der
Plasmid-DNA zu tberpriifen. AnschlieBend erfolgte die Transformation von E. coli
MachlITI® Zellen mit dem Ligationsansatz. Aus je einer Einzelkolonie wurde eine
Ubernachtkultur in LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum bei 37 °C
angezogen. Die Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit Hilfe des kommerziell
erhéltlichen Kits ,,innuPREP Plasmid Mini“ (Analytik Jena AG) nach Herstellerangaben.
Der Erfolg der Klonierung wurde durch eine Sequenzierung der Klonierungs- und
Expressionsregion des Plasmids mit Primern fiir die T7-Promotor- und Terminatorsequenz
{iberpriift. Von dem erfolgreich sequenzierten Klon wurde erneut eine Ubernachtkultur in
LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum bei 37 °C angezogen. Die Isolierung
der Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit Hilfe des kommerziell erhiltlichen Kits
»NucleoBond Xtra Midi“ (Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben. Die gereinigte DNA
wurde in 100 pul H,O aufgenommen wund bei -20°C gelagert. Die
Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte durch Absorptionsmessung bei 260 nm an
einem Nano Drop Spektrophotometer (Thermo Scientific).
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3.10 Expression und Reinigung von VpU

Fiir die Expression von VpU wurden drei verschiedene Konstrukte verwendet. Die VpU-
Konstrukte VpU-1, VpU-2 und VpU-3. Die VpU-1 und VpU-2-Konstrukte kodieren fiir
das 81 Aminosdure lange VpU (UniProt: P19554) als Fusionsprotein mit dem
76 Aminosduren langen Ubiquitin aus S. cerevisiae (UniProt: POCG63) (Ubi-VpU-1 und
Ubi-VpU-2). Das VpU-1-Konstrukt verfiigt iiber einen N-terminalen 10 x His-Tag, der die
Reinigung iiber eine Ni*'-NTA Affinititschromatographie ermdglicht. Zur Abtrennung des
Ubiquitin-Tags sind zwischen der Ubiquitin- und der VpU-Sequenz Erkennungssequenzen
fiir die Thrombin und die PreScission Protease vorhanden. Es war bereits vor Beginn der
hier vorliegenden Dissertation in unserem Institut vorhanden. Das VpU-2-Konstrukt wurde
im Rahmen dieser Dissertation, wie in Kapitel 3.9 beschrieben, hergestellt. Es ist im
Gegensatz zum VpU-1-Konstrukt fiir E. coli Codon-optimiert und enthélt keine Thrombin-
Erkennungssequenz. Das VpU-3-Konstrukt kodiert ausschlieBlich fiir VpU und wurde in
der Arbeitsgruppe von Dr. Thomas Drepper des Instituts fiir Molekulare
Enzymtechnologie des Forschungszentrums Jiilich konzipiert und erstellt.

Fiir die Testexpressionen von VpU wurden die Expressionsstimme E. coli BL21(DE3)T1X,
BL21(DE3), C43(DE3), Rosetta(DE3), Rosetta2(DE3) oder Rosetta2(DE3)pLysS mit dem
Plasmid pTKK19xb/ub ubi fVpU (VpU-1-Konstrukt) oder pET41b_Ubi-fVpU (VpU-2-
Konstrukt) transformiert (Kap. 3.5). Aus einer Einzelkolonie wurde iiber Nacht eine
Vorkultur in LB-, TB- oder M9-Medium mit 50 pg/ml Kanamycin bei 37 oder 30 °C
angezogen. Diese wurden zum Animpfen von 50 -100 ml LB-, TB- oder M9-Medium mit
50 w/ml Kanamycin auf eine ODgoy von 0,1 verwendet. Die Expressionskultur wurde bei
37 oder 30 °C bis zu einer ODgyp von 0,6 bis 0,8 inkubiert und dann mit einer
Endkonzentration von 0,5 mM oder 1 mM IPTG induziert. Nach 3 — 22 h Expression bei
37 °C oder 30 °C wurden die Zellen fiir 30 min bei 5000 g und 8 °C pelletiert, mit PBS-
Puffer gewaschen und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Fiir die Expression von VpU im préiparativen Malstab wurde der Expressionsstamm
E. coli BL21(DE3)TI® mit dem Plasmid pET41b_Ubi-fVpU (VpU-2-Konstrukt) oder
Expressionsstamm E. coli C43(DE3) mit dem Plasmid pTKK19xb/ub_ubi fVpU (VpU-1-
Konstrukt) transformiert. Aus einer Einzelkolonie wurde iiber Nacht eine Vorkultur in
M9-Medium mit 50 pg/ml Kanamycin bei 37 °C angezogen. Diese wurde zum Animpfen
von 500 ml M9-Medium mit 50 pg/ml Kanamycin auf eine ODgpp von 0,1 verwendet. Die
Expressionskultur wurde bei 37 °C bis zu einer ODggy von 0,6 bis 0,8 inkubiert und dann
mit einer Endkonzentration von 1 mM IPTG induziert. Nach 3 h (VpU-2) oder iiber Nacht
(VpU-1) Expression bei 37 °C wurden die Zellen fiir 30 min bei 5000 g und 8 °C pelletiert,
mit PBS-Puffer gewaschen und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Die Reinigung wurde nach einem bereits vorhandenen Protokoll durchgefiihrt.”**° Die im

Folgenden angegebenen Volumina beziehen sich auf eine 1 1 Expressionskultur. Das
Zellpellet wurde in 5 ml Resuspensionspuffer pro Gramm Zellpellet resuspendiert und mit
einem Branson 250 Sonifier (5 Zyklen a 35 s mit einer Pause von 1 min, Duty Cycle 50 %,
Power 6) aufgeschlossen. Danach wurde dem Zelllysat dasselbe Volumen Lysepuffer und
MgCl; bis zu einer Endkonzentration von 8 mM hinzugefiigt und 1 h bei 4 °C inkubiert.
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AnschlieBend wurden unldsliche Bestandteile durch Zentrifugation bei 50000 g und 10 °C
fiir 10 min prizipitiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet wie zuvor
beschrieben noch einmal lysiert, {iber Nacht inkubiert und zentrifugiert. Die Reinigung des
Proteins erfolgte iiber eine Ni*-NTA Affinititschromatographie. Dazu wurden 2,5 ml
Ni**-NTA mit 5 CV Arbeitspuffer dquilibriert und dann mit dem Uberstand der ersten
Zelllyse beladen. Unspezifisch gebundene Proteine wurden durch einen Waschschritt mit
10 CV Arbeitspuffer von der Siule heruntergewaschen. Dann wurde der Uberstand der
zweiten Zelllyse auf die Sdule geladen. AnschlieBend erfolgte die Elution des Proteins mit
aufsteigender Imidazol Konzentration (5 mM bis 500 mM). Die Fraktionen wurden mittels
SDS-PAGE analysiert. Ubi-VpU-1 bzw. Ubi-VpU-2 enthaltende Fraktionen wurden durch
Ultrafiltration auf 30-40 ml aufkonzentriert und {iber Nacht bei 4 °C gegen
Proteolysepuffer dialysiert. Zur Abspaltung des VpUs vom Fusionsprotein Ubi-VpU-1
bzw. Ubi-VpU-2 erfolgte die Inkubation mit der PreScission Protease im Massenverhéltnis
3 : 1 (Abschitzung erfolgte anhand der Bandenintensitit der SDS-PAGE) unter Hinzugabe
von DTT mit einer Endkonzentration von 3 mM iiber Nacht bei 4 °C. Hierdurch wurde
VpU mit einem 8 Aminosiure langen N-terminalen Uberhang (VpU-1) bzw. mit einem
2 Aminosiure langen N-terminalen Uberhang (VpU-2) freigesetzt. Der Erfolg des
Proteaseverdaus wurde mittels SDS-PAGE {iberpriift. Zur Entfernung des Histidin-
Ubiquitin Tags und der PreScission Protease wurde eine weitere Ni*'-NTA
Affinitdtschromatographie durchgefiihrt. Dazu wurde die Losung des Proteaseverdaus fiir
1 h bei 4 °C mit 10 ml Ni*-NTA inkubiert. Nach dem Absetzen der Ni*"-NTA Agarose
wurde der VpU enthaltende Durchfluss aufgefangen und unspezifisch gebundenes VpU
durch einen Waschschritt mit 5 CV Arbeitspuffer von der Sédule heruntergewaschen.
Anschlieend erfolgte die Prizipitation des Proteins durch TCA zur Entfernung des
Detergenzes. Dazu wurde den VpU enthaltenden Fraktionen eiskalte TCA in einer
Endkonzentration von 10 % (v/v) zugefiigt und fiir 1 h bei 4 °C inkubiert. Die Abtrennung
des prazipitierten Proteins erfolgte durch Zentrifugation bei 15000 g und 10 °C fiir 15 min.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 10 ml eiskaltem Aceton gewaschen und
durch Zentrifugation bei 15000 g und 10 °C fiir 15 min wieder pelletiert. Der Waschschritt
mit Aceton wurde einmal wiederholt. AnschlieBend wurde das Pellet 10 min auf FEis
getrocknet und dann in 2 ml eiskaltem Puffer X aufgenommen. Als letzter
Reinigungsschritt erfolgte eine ,,Reversed Phase® Chromatographie mit Hilfe einer
Resource RPC 3 ml Sdule. Dazu wurde die Sédule mit Puffer A dquilibriert bevor das
resuspendierte Pellet der TCA-Fillung auf die Sdule geladen wurde. Dann erfolgte ein
Waschschritt mit Puffer A, bevor die Elution des Proteins durch einen Gradienten von 0 %
bis 100 % Puffer B erfolgte. Die Analyse der gesammelten Fraktionen erfolgte mittels
SDS-PAGE. VpU enthaltende Fraktionen wurden lyophilisiert und bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert.
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Tab. 9: Puffer zur Expression und Reinigung von VpU.

Bezeichnung Zusammensetzung
PBS-Puffer 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1,8 mM KH,PO,, 10 mM Na,HPO, x 2 H,0,
pH 7,4

Resuspensionspuffer | 50 mM Tris, 25 % (w/v) Sucrose, 0,1 % (v/v) NaN3, 1 Tablette Protease
Cocktail Inhibitor, EDTA-frei (Roche) auf 50 ml Puffer, pH 8,0

Lysepuffer 50 mM Tris, 1 % (v/v) Triton X-100, 1 % (w/v) Cholinsdure, 600 mM NaCl,
0,1 % (v/v) NaN3, pH 8,0
Arbeitspuffer 50 mM Tris, 12,5 % (w/v) Sucrose, 0,5 % (w/v) Cholinsaure, 0,1 % (v/v)

NaN3, 300 mM NacCl, 0,8 mM MgCl,, 1 Tablette Protease Cocktail Inhibitor,
EDTA-frei (Roche) auf 500 ml Puffer, 0,5 % (v/v) Triton X-100

Proteolysepuffer 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.5% (v/v) Triton X-100, pH 7,0
Puffer X 0.04% (v/v) Trifluoressigsaure, 40% (v/v) Acetonitril

Puffer A 0,1 % (v/v) Trifluoressigsaure

Puffer B 80 % (v/v) Acetonitril, 0,08 % (v/v) Trifluoressigsaure

3.11 Fraktionierung des Zellpellets der VpU Expression

Da die in Kapitel 3.10 beschriebene Herstellung von VpU nur sehr geringe Ausbeuten
ergab, erfolgte eine Fraktionierung des Zellpellets nach der Expression von Ubi-VpU-1,
Ubi-VpU-2 und VpU-3 in die ,,Inclusion body*“-Fraktion, die Membran-Fraktion und die
16sliche Fraktion.

Fiir die Fraktionierung des Zellpellets wurde das Zellpellet, entsprechend einer ODsgy = 3
der Expressionskultur bezogen auf 1 ml, in 800 ul Zelllysepuffer mit ca. 1 mg/ml Lysozym
resuspendiert. Zum Zellaufschluss wurden 100 - 150 pl Glasperlen hinzugefiigt und die
Zellen 15 min in der Schwingmiihle bei 4 °C und maximaler Geschwindigkeit
aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde fiir 10 min bei 10000 g und 4 °C zentrifugiert. Das
Pellet (I) enthielt die ,,Inclusion body*“-Fraktion und wurde bei -20 °C gelagert. Der
Uberstand wurde 1 h bei 150000 g und 4 °C in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Das Pellet
(M) enthielt die Membran-Fraktion und wurde ebenfalls bei -20°C gelagert. Der
Uberstand wurde 20 min mit 7%iger TCA (Endkonzentration) inkubiert und dann 5 min
bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet (L) wurde mit 200 pl eiskaltem Aceton
gewaschen und nochmals 5 min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Aceton
Waschschritt wurde einmal wiederholt. AnschlieBend wurde das Pellet (L) 10 - 15 min bei
37 °C getrocknet. Es enthielt die 16sliche Fraktion und wurde ebenfalls bei -20 °C gelagert.

Tab. 10: Fiir die Fraktionierung des Zellpellets der VpU Expression verwendete Puffer.

Bezeichnung Zusammensetzung

Zelllysepuffer 40 mM K2HPO4, 22 mM KH2PO4, 150 mM NaCl, pH 7,2

3.12 POPC-Liposomenherstellung und VpU-1 Einbau

Die Probenpriperation erfolgte analog zu Wittlich et al.>® Fiir die Herstellung der VpU-1
enthaltenden POPC-Liposomen wurden in einem Reagenzglas 1,5 mg lyophilisiertes
VpU-1 in 500 pl Chloroform/Methanol (Verhéltnis 7 : 3) mit 10 mg POPC in 500 pl
Chloroform gemischt. Hieraus ergab sich ein molares Verhéltnis von VpU-zu-POPC von
1:92. Zur Handhabung der organischen Losungsmittel wurde eine mit Methanol
gereinigte Glasspritze verwendet. Das organische Losungsmittel wurde unter Rotation mit
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einem Stickstoffgasstrom verdampft, so dass ein diinner Film aus POPC und VpU an der
inneren Reagenzglaswand entstand. Dieser wurde in 1 ml Cyclohexan aufgenommen und
1 min in fliissigem Stickstoff eingefroren. Das Lipid-VpU-1 Gemisch wurde anschliefend
6 h an einer Vakuumpumpe getrocknet, dann in 5 pl Hydratationspuffer aufgenommen und
mit 400 ul H,O gemischt. Die Emulsion wurde in ein 2 ml Eppendorfgefdl transferiert.
Zur Bildung von Liposomen wurden 5 Einfrier- und Auftauzyklen durchgefiihrt, indem die
Probe fiir 30 s in fliissigem Stickstoff eingefroren und dann 2 min im Ultraschallbad bei
Raumtemperatur aufgetaut wurde. AnschlieBend wurde die Probe iiber Nacht bei 4 °C
aufbewahrt und am néchsten Morgen weitere 5 Einfrier- und Auftauzyklen durchgefiihrt,
bis eine homogene weille Emulsion vorhanden war. Die so préparierten VpU-1
enhaltenden Liposomen wurden dann 30 min in fliissigem Stickstoff eingefroren und 8 h
lyophilisiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Tab. 11: Puffer zur Herstellung von VpU-1 enthaltenden POPC-Liposomen.

Bezeichnung Zusammensetzung

Hydratationspuffer 20 mM Na,HPO,/KH,PQO,4, 70 mM NacCl, 0,02 % (w/v) NaN3, pH 7,4

3.13 DNP-Festkorper-NMR-Spektroskopie

Die DNP-NMR-Spektren von VpU-1 in POPC-Liposomen wurden mit ,,Dynamic nuclear
polarization® (DNP) Verstirkung'>'® an 400 MHz und 600 MHz Bruker Spektrometern bei
einer Probentemperatur von ~100 K aufgenommen. Das Gyrotron erzeugt Mikrowellen der
Frequenzen 263 GHz bzw. 395 GHz. Fiir die DNP-Messungen wurde *C, ""N-markiertes
VpU-1 wie in Kapitel 3.10 beschrieben hergestellt und wie in Kapitel 3.12 beschrieben in
POPC-Liposomen eingebaut. Daraus wurden die drei in Tab. 12 aufgefiihrten Proben von
BC, PN-markiertem VpU-1 in POPC-Liposomen pripariert, die unterschiedliche
Konzentrationen des Biradikals TOTAPOLs'® und des Kryoprotektors Glycerin-dg
enthielten.

Tab. 12: DNP-Probenzusammensetzung.

Bezeichnung | Zusammensetzung

Probe 1 3,2 mg lyophilisiertes °C, "°N-markiertes VpU-1 in POPC-Liposomen in 20 mM
TOTAPOL in Glycerin-dg: D-O : H,O (60 : 30 : 10 Vol.-%)

Probe 2 2,1 mg lyophilisiertes "°C, "N-markiertes VpU-1 in POPC-Liposomen in einer
Lésung aus 10 mM TOTAPOL in Glycerin-dg : D,O : H,O (20: 70 : 10 Vol.-%)

Probe 3 ca. 2,5 mg lyophilisiertes '°C, "°N-markiertes VpU-1 in POPC-Liposomen in einer
Lésung aus 10 mM TOTAPOL in Glycerin-dg: D,O : H,O (60 : 30 : 10 Vol.-%)

Fiir die DNP-NMR-Messungen wurden die Proben jeweils in 3,2 mm Bruker Festkorper-
NMR-Rotoren gepackt. Mit den Proben wurden 'H / *C-Kreuzpolarisationsexperimente®!
und PDSD®-Experimente  durchgefithrt. Die experimentellen Parameter aller
durchgefiihrten Experimente sind im Anhang in Kapitel 9.1.1 aufgefiihrt. Die
Prozessierung der Spektren erfolgte mit dem Programm TopSpin 3.2 (Bruker BioSpin
GmbH) und die Auswertung mit dem Programm CcpNmr Analysis.*
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3.14 Expression und Reinigung von NP7

Fiir die Expression von NP7 wurde der Expressionsstamm E. coli BL21(DE3)T1® mit dem
Expressionsplamid pET28a NP7 transformiert. Aus einer Einzelkolonie wurde tiber Nacht
eine Vorkultur in LB-Medium mit 30 pg/ml Kanamycin bei 37 °C angezogen. Fiir die
Expression von unmarkiertem NP7 wurde diese zum Animpfen von 500 ml LB-Medium
mit 30 pg/ml Kanamycin auf eine ODgyp von 0,1 verwendet. Die Expressionskultur wurde
bei 37 °C und 130 rpm bis zu einer ODggo von 0,6 bis 0,8 inkubiert, anschlieBend mit einer
Endkonzentration von 1 mM IPTG induziert und dann weitere 5 h inkubiert. Fiir die
Expression von VLFY-revers °C, '°N-markiertem NP7 wurde die Zellen aus der Vorkultur
bei 5000 g und 4 °C fiir 20 min pelletiert, in 1 10,9 % (w/v) NaCl resuspendiert und erneut
bei 5000 g und 4 °C fiir 20 min pelletiert. Das Pellet wurde dann in 10 ml 0,9 % (w/v)
NaCl resuspendiert und zum Animpfen von 500 ml M9-Medium mit 30 pg/ml Kanamycin
und je 1 mM der Aminoséduren Leucin, Phenylalanin und Tyrosin und 4 mM Valin in nicht
isotopenmarkierter Form verwendet. Dieses wurde direkt mit 1 mM IPTG induziert und
dann 5 h bei 37 °C inkubiert. Dann wurden die Zellen fiir 20 min bei 5000 g und 10 °C
pelletiert, in 0,9 % (w/v) NaCl gewaschen und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
gelagert.

Zur Reinigung des Proteins wurde das Zellpellet in 20 ml Resuspensionspuffer pro Liter
Expressionskultur resuspendiert, mit Hilfe eines Potter-Elvehjem Homogenisators
homogenisiert und mit einem Zellaufschluss-System (Constant Systems Ltd.)
aufgeschlossen. AnschlieBend wurden unlosliche Bestandteile durch Zentrifugation bei
10400 g und 4 °C fiir 20 min prézipitiert. Da das Protein in ,,Inclusion bodies* exprimiert
wurde, befand es sich nun im Pellet. Dieses wurde 2 x mit 10 ml Waschpuffer 1
gewaschen, indem es mit Hilfe eines Potter-Elvehjem Homogenisators homogenisiert
wurde und dann durch Zentrifugation bei 10400 g und 4 °C 15 min pelletiert wurde. Es
folgten weitere Waschschritte des Pellets mit 2 x 10 ml Waschpuffer 2, 2 x 10 ml
Waschpuffer 3 und 1 x 7,5 ml Waschpuffer 4. Dann wurden die ,,Inclusion bodies* in
7,5 ml Solubilisierungspuffer solubilisiert und 1 h bei 4 °C inkubiert. Anschliefend
wurden unldsliche Bestandteile durch Ultrazentrifugation bei 100000 g und 4 °C 1h
abgetrennt.

Zur Riickfaltung des Proteins wurde der Uberstand langsam bei Raumtemperatur in 75 ml
schnell rotierenden Riickfaltungspuffer getropft und anschliefend 3 Néchte bei 4 °C gegen
750 ml Dialysepuffer dialysiert. Prézipitiertes Protein wurde durch Zentrifugation entfernt.
Die Rekonstitution des NP7s erfolgte durch schrittweise Titration des Kofaktors Ham.
Dazu wurde eine 50 mM Losung von Hemin-Cl in 100 mM NaOH 1:50 in 100 mM
NaH,PO4(pH 7,5) verdiinnt. 20 ul Aliquots dieser Hemin-Cl-Losung wurden bei
Raumtemperatur zu der schnell rithrenden NP7-Losung hinzupipettiert und die Insertion
photometrisch durch den Anstieg der Soret Absorptionsbande bei 403 nm verfolgt.
Zwischenzeitlich wurde aggregiertes Haim durch Zentrifugation bei 10400 g fiir 10 min
entfernt. Die Titration wurde bis zum Erreichen eines Absorptionsverhéltnisses von Asp;
nm / Az80 nm = 2 fortgefiihrt, um ein Him-zu-Protein Verhéltnis von ungefihr 1 zu erreichen.
Nach der Zugabe von 10 % (v/v) 1 M NaOAc (pH 5,0) und Einstellung des pH-Wertes der
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Proteinlosung auf 5,0 mit Essigsdure wurde die Losung bei 10400 g fiir 10 min
zentrifugiert und der Uberstand durch Ultrafiltration auf ca. 40 ml aufkonzentriert. Das
Protein wurde {iiber eine GroBenausschlusschromatographie mit einer HilLoad 26/600
Superdex 75 PG Sidule in GroéBenausschlusspuffer gereinigt. Die NP7 enthaltenenden
Fraktionen wurden gesammelt und durch Ultrafiltration auf ca. 10 ml aufkonzentriert und
dann iiber Nacht gegen Kationenaustauschpuffer 1 dialysiert. Der finale Reinigungsschritt
erfolgte iiber eine Kationenaustauschchromatographie iiber zwei hintereinandergeschaltete
5 ml HiTrap Chelating HP Séulen, die mit Ca**-Ionen beladen waren. Die Elution erfolgte
tiber einen Calciumionengradienten mit 0 mM - 40 mM CaCl,. Zur Aufbewahrung wurde
das Protein gegen Aufbewahrungspuffer dialysiert und dann bis zur weiteren Verwendung
bei -80 °C gelagert.

Direkt vor der Verwendung von NP7 wurde der Ligand Nitroxid rekonstituiert. Dazu
wurde die NP7-Losung aufgetaut, auf die gewiinschte Konzentration aufkonzentriert und
zum Pufferaustausch 2 x mit 200 ul NMR-Puffer gewaschen. Dann wurde auf Eis eine
Spatelspitze 2-(N,N-Diethylamino)-diazenolat-2-oxid (Enzo Life Sciences) in 50 pl
10 mM NaOH aufgelost. Die Konzentration des Proteins und des 2-(N,N-Diethylamino)-
diazenolat-2-oxids wurden photometrisch bestimmt (NP7: &403nm = 81000 M cm'l,
2-(N,N-Diethylamino)-diazenolat-2-oxid: £250nm 6500 M'lcm'l) und
2-(N,N-Diethylamino)-diazenolat-2-oxid im molaren Verhéltnis von 1 1/3 : 1 zum Protein
zugegeben. Daraus ergab sich ein molares Verhéltnis von Nitroxid zu NP7 von 2 : 1, da
aus einem Mol 2-(N,N-Diethylamino)-diazenolat-2-oxid 1,5 Mol Nitroxid freigesetzt
werden. Die Rekonstitution von Nitroxid in NP7 liel sich durch eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums von 403 nm nach 417 nm verfolgen.

Tab. 13: Fiir die Expression und Reinigung von NP7 verwendete Puffer.

Bezeichnung Zusammensetzung

Resuspensionspuffer 0,9 (w/v) NaCl, 2 ug/ml DNAse |

Waschpuffer 1 30 mM Tris, 30 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 % (v/v) Tween 20,
1mMDTT,pH7,4

Waschpuffer 2 30 mM Tris, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7,4

Waschpuffer 3 30 mM Tris, 30 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7,4

Waschpuffer 4 1,5 M GdmCI, 10 mM Mops, 1 mM EDTA, 10 mM DTT, pH 7,0

Solubilisierungspuffer 3,5 M GdmCI, 10 mM Mops, 1 mM EDTA, 2 mM TCEP, pH 7,0

Rickfaltungspuffer 10 mM Mops, 10 % (w/v) Sucrose, 500 mM L-Arginin, 1 mM EDTA,
1 mM GSSG, pH 6,6

Dialysepuffer 10 mM Mops, 10 % (w/v) Sucrose, 50 mM L-Glutamat,

50 mM NaCl, pH 6,6

GréRenausschlusspuffer

200 mM NaOAc, 2 % (w/v) Glycerin, pH 5,0

Kationenaustauschpuffer 1

10 mM Hepes, 2 % (w/v) Glycerin, pH 6,8

Aufbewahrungspuffer

200 mM NaOAc, 10 % (w/v) Glycerin, pH 5,0

NMR-Puffer 20 mM MOPS, 2 % (w/v) Glycerin, pH 6,8

3.15 Herstellung der DMPC / DMPS- und DMPC / DMPG-Liposomen

Fiir die Herstellung von DMPC / DMPS-Liposomen wurden DMPC und DMPS in einem
Massenverhidltnis von 3:1 in einem Reagenzglas in Chloroform/Methanol/H,O
(Volumenverhdltnis 2:1:0,01) gelost. Fir die Herstellung von DMPC / DMPG-
Liposomen wurden DMPC und DMPG in einem Massenverhéltnis von 3 :1 in einem
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Reagenzglas in Chloroform/Methanol (2:1) gelost. Das Losungsmittel wurde unter
Rotation mit einem Stickstoffgasstrom verdampft. Der so entstandene Lipidfilm wurde an
der Vakuumpumpe fiir 3 h getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C
gelagert. Der Lipidfilm wurde in 1 ml NMR-Puffer aufgenommen, so dass die gewlinschte
Lipidkonzentration von 5 - 40 mg/ml erhalten wurde. Anschlieend wurden 5 Einfrier- und
Auftauzyklen durchgefiihrt, indem die Emulsion in fliissigem Stickstoff eingefroren und in
einen 50 °C warmem Wasserbad wieder aufgetaut und dann durchmischt wurde.
AnschlieBend wurde die Emulsion mit Hilfe eines Extruder (Mini Extruder, Avanti Polar
Lipids, Inc.) 15 x durch eine Membran mit einer Porengrofle von 50 nm gedriickt, um
Liposomen einheitlicher GroBe zu erhalten. Fiir die Herstellung von Liposomen mit
geringerem Durchmesser wurden diese anschlieBend noch mit einem Ultraschallstab
beschallt. Zur Uberpriifung der Liposomenhomogenitit und -groBe wurden DLS-
Messungen der Liposomenproben durchgefiihrt. Die Liposomen wurden bei 4 °C gelagert
und innerhalb einer Woche verwendet.

Tab. 14: Fiir die Herstellung von Liposomen verwendete Puffer.

Bezeichnung Zusammensetzung

NMR-Puffer 20 mM MOPS, 2 % (w/v) Glycerin, pH 6,8

3.16 NP7-Liposomen Bindungstest

Fiir den NP7-Liposomen Bindungstest wurden die Liposomen und NP7 separat auf 37 °C
erwdrmt und dann wurde das Protein langsam zu der Liposomenemulsion gegeben und
30 min bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgte die Ultrazentrifugation bei 186000 g und
20 °C fiir 1 h, um das NP7-Liposomen Pellet zu separieren. Der Anteil des ungebundenen
NP7 im Uberstand wurde anschlieBend photometrisch bestimmt (g4;7 = 92100M! cm'l).

3.17 Diinnschichtchromatographie

Fir die Dinnschichtchromatographie (DC) wurden die Proben in 100 pl
Chloroform / Methanol (65 Vol % :35 Vol %) aufgenommen. Dazu wurden wissrige
Proben zuvor in der Speedvac bei 45 °C eingetrocknet. Die DC-Kammer wurde mit
Whatman-Papier ausgekleidet, 1 cm hoch mit DC-Puffer gefiillt, geschlossen und dann 1 h
bis zur Sattigung des Whatman-Papiers gewartet. Die DC-Platte wurde 30 min bei 80 °C
aktiviert und mit je 1 pl der Proben beladen. AnschlieBend wurde die DC-Platte noch
einmal fiir 5 min bei 80 °C getrocknet und dann erfolgte die Auftrennung der Proben in der
DC-Kammer. AnschlieBend wurde die DC-Platte wieder bei 80 °C fiir 10 min getrocknet
und die Lipide wurden durch Einspriihen der Platte mit Farbelosung sichtbar gemacht.

Tab. 15: Fiir die Diinnschichtchromatographie verwendete Losungen.

Bezeichnung | Zusammensetzung

DC-Puffer 72,2 % (v/v) Chloroform, 22,2 % (v/v) Methanol, 5,6 % (v/v) 28%ige
Ammoniaklésung

Farbeldsung | 0,02 % (w/v) Kaliumhydroxid, 0,02 % (w/v) Bromophenolblau
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3.18 NMR Probenherstellung

Fir die Herstellung der NMR-Probe mit Liposomen ohne Protein wurden ca. 4 mg
DMPC / DMPS-Liposomen mit einem Durchmesser von 50 nm und einer Konzentration
von 5 mg/ml, wie in Kapitel 3.15 beschrieben, hergestellt. Fiir die Pelletierung der
Liposomen wurden diese dann 1h bei 186000 g und 20 °C ultrazentrifugiert. Das Pellet
wurde mit Hilfe eines Spatels und kurzen zwischenzeitlichen Zentrifugationsschritten in
einen 36 pul fassenden 3,2 mm Varian Festkorper-NMR-Rotor gepackt.

Fir die Herstellung der U["C, " N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe wurden
U["c, "N\(V,L,F,Y)] NP7, wie in Kapitel 3.14 beschricben, und DMPC / DMPS-
Liposomen mit einem Durchmesser von 50 nm und einer Konzentration von 5 mg/ml, wie
in  Kapitel 3.15  beschrieben, hergestellt. ~Dann  wurden 5,1 mg der
U[BC, 15N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe, wie in Kapitel 3.16 beschrieben, an 8,57 mg
DMPC / DMPS-Liposomen gebunden und pelletiert. Zum Pellet wurden 3 pul 100 mM
Glutathiondisulfid (GSSG) hinzugefiigt, um eine Reduktion der Disulfidbriicken des
Proteins zu verhindern. Anschlieend wurde das Pellet mit Hilfe eines Spatels und kurzen
zwischenzeitlichen Zentrifugationsschritten in einen 36 ul fassenden 3,2 mm Varian
Festkorper-NMR-Rotor gepackt.

Fir die Herstellung der U[BC, 15N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe wurde ca. 3,7mg
U[BC, 15N\(V,L,F,Y)] NP7, wie in Kapitel 3.14 beschrieben, hergestellt. Das Protein
wurde in Zentrifugen-Filtereinheiten auf ca. 20 ul aufkonzentriert, dabei erfolgte eine
teilweise Prazipitation des Proteins. Dann wurden 2 pul 100 mM GSSG hinzugefiigt, um
eine Reduktion der Disulfidbriicken des Proteins zu verhindern. Die Suspension wurde mit
Hilfe einer Pipette in einen 22 pl fassenden 3,2 mm Varian Festkorper-NMR-Rotor
transferiert.

Die Lagerung der Rotoren zwischen den NMR-Messungen erfolgte bei einer Temperatur
von -20 °C.

3.19 Festkorper-NMR-Spektroskopie

MAS-Festkorper-NMR-Experimente wurden an Varian NMR-Spektrometern mit
'"H-Resonanzfrequenzen von 600 MHz und 800 MHz durchgefiihrt. Die verwendeten
Parameter aller durchgefiihrten Experimente sind im Anhang in Kapitel 9.1 aufgefiihrt.

Die externe Kalibrierung der Probentemperatur durch die Verwendung der 'H chemischen
Verschiebung von Nickelocen als Temperaturstandard® zeigte, dass die Probentemperatur
10+ 3°C iiber der Temperatur der variablen Temperatureinheit (VT) lag, die im
Folgenden als nominale Probentemperatur angegeben wird.

Leistungsstarke Breitband-Protonenentkopplung mit SPINAL-Phasenmodulation® erfolgte
in allen Experimenten wihrend der Aufnahme und der t;- und t,-Evolutionszeiten.

Zur Detektion mobiler Anteile in der Probe wurden auf J-Kopplungen basierende INEPT-
Experimente® durchgefithrt. Zur Detektion rigider Anteile der Probe wurden
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C-Direktanregungsexperimente und 'H / C-Kreuzpolarisationsexperimente’'
durchgefiihrt.

Fiir die Bestimmung der T,-Relaxationszeiten von BC und N wurde ein fiir die
Festkorper-NMR-Spektroskopie  entwickeltes Experiment zur Bestimmung von
Ti-Relaxationszeiten von Heterokernen verwendet, bei dem die X-Kerne durch einen
'H / X-CP-Schritt magnetisiert werden.®® Auf den 'H/ X-CP-Schritt folgte ein 90° Puls.
Danach erfolgte eine Wartezeit von ansteigender Dauer zur Relaxation der X-Spins. Im
Anschluss daran erfolgt dann erneut ein 90° Puls mit anschlieBender direkter Detektion der
Magnetisierung der X-Spins. Fiir die T,-Relaxationszeitbestimmung der 'H-Kerne wurde
ein Inversion-Recovery-Experiment67 mit ansteigender Wartezeit und anschlieBendem
'H / X-CP-Schritt verwendet. Fiir die Bestimmung der T,-Relaxationszeiten der 'H-Kerne
wurde ein 'H/X-CP mit anschlieBendem Spin-Echo®™ mit ansteigender Wartezeit
durchgefiihrt.

Fir die Resonanzzuordnung wurden die folgenden Experimente durchgefiihrt. PDSD-
Experimente® erfolgten mit longitudinalen Mischzeiten von 5 - 200 ms. Mischzeiten bis zu
80 ms zeigten hauptsichlich intraresiduale *C-Korrelation und bei héheren Mischzeiten
wurden auch interresiduale Korrelationen sichtbar. PDSD-RR-Experimente® wurden an
einem 18,8 T NMR-Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 12,5 kHz durchgefiihrt.
Diese Frequenz wurde nah an der Ca / CO-Rotations-Resonanz-Bedingung gewéhlt und
ermoglichte dadurch die Detektion von schwach dipolar gekoppelten interresidualen
COqi-1)/ Cag-Korrelationen in Gegenwart von stark dipolar gekoppelten intraresidualen
Korrelationen. Diese Korrelationen wurden fiir die sequenzielle Zuordnung der
Aminosduren verwendet. Um zwischen interresidualen Korrelationen und intraresidualen
Korrelationen iiber mehrere Bindungen einerseits und Korrelationen zwischen direkt
benachbarten Kernen andererseits zu differenzieren, wurden SPC5_2-4, HORROR->% und
DREAM-Experimente’ durchgefiihrt. Hierbei werden homonukleare
Doppelquantenkohdrenzen angeregt, welche in der Regel zur Detektion von
PC-Korrelationen iiber eine Bindung fiihren. In 2D und 3D "’N-, *C-Korrelationsspektren
basierte der zweite Transfer auf frequenzselektiver Kreuzpolarisation in Kombination mit
einem SPECIFIC-CP" und ermdglichte SO einen frequenzselektiven
Poliarisierungstransfer von N auf Ca, CO bzw. Ce-Kerne. Der anschliefende Transfer
entlang der Kette erfolgte durch PDSD-, DARR-*'" oder DREAM-Transfer. NCa-,
NCaCX- und NCaCp-Spektren ermoglichten die Zuordnung von '’N-Verschiebungen des
Proteinriickgrats und NCOCX-Spektren ermoglichten die Verkniipfung der Aminoséuren.
N{CeCX-Spektren ermdglichten die Zuordnung von '’N-Verschiebungen des Lysin NC.
Fiir die *C / *'P-Abstandsmessungen wurden REDOR-Experimente'? durchgefiihrt.

Die Prozessierung der Rohdaten erfolgte mit dem Programm NMRPipe’' und die Analyse
der Spektren wurde mit dem Programm CcpNmr Analysis®  durchgefiihrt.
Signalintensititen und Signalintegrale wurden ebenfalls mit dem Programm CcpNmr
Analysis bestimmt.
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3.20 Analyse der NP7 Kristallstruktur

Zum Vergleich mit den durch Festkorper-NMR-Spektroskopie erhaltenen Daten wurde
eine Kristallstruktur von NP7 in NO gebundener Form bei einem pH-Wert von 7,8
(PDB: 4XME) verwendet.”® Die Analyse und Darstellung der Kristallstruktur erfolgte mit
dem Programm PyMOL’. Die elektrostatische Oberfliche wurde mit den
Standardeinstellungen der Programme PDB2PQR™* und APBS” berechnet. Die
chemischen Verschiebungsvorhersagen aus Proteinkoordinaten erfolgte mit dem
Programm shiftX2"°.
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4 FErgebnisse und Diskussion

4.1 Charakterisierung von VpU in Membranen

Die Expression von kleinen Membranproteinen in E. coli stellt eine Herausforderung dar,
da sie nach der Expression aufgrund ihrer Hydrophobizitit in der Wirtsmembran
akkumulieren und dadurch zytotoxisch wirken.”” AuBerdem nehmen sie normalerweise
keine geordnete Struktur an und werden dadurch bevorzugt von zelluldren Proteasen
abgebaut.”’ Fiir die Expression und Reinigung des Membranproteins VpU war bereits ein
Protokoll vorhanden.””*® Nach diesem erfolgte die Expression von VpU als Fusionsprotein
mit dem 76 Aminosiuren langen Ubiquitin (Ubi-VpU-1).” Allerdings konnten mit dem
vorhandenen Konstrukt bzw. Protokoll keine ausreichenden Mengen an VpU fiir die
geplanten Festkorper-NMR-Untersuchungen hergestellt werden. Daher wurde im Rahmen
dieser Doktorarbeit die Expression des 81 Aminosduren langen VpU-Proteins optimiert.

4.1.1 Rekombinante Herstellung des VpU in E. coli

Im Folgenden werden die Schritte zur Optimierung der Expression von VpU beschrieben.
Das vorhandene VpU-1-Konstrukt wurde in Bezug auf Mutationen und die Codon-
Verwendungshéufigkeit in E. coli untersucht. Es wurde ein neues, fiir £. coli Codon-
optimiertes Plasmid kloniert (VpU-2-Konstrukt), welches das Fusionsprotein Ubi-VpU-2
kodiert. Dieses Konstrukt gestattet die Herstellung von VpU mit einem verkiirzten
artifiziellen N-terminalen Uberhang. Die Expression von Ubi-VpU-1 und Ubi-VpU-2
wurde in verschiedenen E. coli Zelltypen, bei verschiedenen Temperaturen, unter Zugabe
von Glukose und bei Induktion mit verschiedenen IPTG-Konzentrationen in LB-Medium
verglichen. Zudem erfolgte eine Lokalisation des Fusionsproteins in der E. coli Zelle nach
der Expression durch Fraktionierung des Zellpellets. Weiterhin wurde die Expression
beziiglich des verwendeten Expressionsmediums in verschiedenen E. coli Zelltypen
optimiert. In M9-Minimalmedium wurde zudem die Ammoniumchlorid- und Glukose-
Konzentration sowie das Kultur-zu-Flasche Verhéiltnis variiert.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1.1.1 Analyse des vorhandenen VpU-1 Konstrukts

Das vor Beginn der hier vorliegenden Dissertation im Institut bereits vorhandene
pTKK19xb/ub Ubi fVpU-Konstrukt ist in Abb. 4 im Detail dargestellt und wird im
Folgenden als VpU-1-Konstrukt bezeichnet.

[S— Y Y
His-Tag Ubiquitin / VpU
PreScission Thrombin
Schnittstelle Schnittstelle

Verdau mit
PreScission

Protease

rr ]
Abb. 4: Schematischer Aufbau des VpU-1-Konstrukts zur Herstellung von VpU-1.

Kaum Expression von Ubi-VpU-1 in E. coli

Zunéchst wurde eine Testexpression mit dem VpU-1-Konstrukt durchgefiihrt. Abb. 5 zeigt
das Expressionslevel von Ubi-VpU-1 auf einer SDS-PAGE zu unterschiedlichen Zeiten
nach Induktion der Expression mit IPTG. Es ist allenfalls eine marginale Expression des
Ubi-VpU-1-Proteins erkennbar. In der SDS-PAGE sind sowohl Proteine aus der 1slichen
Fraktion, der Membran- und der ,,Inclusion body“-Fraktion sichtbar, da das Zellpellet vor
dem Auftragen durch Erhitzen und Denaturierung mittels SDS aufgeschlossen wurde und
die Proteine linearisiert vorliegen.

kDa 0Oh 2h 4h 5h 6h 7h23h M

116,0- das -
66,2- -
45,0- -
35,0- ;

250-

-
-

. T

Abb. §: Testexpression von Ubi-VpU-1.
SDS-PAGE der Expression von Ubi-VpU-1 in E. coli C43(DE3) Zellen bei 37 °C zu unterschiedlichen
Zeitpunkten (0 - 23 h) nach Induktion in 1 1 LB-Medium.

- <«—Ubi-VpU-1

18 4-
14 4-

Merkmale des vorhandenen VpU-1-Konstrukts

Um die Ursache fiir die geringe Expressionsrate zu ergriinden, wurde das VpU-1-
Konstrukt analysiert. Dazu wurden die einzelnen Klonierungsschritte zur Herstellung des
pTKK19xb/ub_ubi fVpU-Plasmids (VpU-1-Konstrukt) analysiert, um den genauen
Aufbau des Plasmids zu ermitteln. Das verwendete pTKK19xb/ub ubi fVpU-Plasmid
(VpU-1-Konstrukt) basiert auf einem pET19b-Plasmid (Novagen), in dem der
Replikationsursprung durch den eines pUC-Plasmids’® ausgetauscht war und die
B-Lactamaseregion durch ein Kanamycinresistenzgen ersetzt war, um das pTKKI19-
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4 Ergebnisse und Diskussion

Plasmid zu generieren.”” Das pTKK19xb/ub-Plasmid (auch pUBK19 genannt) enthlt
zwischen den Restriktionsschnittstellen Nde 1 und BamH 1 ein Insert, bestehend aus der
Ubiquitin-Sequenz von S. cerevisiae und den C-terminalen Schnittstellen fiir EcoT22 1, Sal
I, Not T und Pst 1" In das pTKK19xb/ub_ubi_fVpU-Plasmid war analog zu Wittlich et
al.® zwischen die Restriktionsschnittstellen EcoT22 I und Not I das Insert aus PreScission
und Thrombin-Erkennungssequenz und VpU(1-81)-Sequenz kloniert. Die Verdnderungen
der Klonierungs- und Expressionsregion in Folge der einzelnen Klonierungsschritte sind in
Abb. 6 gezeigt.

Ndel BamH|I
PET19b -+ - A —

l Austausch Origin und Antibiotika Resistenzgen
Ndel BamH |
pTKK19 —ij— - GJ GJ — GJ GJ GJ GJ

Insertion Ubiquitin Sequenz mit C-terminalen Restriktionsschnittstellen

Ndel EcoT221 Not | BamH |

l Insertion VpU mit N-terminalen PreScission und Thrombin Erkennungssequenzen

pTKK19xb/ub —JJ—

Ndel EcoT221 Not| BamH |
pTKK19xb/ub_ubi_fVpU —é - 6J GJ_ GJ GJ_ GJ GJ GJ GJ

Abb. 6: Klonierungsschritte des vorhandenen VpU-1-Konstrukts.”*"”’

Dargestellt sind Verdnderungen in der Klonierungs- und Expressionsregion in Folge der einzelnen
Klonierungsschritte. Gezackte Pfeile stellen Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme dar. Nur die
verwendeten Restriktionsschnittstellen sind beschriftet. Farbige Rechtecke kennzeichnen die folgenden
Sequenzen: T7-Promotor (hellgriin), lac-Operator (rosa), Ribosomenbindestelle (orange), 10 x His-Tag (rot),
Ubiquitin-Sequenz (dunkelgriin), PreScission Protease-Erkennungssequenz (lila), Thrombin Protease-
Erkennungssequenz (gelb), VpU (1-81)-Sequenz (hellblau) und T7-Terminator (dunkelblau).

Das VpU-1-Konstrukt enthilt Mutationen im lac-Operator

Zur Uberpriifung des VpU-1-Konstrukts wurde eine Seqenzierung des Expressions- und
Klonierungsbereichs durchgefiihrt. Hierbei wurde festgestellt, dass die Sequenz des Inserts
keine Mutationen aufweist. Um die umliegende Klonierungs- und Expressionsregion auf
Mutationen zu tiberpriifen, wurde ein Sequenzalignment mit dem pET19b-Plasmid
(Novagen) durchgefiihrt, da das Expressionsplasmid auf diesem Plasmid basiert (vgl. Abb.
6). Hierbei stellte sich heraus, dass in der lac-Operatorregion Sequenzunterschiede zu
finden sind (siche Abb. 7). Aufgrund dessen wurde zusétzlich auch das urspriinglich von
Kohno et al.”” zur Verfiigung gestellte Plasmid pTKK19xb/ub sequenziert. Dieses enthielt
das Ubiquitin-Fusionsprotein, jedoch nicht die PreScission- und Thrombin-
Erkennungssequenzen und die VpU-Sequenz. Dabei stellte sich heraus, dass die
Sequenzunterschiede zum pETI19b-Plasmid in der lac-Operator Region im Plasmid
pTKK19xb/ub bereits vorhanden sind (siche Abb. 7). Diese lassen sich durch die von
Kohno et al.”” beschriebenen Klonierungsschritte allerdings nicht erkliren.
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Lac-operator

pPET19b TATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAG
pPTKK19xb/ub_ubi fVpU TATAGGGAGACC-—————-- ACAACGGTTTCCCTCTAG
pTKK19xb/ub TATAGGGAGACC-———————- ACAACGGTTTCCCTCTAG

R * * ko ok kb ok ko k kb

Abb. 7: Mutationen im Bereich des lac Operators im VpU-1-Konstrukt.

Sequenzalignment des  lac-Operators des  pETI19b-Plasmids mit dem  VpU-1-Konstrukt
(pTKK19xb/ub_ubi_fVpU) und dem Originalplasmid von Kohno er al”’ pTKKI19xb/ub (erstellt mit
MUSCLE). ,,** markieren identische Reste in allen Sequenzen. Bereiche mehrerer aufeinander folgender
iibereinstimmender Nukleotide wurden gelb unterlegt.

Mutationen im lac-Operator fithren dazu, dass der lac-Repressor nicht mehr binden kann
und die Expression des Zielproteins bereits vor der Einleitung der Expression durch die
Zugabe von IPTG erfolgt. Diese Expression wird als ,leaky* Expression bezeichnet.
Dadurch kann das Wachstum der Zellen verlangsamt oder verhindert werden oder es kann
zum Verlust des Expressionsplasmid kommen. Da insbesondere die Expression von
Membranproteinen zytotoxisch sein kann, sollte eine ,,leaky* Expression des Zielproteins
mdglichst vermieden werden.

Das VpU-1-Konstrukt enthélt selten in E. coli verwendete Codons

Das VpU-1-Konstrukt wurde auferdem auf selten in E. coli verwendete Codons
untersucht, da diese ebenfalls zu verringerter Expression fithren konnen. Die
Verwendungshiufigkeit der einzelnen Codons wurde Chen er al” entnommen. Die
Codonanalyse des VpU-1-Konstruktes ist in Abb. 8 dargestellt.

AUG GGC CAU CAU CAU CAU CAU CAU CAU CAU CAU CAC AGC AGC GGC CAU AUC GAC GAC GAC GAC

ele 3AG GUU GAA UCU
s \

GGU AUU CCU CCA

AAG CAU AUG CAA AUU UUU GUC AAG

UCU GAC|ACU|AUC GAC AA

CUG UCU GAU UAU AAC AUU

3GA |CUG GAA GUU CUG UUC CAG

UAA

Abb. 8: Analyse der im VpU-1-Konstrukt enthaltenen Codons.

Codons mit einer Verwendungshiufigkeit von <0,5% sind rot umrandet und solche mit einer
Verwendungshéufigkeit zwischen 0,5 und 1,1 % sind orange umrandet. Die Verwendungshédufigkeit der
Codons in E. coli wurde von Chen et al.” iibernommen. Die verschiedenen Abschnitte des Konstrukts sind
durch farbige Buchstaben gekennzeichnet: 10 x His-Tag (rot), Ubiquitin Sequenz (griin), PreScission
Schnittstelle (lila), Thrombin Schnittstelle (orange), VpU Sequenz (blau).

Die fiir VpU kodierende Sequenz selbst enthdlt keine Codons mit einer geringen
Verwendungshiufigkeit in E. coli. Da jedoch das gesamte Konstrukt inklusive His-Tag
und Ubiquitin-Tag exprimiert wird, beeinflussen alle fiir das Fusionsprotein verwendeten
Codons die Expression. Es finden sich sieben Codons mit einer Verwendungshéufigkeit
von unter 0,5 % in der Ubiquitin-Sequenz bzw. der PreScission-Schnittstelle sowie
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sieben Codons mit einer Verwendungshaufigkeit von 0,5 — 1,1 % in der Ubiquitin-Sequenz
bzw. der Thrombin-Erkennungssequenz.

4.1.1.2 Klonierung eines neuen Codon-optimierten VpU-2-Konstrukts

Die in Kapitel 4.1.1.1 beschriebenen Mutationen im lac-Operator des VpU-1-Konstrukts
sowie die fehlende Codon-Optimierung flir E. coli gaben Anlass, ein neues Codon-
optimiertes VpU-Fusionskonstrukt zu klonieren. Dazu wurde in Anlehnung an das VpU-1-
Konstrukt ein Codon-optimiertes Insert bei der Firma Invitrogen bestellt. Dieses kodiert fiir
einen 10 x His-Tag, Ubiquitin, eine PreScission Schnittstelle sowie VpU und wurde im
Plasmid pMAT eingesetzt geliefert (pMAT Ubi-fVpU). Im Vergleich zum VpU-I1-
Konstrukt kodiert das VpU-2-Konstrukt keine Thrombin-Erkennungssequenz, wodurch
sich der artifizielle N-terminale Uberhang des finalen VpUs von acht auf zwei
Aminosduren reduziert. In Abb. 9 ist das Design des neuen Inserts dargestellt.

Ndel Sacll Ncol
His-Tag Ubiquitin PreScission VpU
Schnittstelle

Abb. 9: Insert zur Klonierung des neuen VpU-2-Konstrukts.

Das Insert kodiert fiir einen N-terminalen 10 x His-Tag gefolgt von einem Linker, der Ubiquitin-Sequenz,
einer PreScission Schnittstelle und der VpU-Sequenz. Restriktionsschnittstellen fiir die Klonierung in das
pET41b-Plasmid sind Nde I am 5°-Ende und Nco I am 3°-Ende. Am Ende der Ubiquitin-Sequenz befindet
sich eine Sac II-Restriktionsschnittstelle zum Austausch der VpU-Sequenz gegen eine Nukleotidsequenz, die
fiir ein beliebiges Zielprotein kodiert.

Die Klonierung des VpU-2-Konstrukts ist in Kapitel 3.9 beschrieben. Das Insert wurde
zwischen die Restriktionsschnittstellen Nde 1 (Position 1095 in pET41b) und Nco 1
(Position 256 in pET41b) in das pET41b-Plasmid (Novagen) einkloniert. Dazu wurden
zunidchst die pET41b- und pMAT Ubi-fVpu-Plasmide amplifiziert und mit den
Restriktionsenzymen Nde I und Nco 1 verdaut. Die entstandenen DNA-Fragmente wurden
dann durch eine Agarose-Gelelektrophorese separiert.

bp 1 23 45

6000- » @ <«——pET41b geschnitten ohne Polylinker

3000- <«—PpMAT_Ubi-VpU-2

2000- = = <«—pMAT Vektor geschnitten ohne Insert
L

1000- e

<«——pET41b Polylinker
500- <«— Ubi-VpU-2 Insert

Abb. 10: Auftrennung des Verdaus von pET41b und pMAT_Ubi-fVpU auf einem Agarosegel.
Spur 1: Marker, Spur 2, 3: Verdau des pET41b-Plasmids, Spur 4, 5: Verdau des pMAT Ubi-fVpU Plasmids.

In Abb. 10 ist zu sehen, dass der Verdau beider Plasmide erfolgreich war. Somit konnten
das Ubi-VpU-2 Insert und die linearisierte pET41b-Plasmid-DNA ohne Polylinker aus dem
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Agarosegel herausgeschnitten und extrahiert werden. Der Erfolg der Klonierung wurde
durch eine Sequenzierung mit Primern fiir den T7-Promotor und den T7-Terminator
bestitigt.

4.1.1.3 Vergleich der Expression in LB-Medium

Zum Testen des neu klonierten Konstukts, das im Folgenden als VpU-2-Konstrukt
bezeichnet wird, wurde die Expression des Fusionsproteins Ubi-VpU-2 zunidchst ohne
Isotopenmarkierung in kleinem MafBstab (50 - 100 ml) in LB-Medium bei 37 °C im
Vergleich mit der Ubi-VpU-1 Expression von dem VpU-1-Konstrukt durchgefiihrt. Hierbei
wurden unterschiedliche E. coli Zelltypen (BL21(DE3)T1X, C43(DE3), Rosetta(DE3),
Rosetta2(DE3), Rosetta2(DE3)pLysS), unterschiedliche Temperaturen und IPTG
Konzentrationen sowie die Zugabe von 1 Vol.-% Glukose getestet. Bei diesen Tests zeigte
sich keine erkennbare Expression der Zielproteine auf der SDS-PAGE. Diese war nur im
Western Blot erkennbar. Aus diesem Grund wurde eine Kooperation mit der Arbeitsgruppe
von Dr. Thomas Drepper des Instituts fiir Molekulare Enzymtechnologie (IMET) des
Forschungszentrums Jiilich eingegangen, in der verschiedene VpU-Varianten gemeinsam
im Labor des IMET in LB-Medium exprimiert wurden. Hierdurch sollte vermieden
werden, dass laborspezifische Faktoren die Expression der Proteine beeinflussen. Parallel
zur Expression von Ubi-VpU-1 und Ubi-VpU-2 wurde das VpU-3-Konstrukt (vgl. Kapitel
3.10) verwendet, um VpU ohne Fusionspartner zu exprimieren. Letztere VpU-Variante ist
vergleichsweise hydrophob und lagert sich vermutlich direkt nach der Expression in E.coli
Membranen ein. Fiir die Testexpression wurden unsere BL21(DE3)T1® Zellen und unsere
C43(DE3) Zellen verwendet, sowie die BL21(DE3) Zellen der Arbeitsgruppe des IMET.

Hochste Expression von Ubi-VpU-2 und Ubi-VpU-1 in BL21(DE3) Zellen

Zum Vergleich der Expression der VpU-Proteine in den verschiedenen Zelltypen konnten
die zum Protein gehdrigen Banden mit Hilfe eines Penta-Histidin Antikérpers in Western
Blots detektiert werden, da die exprimierten VpU-Proteine iiber einen His-Tag verfiigten.

Expression nach 3 Stunden Expression Uber Nacht
kDa 1 2 345678 910 kDa 11121314 151617181920

70- 70-

55- 55-

40- (w 40 -

35w 35- -

25-, e @R 0. 25- N - - <«—Ubi-VpU-1/2
A e o, - - “  +\pU3

18- 15- e

Abb. 11: Testexpression der verschiedenen VpU-Konstrukte in verschiedenen Zelltypen.
Western Blot der Testexpression mit den VpU-Konstrukten in 50 ml LB-Medium nach 3 h (Spur 2-10) und
iiber Nacht (Spur 12-20). Detektion der Proteine mit Hilfe eines Penta-Histidin Antikdrpers. VpU-2 in
BL21(DE3) Zellen (2, 12), in C43(DE3) Zellen (5, 15) und in BL21(DE3)T1® Zellen (8, 18). VpU-3 in
BL21(DE3) Zellen (3, 13), in C43(DE3) Zellen (6, 16) und in BL21(DE3)TI® Zellen (9, 19). VpU-1 in
BL21(DE3) Zellen (4, 14), in C43(DE3) Zellen (7, 17) und in BL21(DE3)T1* Zellen (10, 20).
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Zur Quantifizierung der Banden wurde die relative Intensitdt der Banden zueinander mit
Hilfe des Quantifizierungs-Tools des Programms Image Lab 4.0.1 bestimmt (die Bande
mit der hochsten Intensitét entspricht 100 %) und in Tab. 16 aufgefiihrt.

Tab. 16: Quantifizierung der Expressionsbanden im Western Blot der VpU-Expression mit

verschiedenen Konstrukten in verschiedenen E. coli Zelltypen.
A: nach 3 h Expression

BL21(DE3) | C43(DE3) | BL21(DE3)T1¥
VpU-2 94 % 31 % 77 %
VpU-1 100 % 1% 0%
VpU-3 34 % 18 % 34 %

B: nach Uber Nacht Expression

BL21(DE3) | C43(DE3) | BL21(DE3)T1¥

VpU-2 100 % 88 % 39 %
VpU-1 0% 60 % 0%
VpU-3 84 % 23 % 40 %

Dem Intensitdtsvergleich der Banden im Western Blot ist zu entnehmen, dass die
Ubi-VpU-2 Expressionlevel sowohl nach 3 h als auch {iber Nacht und die Ubi-VpU-1
Expressionlevel nach 3 h bei der Verwendung von LB-Medium in BL21(DE3) Zellen am
hochsten waren.

4.1.1.4 Fraktionierung der E. coli Zellen nach der Expression in LB-Medium

Es wurde untersucht, ob die VpU-Fusionsproteine nach der Expression als 16sliche
Proteine in den E. coli Zellen vorliegen, in ,,Inclusion bodies* eingelagert oder in E. coli
Membranen eingebaut werden. Dazu wurden die Zellpellets im Anschluss an die
Testexpression in die ,,Inclusion body*-, die Membran- und die 16sliche Fraktion separiert.
Die drei Fraktionen wurden anschlieend im Western Blot analysiert.
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VpU-Fusionsproteine befinden sich hauptsichlich in der ,,Inclusion body“-Fraktion

A: “Inclusion Body”-Fraktion

Expression nach 3 Stunden Expression Uber Nacht
kba 1 2 3 4 56 78 9 10kDa 11 12 13 1415161718 1920

70- 70-
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Expression nach 3 Stunden Expression Uber Nacht
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Abb. 12: Fraktionierung der Testexpressionspellets der VpU-Proteine.

Western Blots der Fraktionierung in ,,Inclusion bodies* (A), Membran-Fraktion (B) und 16sliche Bestandteile
(C). Detektion der Proteine mit Hilfe eines Penta-Histidin Antikérpers. Ubi-VpU-2 in BL21(DE3) Zellen (2,
12), in C43(DE3) Zellen (5, 15) und in BL21(DE3)T1® Zellen (8, 18). VpU-3 in BL21(DE3) Zellen (3, 13),
in C43(DE3) Zellen (6, 16) und in BL21(DE3)T1® Zellen (9, 19). Ubi-VpU-1 in BL21(DE3) Zellen (4, 14),
in C43(DE3) Zellen (7, 17) und in BL21(DE3)T1® Zellen (10, 20).

<«—Ubi-VpU-1/2
«—VpU-3

Die VpU-Fusionsproteine Ubi-VpU-1 und Ubi-VpU-2 befinden sich {iberwiegend in der
,Inclusion body*“-Fraktion und zu einem geringen Anteil in der Membran-Fraktion. Nur
ein sehr geringer Anteil des Ubi-VpU-2 Proteins in BL21(DE3)T1" und C43(DE3) Zellen
sowie des Ubi-VpU-1 Proteins in C43(DE3) Zellen befindet sich nach 3 h Expression in
der 16slichen Fraktion. Nach der Expression iiber Nacht sind keine VpU-Fusionsproteine
mehr in der 16slichen Fraktion detektierbar.

Die Ergebnisse der Fraktionierung zeigen, dass VpU durch die Expression als
Fusionsprotein mit Ubiquitin nicht in Lésung gehalten werden kann, da der Grof3teil des
Proteins in ,,Inclusion bodies* exprimiert wird.
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4.1.1.5 Expression in verschiedenen Kulturmedien

Expressionslevel von Ubi-VpU-2 in TB-Medium wesentlich hoher als in LB-Medium

Da die Expression von Ubi-VpU-2 in LB-Medium nur zu geringen Proteinausbeuten fiihrte
und das Fusionsprotein auf der SDS-PAGE nicht sichtbar war, wurde ein reichhaltigeres
und gepuffertes Medium, das TB-Medium, getestet. Hier war eine Expression des
Zielproteins auf der SDS-PAGE erkennbar. Des Weiteren wurde die Expression eines
Abbruchprodukts mit einem Molekulargewicht von ca. 23 kDa nach der Expression iiber
Nacht festgestellt. In Abb. 13 ist der Vergleich der Ubi-VpU-2 Expression in C43(DE3)
Zellen in LB- und TB-Medium gezeigt.

LB-Medium TB-Medium

kDa M Oh 3h 5h aN kDa 0h 3h M 5h GN

116,0- — 25 SRS 116,0- = = =

66,2- 66,2-

45,0- e 45,0-

35,0- == 35,0-

- | - «— Ubi-VpU-2

250 - 250 <“— Abbruchprodukt
18,4- 18,4-

Abb. 13: Vergleich der Testexpression von Ubi-VpU-2 in LB- und TB-Medium.

SDS-PAGE der Testexpression von Ubi-VpU-2 in E. coli C43(DE3) Zellen vor der Induktion mit IPTG (Oh)
und 3 h und 5 h nach Induktion sowie iiber Nacht (iiN) in 100 ml LB-Medium (links) und in 100 ml
TB-Medium (rechts) bei 37 °C. M: Marker.

Da die vorliegenden Experimente zeigten, dass die Wahl des Kulturmediums einen grofen
Einfluss auf die Expression des Zielproteins hat, wurden weitere Expressionstests in dem
Minimalmedium M9 durchgefiihrt, welches fiir die Expression isotopenmarkierter Proteine
fir NMR-Untersuchungen verwendet wird. Bei M9 handelt es sich, wie bei dem
TB-Medium, um ein gepuffertes Medium.
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Expression von Ubi-VpU-2 in M9-Medium ist hoher als die von Ubi-VpU-1

A: Ubi-VpU-1 Expression in E. coli C43(DE3) B: Ubi-VpU-2 Expression in E. coli C43(DE3)
B M9 M9 (mehr N, C) B M9 M9 (mehr N, C)
kDa oh M 3h UN Oh 3h GN Oh 3h UN kDa 0Oh 3h GN Oh 3h GN Oh M 3h GN
116,0- — - = 116,0- e
66,2- — 66,2- £ e
45,0- 45,0- -
35,0- 35,0- = -
25,0~ =—=_g . = i-VpU-1  250- = - - <«—Ubi-VpU-2
184-0 = 18,4- =
e & | 144=§| g]. .i

WB: ’

WB: ‘ - as }O—Ubi-VpU-2

C: Ubi-VpU-2 Expression in E. coli BL21(DE3)T1

B M9 M9 (mehr N, C)
kDa oh 3h N Oh 3h GN MOh 3h UN

116,0- SR : =
66,2
45,0-
35,0-

250—\

18.4- b -
l‘!ﬂ!-l“
wlm Be B

Abb. 14: Vergleich der Expression von Ubi-VpU-1 und Ubi-VpU-2 in verschiedenen E. coli Zelltypen
in TB- und M9-Medium.

SDS-PAGE und Western Blot (WB) der Testexpression von Ubi-VpU-1 in E. coli C43(DE3) Zellen (A) und
von Ubi-VpU-2 in E. coli C43(DE3) (B) und in E. coli BL21(DE3)TI® Zellen (C) in 50 ml TB-Medium
(TB), M9-Medium mit 2 g/l Glukose und 1 g/l NH4Cl (M9) und M9-Medium mit 4 g/l Glukose und 3 g/l
NH4CI (M9 (mehr N, C)) vor Induktion (Oh), nach 3h Expression (3h) und Expression iiber Nacht (iiN) bei
37 °C. Detektion der Proteine im Western Blot mit Hilfe eines Penta-Histidin Antikorpers. M: Marker.

<—Ubi-VpU-2

In Abb. 14 ist zu sehen, dass unter den getesteten Bedingungen die Expression von
Ubi-VpU-2 in M9-Medium in BL21(DE3)TI® Zellen nach 3 Stunden am hochsten ist. Des
Weiteren kann die Erhdhung der Glukose- (4 g/l statt 2 g/l) und NH4CI-Konzentration
(3 g/l statt 1 g/l) die Expression noch zusitzlich steigern. Die Expressionslevel von
Ubi-VpU-1 in M9-Medium sind dagegen unter den getesteten Bedingungen wesentlich
geringer. In C43(DE3) Zellen steigt das Expressionslevel von Ubi-VpU-1 bei der
Expression iiber Nacht an, wohingegen es bei den BL21(DE3)T1® Zellen abnimmt. Dies
konnte an der Zytotoxizitit des Membranproteins liegen.

Das Kultur-zu-Flasche Verhiltnis hat keinen Einfluss auf die Expression

Basierend auf den Ergebnissen der Testexpression wurde die Expression von Ubi-VpU-2
in priparativem MaBstab in BL21(DE3)T1® Zellen fiir 3 Stunden bei 37 °C durchgefiihrt.
Da das Kultur-zu-Flasche Verhiltnis ebenfalls einen Einfluss auf die Expressionsrate
haben kann, wurden in Abb. 15 zwei verschiedene Kultur-zu-Flasche Verhiltnisse
miteinander verglichen (250 ml und 500 ml Kultur in 2,5 1 Erlenmeyerkolben).
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kba M 1 2 3 4
116,0-
66,2-
45,0-
35,0-
25,0- «—Ubi-VpU-2
18 4-
14,4-

Abb. 15: Expression von Ubi-VpU-2 in priparativem Maflstab.

SDS-PAGE der Expression von Ubi-VpU-2 in E. coli BL21(DE3)T1"® im préparativen Mafstab fiir 3 h bei
37 °C in M9-Medium. 500 ml Expressionskultur in 2,5 1 Erlenmeyerkolben (Kultur-zu-Flasche Verhéltnis
1:5) vor Induktion (Spur 1), nach 3 h Expression (Spur 2 und 3). 250 ml Expressionskultur in 2,5 1
Erlenmeyerkolben (Kultur-zu-Flasche Verhiltnis 1:10) nach 3 h Expression (Spur 4). Zellen vor der
Induktion mit IPTG (0Oh) und 3h und 5h nach Induktion sowie {iber Nacht (iiN) in LB-Medium (links) und in
TB-Medium (rechts) bei 37 °C.

Die Expression von Ubi-VpU-2 im priparativen Malstab war erfolgreich. Die
VergroBerung des Kultur-zu-Flasche Verhiltnisses von 1:5 auf 1:10 hatte keinen
erkennbaren Einfluss auf das Expressionslevel, daher wurde die Expression im Weiteren
als 500 ml Kultur in 2,5 1 Erlenmeyerkolben durchgefiihrt.

4.1.2 Reinigung von VpU-1 und VpU-2

4.1.2.1 Expression und Reinigung der His-PreScission

Fir die Abspaltung des VpUs von dem Ubiquitin-Fusionsprotein wurde die Protease
PreScission benoétigt. Diese wurde mit einem N-terminalen 6 x His-Tag, wie in Kapitel 3.8
beschrieben, exprimiert und gereinigt. Die Expression wurde in E. coli BL21(DE3)T1}
Zellen bei 37 °C durchgefiihrt. 4,5 h nach der Induktion mit 1 mM IPTG war eine deutliche
Uberexpression mittels SDS-PAGE zu erkennen (siehe Abb. 16) und die Zellen konnten
geerntet werden.

kDa 1 2 3 45

116.0- - . 3

66.2- —— TN SN

45.0- 6 A - -

35.0- T S T ——

25.0- SR . «—His-PreScission
184- g g

= 2R =
144- -

Abb. 16: Expressionslevel der His-PreScission.
SDS-PAGE der Expression von His-PreScission. Spur 1: Marker, Spur 2: vor Induktion, Spur 3: nach 1 h
Expression, Spur 4: nach 3 h Expression, Spur 5: nach 4,5 h Expression.

39



4 Ergebnisse und Diskussion

Nach dem Zellaufschluss mit Hilfe eines Ultraschallstabs wurde das Protein iiber eine
Affinititschromatographie an Ni*'-NTA Agarose gereinigt. Die Analyse der einzelnen
Reinigungsschritte erfolgte mittels SDS-PAGE und ist in Abb. 17 dargestellt.

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
66.2-

45.0-
35.0-

25.0-

L - <«—His-PreScission
-

14.4- ’ . -

Abb. 17: Reinigung der His-PreScission.

SDS-PAGE der einzelnen Reinigungsschritte der His-PreScission. Spur 1: Uberstand der ersten Zelllyse,
Spur 2: Uberstand der zweiten Zelllyse, Spur 3: Pellet nach zweiter Zelllyse, Spur 4: Marker, Spur 5:
Durchfluss des Uberstands der ersten Zelllyse, Spur 6: Waschschritt mit 20 mM Imidazol, Spur 7: Marker,
Spur 8: Durchfluss des Uberstands der zweiten Zelllyse, Spur 9: Waschschritt mit 20 mM Imidazol, Spur 10:
Elution mit 50 mM Imidazol, Spur 11: Elution mit 100 mM Imidazol, Spur 12: Elution mit 300 mM
Imidazol.

Zur Entfernung des Imidazols wurde anschlieend eine Dialyse unter reduzierenden
Bedingungen durchgefiihrt, um die Ausbildung von Disulfidbriicken zu verhindern.

4.1.2.2 Reinigung von VpU

Die Reinigung von VpU-1 und VpU-2 wurde, wie in Kapitel 3.10 beschrieben, anhand des
vorhandenen Protokolls aus Wittlich et al>® durchgefiihrt. VpU-1 bezeichnet das
VpU-Protein mit einem acht Aminosiuren langem N-terminalen Uberhang, das durch den
Verdau von Ubi-VpU-1 mit der PreScission Protease generiert wird. VpU-2 wird analog
aus Ubi-VpU-2 generiert und hat einen zwei Aminosiuren langen N-terminalen Uberhang.
Die molaren Massen der gereinigten Proteine wurde mittels ESI-MS {iberpriift. Fiir VpU-2
wurde eine Masse von 9411,0 Da bestimmt. Die Abweichung von 3,2 Da zur berechneten
Masse von 9407,8 Da liegt innerhalb der Fehlertoleranz des Massenspektrometers. Fiir
VpU-1 wurde eine Masse von 10021,0 Da bestimmt. Die Abweichung zur berechneten
Masse von 10017,6 Da betrug 3,4 Da und liegt damit ebenfalls innerhalb der
Fehlertoleranz des Gerites.

Die Analyse der einzelnen Reinigungsschritte mittels SDS-PAGE ist in Abb. 18
dargestellt.
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A: VpU-2
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Abb. 18: Reinigung von VpU-1 und VpU-2.

Reinigung aus dem Expressionspellet einer 21 Expressionskultur in M9-Medium von VpU-2 in
BL21(DE3)T1® Zellen nach 3h Expression bei 37 °C (A) und von VpU-1 in C43(DE3) Zellen nach
Expression iiber Nacht bei 37 °C (B). Spur 1: Marker, Spur 2-7: Ni-NTA Chromatographie (Waschschritte
mit 10 CV 20 mM (Spur 2) und 10 CV 50 mM Imidazol (Spur 3), Elution mit je 2 x 5 CV 100 mM (Spur 4,
5) und 2 x 300 mM Imidazol (Spur 6, 7)), Spur 8-9: Verdau mit His-PreScission Protease (vor Inkubation
(Spur 8), nach Inkubation iiber Nacht (Spur 9)), Spur 10-11: 2. Ni-NTA Chromatographie (Durchfluss
(Spur 10) und Waschschritt mit 2,5 CV Puffer (Spur 11)), Spur 12-13: TCA-Féllung des Durchflusses
(Spur 12) und des Waschschrittes (Spur 13) der Ni*-NTA Chromatographie. Spur 14 - 20: , Reversed Phase
Chromatographie (VpU enthaltende Fraktionen des Durchflusses (Spur 14 -17) und des Waschschrittes
(Spur 18-20)).

Hohere VpU-Ausbeute bei Verwendung des VpU-2-Konstrukts

Die Ausbeute der Reinigung betrug pro Liter Expressionskultur ca. 0,42 mg (VpU-2) bzw.
ca. 0,19 mg (VpU-1). Somit konnte die Ausbeute des VpU-Proteins durch die Verwendung
des neuen Konstrukts ungefihr verdoppelt werden. Gemessen am Bedarf der Festkorper-
NMR-Spektroskopie war die erzielte Ausbeute von < 0,5 mg je Liter Expressionskultur
jedoch nicht ausreichend fiir umfangreiche Messungen. Die geringen Ausbeuten sind
einerseits auf die noch immer geringe Expression des Fusionsproteins Ubi-VpU-2 und zum
anderen auf die Einlagerung des Proteins in ,,Inclusion bodies* zuriickzufiihren. Der
letztgenannte Anteil wurde im Rahmen des vorhandenen Reinigungsprotokolls nicht
verwertet.
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4.1.3 DNP-NMR-Messungen an VpU in Liposomen

Es wurden erste DNP-NMR-Messungen des °C, '*N-isotopenmarkierten VpU-1 in POPC-
Liposomen an 9,4 T und 14,1 T DNP-NMR-Spektrometern bei der Firma Bruker BioSpin
in Billerica, Massachusetts, USA durchgefiihrt. Das "°C, "N-isotopenmarkierte VpU-1 war
zu Beginn dieser Doktorarbeit bereits vorhanden.*®®' Der Einbau von VpU-1 in POPC-
Liposomen erfolgte nach dem Protokoll von Wittlich et al.”’ Fiir VpU-1 enthaltende
Liposomen wurde ein molares Verhiltnis von Protein-zu-Lipid von 1 : 92 gewéhlt.

4.1.3.1 Signalverstirkung durch DNP

Mit Hilfe der DNP-NMR-Spektroskopie ist es moglich, Spektren in kiirzerer Zeit und mit
geringerer Probenmenge aufzunehmen, da es durch die Ubertragung der Magnetisierung
von Elektronenspins auf Kernspins aufgrund der unterschiedlichen gyromagnetischen
Verhiltnisse zu einer starken Signalverstirkung kommt.'"™"® Aus dem Verhiltnis der
gyromagnetischen Verhiltnisse von Elektronenspins zu Kernspins ergibt sich eine
theoretisch mogliche maximale Signalverstirkung von ~ 660 fiir Protonen. '

Die Signalverstirkung der Probe des '’C,'’N-isotopenmarkierten VpU-1 in POPC-
Liposomen durch die Verwendung eines DNP-NMR-Spektrometers wurde experimentell
fiir ein 9,4 T NMR Spektrometer mit DNP-Modul ermittelt. Abb. 19 zeigt den Vergleich
der 1D 'H/ 13C-CP-Spektren dieser Probe mit und ohne Mikrowellenanregung.

g(Lipid)= 11
£(Glycerin) = 22 Lipid ~
Glyerin
Carbonylregion
N L T T T T T 717 T [T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20

8¢ /ppm

Abb. 19: Signalverstirkung durch DNP in den 1D “C-Spektren des *C-, "N-markierten VpU-1 in
POPC-Liposomen.

Die 1D “C-CP-MAS-DNP-NMR-Spektren von “C, ""N-markiertem VpU-1 in POPC-Liposomen mit
10 mM TOTAPOL in Glycerin-dg : D,O : H,O (60 : 30 : 10 Vol.-%) wurden mit 32 Scans an einem
400 MHz DNP-NMR-Spektrometer mit (blau) und ohne (rot) Mikrowellenanregung bei 263 GHz bei einer
Probenrotationsfrequenz von 8 kHz und einer nominalen Probentemperatur von ca. 100 K aufgenommen. Die
Spektren wurden mit einer Exponentialfunktion (Linienverbreiterung: 25 Hz) prozessiert.

Aus den Signalintensiiten der "H/ *C-CP-Spektren von "*C-, "N-markiertem VpU-1 in
POPC-Liposomen mit und ohne Mikrowellenanregung wurde ein Signalverstarkungstfaktor
von 11 bei Verwendung von DNP fiir die Lipide ermittelt.
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4.1.3.2 Optimierung der Probenzusammensetzung

Zur Optimierung der Probenzusammensetzung wurden drei Proben des B¢, PN-markierten
VpU-1 in POPC-Liposomen hergestellt, in denen die Konzentration des Biradikals
TOTAPOL'® sowie der Anteil des Glycerins variiert wurden.**

—— 20 mM TOTAPOL in Glycerin-dg : H,O : D,O (60 : 30 : 10 Vol.-%) f
— 10 mM TOTAPOL in Glycerin-dg : H,O : D,O (20 : 70 : 10 Vol.-%) |
— 10 mM TOTAPOL in Glycerin-dg : H,O : D,O (60 : 30 : 10 Vol.-%)

50 / ppm

Abb. 20: Vergleich der 1D 'H / BC-CP-MAS-DNP-NMR-Spektren von *C, "N-markiertem VpU-1 in
POPC-Liposomen bei unterschiedlicher Probenzusammensetzung.

Fiir das griine Spektrum wurde 3,2 mg lyophilisiertes 3¢, "N-markiertes VpU-1 in POPC-Liposomen in
einer Losung mit 20 mM TOTAPOL in Glycerin dg : D,O : H,O (60 : 30 : 10 Vol.-%) resuspendiert. Fiir das
rote Spektrum wurde 2,1 mg lyophilisiertes '*C, "N-markiertes VpU-1 in POPC-Liposomen in einer Losung
mit 10 mM TOTAPOL in Glycerin-dg : D,O : H,O (20:70:10 Vol.-%) resuspendiert. Fiir das braune
Spektrum wurde ca. 2,5 mg lyophilisiertes *C-, ’N-markiertes VpU-1 in POPC-Liposomen in einer Losung
mit 10 mM TOTAPOL in Glycerin-dg : D,O : HO (60 : 30 : 10 Vol.-%) resuspendiert. Die Spektren wurden
mit 32 Scans an einem 400 MHz DNP-NMR-Spektrometer mit einer Mikrowellenanregung bei 263 GHz bei
einer Rotationsfrequenz von 8 kHz und einer nominalen Probentemperatur von ca. 100 K aufgenommen. Die
Spektren wurden mit einer Exponentialfunktion (Linienverbreiterung: 25 Hz) prozessiert.

In Abb. 20 ist zu sehen, dass von den getesteten DNP-Probenzusammensetzungen die
Losung bestehend aus 10 mM TOTAPOL in Glycerin-dg : H>O : D,O (60 : 30 : 10 Vol.-%)
am besten geeignet ist, da hier die beste Signalverstirkung der Lipide und des
aliphatischen Bereichs erreicht werden konnte und nur eine geringere Signalverstirkung
der Glycerinsignale erfolgte. Da die Proteinsignale die gewiinschten Informationen
enthalten und die Glycerinsignale in den Spektren eher stéren, war eine hohe
Signalverstiarkung im aliphatischen Bereich gewiinscht und im Bereich der Glycerinsignale
unerwiinscht. Eine hohere Konzentration des Biradikals TOTAPOL verstéirkte die Signale
des Glycerins wesentlich stirker und die Signale im Bereich der Lipide und im
aliphatischen Bereich weniger. Dies konnte an der unterschiedlichen rdumlichen Néhe des
TOTAPOLs zum Glycerin, zu den Lipiden und zum Protein liegen, da der
Polarisierungstransfer bei geringerem Abstand der Elektronen zu den Kernen effektiver ist.
Eine Verringerung der Glycerinkonzentration in der Probe fiihrte dahingegen zu einer
insgesamt geringeren Signalintensitdt. Die Glyerin-Wasser Mischung in der Probe sorgt als
Kryoprotektant fiir eine homogene Probe und verhindert die Bildung von Eiskristallen.
Durch eine zu geringe Glyerinkonzentration in der Probe kann es zur Phasentrennung
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zwischen Losungsmittel, Protein und Biradikal kommen, wodurch der -effektive
Polarisierungstransfer von den Elektronen auf die Kerne verhindert wird."’

4.1.3.3 Initiale DNP-NMR Korrelationsexperimente

Basierend auf den oben genannten Untersuchungen wurde ein 2D C/"C
Korrelationsspektrum der °C, "N-markierten VpU-1 Probe in POPC-Liposomen in
10 mM TOTAPOL, Glycerin-ds : HO : D,O (60 : 30 : 10 Vol.-%) aufgenommen und mit
einem bereits vorhandenen Festkorper-NMR-Spektrum von °C, ’N-markiertem VpU-1 in
POPC-Liposomen aus Do, H. Q.*' verglichen.

TTT T [TTTT 1] |1||||r|r||||||r|1||||||['|||\||r|!
180 170 70 60 50 40 30 20
& / ppm

Abb. 21: Vergleich des DNP-NMR 2D “C/"“C-Korrelationsspektrums von “C-, "N-markiertem
VpU-1 in POPC-Liposomen (schwarz) mit einem Festkérper-NMR 2D “C/"cC-
Korrelationsspektrums derselben Probe (rot).

Das DNP-NMR PDSD-Spektrum mit einer Mischzeit von 100 ms wurde an einem 600 MHz DNP-NMR-
Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 8 kHz und einer nominalen Probentemperatur von 95 - 100 K
aufgenommen und mit einer Kombination aus einer quadratischen Sinus- und Cosinusfunktion (SSB: 2,7)
prozessiert. Das Festkorper-NMR PDSD-Spektrum mit einer Mischzeit von 70 ms wurde an 600 MHz NMR-
Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 9,375 kHz und einer nominalen Probentemperatur von 10 °C
aufgenommen und mit einer Kombination aus einer inversen Exponentialfunktion und einer Gaufifunktion
(Linienverschmilerung: 100 Hz, Linienverbreiterung: 200 Hz, Gaumaximum: 0) prozessiert.

In Abb. 21 ist zu sehen, dass die Signale des Festkorper-NMR-Spektrums von
BC, PN-markiertem VpU-1 in POPC-Liposomen mit den Signalen des DNP-NMR-
Spektrums iiberlappen. Das bedeutet, dass sich die Gesamtstruktur des Proteins unter den
Bedingungen der DNP-NMR-Messungen nicht veridndert hat. Die geringere Auflosung des
DNP-NMR-Spektrums im Vergleich zum Festkorper-NMR-Spektrum beruht auf dem
Ausfrieren aller verbliebenen Molekiildynamiken des Proteins bei der niedrigeren
Temperatur von ungefihr 100 K.** Die daraus resultierenden unterschiedlichen
Konformationen fiihren zur inhomogenen Linienverbreiterung im DNP-NMR-Spektrum.
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4.1.4 Ausblick

Zur Erhohung der Ausbeute der VpU-Herstellung konnte eine denaturierende Reinigung
aus den ,,Inclusion bodies* iiberpriift werden, da sich herausgestellt hat, dass ein GroBteil
des Proteins in unlosliche ,,Inclusion bodies* exprimiert wird.
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4.2 Strukturelle Untersuchung von membrangebundenem vs.
prizipitiertem NP7

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Verdnderung der Struktur des
Proteins NP7 durch die Bindung an eine Modellmembran zu untersuchen. Dazu wurde das
Protein zunéchst heterolog in E. coli exprimiert und dann gereinigt. Hierzu wurde ein
bereits vorhandenes Protokoll aus der Publikation von Knipp ef al*® in unserem Labor
etabliert und optimiert. Fiir die Expression von isotopenmarkiertem NP7 wurde das
Protokoll der Publikation von Varghese et al.’’ in unserem Labor etabliert und angepasst.
Fiir die Untersuchung der Bindung von NP7 an Modellmembranen wurden Liposomen
ausgewdhlt. AnschlieBend erfolgte die Charakterisierung der NP7 Proben mittels
Festkorper-NMR-Spektroskopie und die Resonanzzuordnung. Es wurde zudem ein
Vergleich mit einer publizierten NP7-Kristallstruktur (PDB: 4XME) angestellt. Zum
Schluss folgte der Vergleich der Festkdrper-NMR-Spektren von freiem und an Liposomen
gebundenem NP7.

4.2.1 Heterologe Expression, Reinigung und Rekonstitution von NP7

4.2.1.1 Etablierung der Expression von NP7 in unserem Labor

Zur Adaption der Expression von NP7 an die Bedingungen in unserem Labor wurde das
Protein zunachst in LB-Medium und dann in M9-Medium exprimiert.

Vergleich zweier Rezepturen des M9-Mediums

Das M9-Medium wurde nach zwei verschiedenen Rezepturen hergestellt, da die Rezeptur
des M9-Mediums in der Publikation von Varghese et al.”’ zu vorangegangenen Festkorper-
NMR-Untersuchungen des Proteins NP7 von der bisher in unserem Labor gebrduchlichen
Rezeptur abwich (A: Rezeptur in der Publikation®’, B: Rezeptur in unserem Labor). Die
Expression erfolgte in E. coli BL21(DE3)T1® Zellen bei 37 °C.

A B A B A B A B |Komponenten A: Publikation |B: unser Labor
kDa M oOh Oh 1h 1h 3h 3h 5h 5h [Mgso, 8 mM 2mM
116,0- T BT CaCl, ' 0,8 mM 0,1 mM
66,2- == Fe(lll)citrat - 10 uM
(NH,),Fe(S0O,4),* 7H,O |5 mgll -
45,0- = Hefeextrakt 0,01 % (Wh) |-
35,0- = Biotin 0,1 mgll 1 mg/l
. Cholinchlorid 0,1 mg/l 1 mgll
25,0- <«—NP7 |Calcium-D-Pantothenat  [0,1 mg/I -
Folsaure 0,1 mg/l 1 mg/l
18,4- » |Myo-Inositol 0,2 mg/l -
14.4-4 Nicotinamid 0,1 mg/l 1 mg/l
’ Pyridoxal HCI 0,1 mg/l 1 mg/l
Riboflavin 0,01 mg/I 0,1 mg/l
Natrium-D-Pantothenat 1 mg/l
Thiamin HCI 0,1 mg/l 5 mgl/l

unvollstandig, nur Unterschiede aufgefiihrt

Abb. 22: Vergleich der Expression von NP7 in M9-Medium hergestellt nach zwei unterschiedlichen
Rezepturen (A: Varghese et al.”’, B: unser Labor).

SDS-PAGE der Expression von NP7 in E. coli BL21(DE3)T1® Zellen bei 37 °C in 1 | M9-Medium zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (0 -5 h) nach Induktion (links). Unterschiede in den Rezepturen der
M9-Medien aus Varghese et al.’’ (A) und in unserem Labor (B) (rechts).
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In Abb. 22 ist zu sehen, dass die Expression von NP7 nach 5 Stunden in unserem
M9-Medium am hochsten war, daher wurde dieses fiir die folgenden Expressionen
verwendet. Die Bande der Expression von NP7 in dem M9-Medium nach Varghese et al.’’
wies dahingegen nach 5 Stunden Expression nur eine Intensitét von 61 % von derjenigen
der Expression in unserem M9-Medium auf (Zur Quantifizierung der Banden wurde die
relative Intensitit der Banden zueinander mit Hilfe des Programms Image Lab 4.0.1
bestimmt (die Bande mit der hochsten Intensitét entspricht 100 %)).

Expression des revers isotopenmarkierten NP7s

Die Expression und Reinigung des isotopenmarkierten NP7s erfolgte analog zu der des
unmarkierten NP7s. Die Expression von U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7 erfolgte durch die
Zugabe der Aminosduren V,L,FundY mit nativer Isotopenverteilung sowie von
BC-isotopenmarkierter Glukose und '’N-isotopenmarkiertem NH4Cl zum M9-Medium
(vgl. Kapitel 3.14).

4.2.1.2 Etablierung der Reinigung von NP7 in unserem Labor

Die Reinigung des Proteins wurde wie in Kapitel 3.14 beschrieben durchgefiihrt. Das
Reinigungsprotokoll basierte auf der in Knipp et. al*® beschriebenen Reinigung von NP7
und wurde an die Gegebenheiten angepasst. Durch die Zelllyse mit einem Zellaufschluss-
System (Constant Systems Ltd.) konnte ein vollstindiger Zellaufschluss erreicht werden.
Dieser war mit dem Branson Sonifier nach dem Protokoll aus Knipp et al® nicht
erfolgreich. Des Weiteren konnte durch eine Verringerung der Flussrate und des
Auftragsvolumens der GroBenausschlusschromatographie sowie eine Verldngerung des
Waschschrittes zwischen den einzelnen Reinigungsschritten die Reinheit des Proteins
erhoht werden.

Reinigungsschritte

Die Reinigung von NP7 wurde, wie in Kapitel 3.14 beschrieben, durchgefiihrt. Nach dem
Zellaufschluss mit einem Zellaufschluss-System (Constant Systems Ltd.) wurden die
»Inclusion bodies* {liber verschiedene Waschschritte gereinigt und dann in 3,5 M GdmCl
solubilisiert (vgl. Abb. 23). Da der Waschpuffer 4 bereits 1,5 M GdmCl enthielt, sind im
Uberstand des Waschschrittes 4 bereits geringe Mengen solubilisiertes NP7 enthalten. Der
GroBteil des NP7 befindet sich jedoch im Pellet, was nach Solubilisierung der ,,Inclusion
bodies* mit 3,5 M GdmCl in der Spur SP in Abb. 23 sichtbar wird.
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Zellyse WP1 WP2 WP 3 WP4 SP
kDa U P MU1U2P2 U102 kba (U1 MU2P2 U P G
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Abb. 23: Reinigung von NP7.

SDS-PAGE der Zelllyse und ,,Inclusion bodies* Waschschritte und Solubilisierung. Marker (M). Uberstand
(U) und Pellet (P) der Zelllyse. Uberstand nach erstem (U1) und zweitem (U2) Waschschritt mit Waschpuffer
1 -4 (WP 1 -4)und das Pellet (P2). Solubilisierte ,,Inclusion bodies* (G) in Solubilisierungspuffer (SP).

Optimierung der Groflenausschlusschromatographie

Da auf der SDS-PAGE nach der GroBenausschlusschromatographie noch
Verunreinigungen zu sehen waren, wurde die Flussrate von 2,6 ml/min auf 2,0 ml/min
verringert und das Auftragsvolumen von 13 ml auf 10 ml verringert, sowie der
Waschschritt zwischen den einzelnen Reinigungen von 1,25 CV auf 1,75 CV ausgedehnt.
Dadurch konnten die Verunreinigungen im finalen NP7-Protein stark verringert werden.
Dies ist auf der SDS-PAGE ersichtlich, welche nach dem abschlieBenden
Reinigungsschritt mittels Kationenaustauschchromatographie erstellt wurden. Auf der
linken Seite der Abb. 24 sind die SDS-PAGEs von fiinf bzw. sieben Fraktionen der
Kationenaustauschchromatographieldufe = mit  bzw. ohne  Optimierung  des
GroBenauschlusschromatographieschrittes gezeigt, welche jeweils im Bereich des
NP7-Signals (Retentionsvolumen von ca. 145 ml) entnommen wurden. Auf der rechten
Seite ist das Chromatogramm der finalen Kationenaustauschchromatographie mit Elution
iiber einen Calciumionengradienten zu sehen.

A: vor Optimierung B: nach Optimierung 250012500 280nm NP7
403nm ¥ 100
kba M1 2 34 5 |kbae M7 8 9 10 11 12 13 2000 2000 380nm
116,0- 116,0- o= Puffer B | so
66,2- R S
66,2- © 1500 4 1500 - 5
45,0- 450- = Leo &
35,0- 35,0- - S 3
' >y 1000 41000 =
5 )i L4 @
@ [ =
25,0- 250 o — LD - —— . 2 =
' -"- 8I - p— <«—NP7 5004 500 _20:\°
18.4- kad U\
144- . 144- S o I ” o o
- [ 5'0 1(')0 1;0 2(')0 2;0 300
Retentionsvolumen / ml

Abb. 24: Erhohung der Reinheit von NP7 durch Optimierung des
Groflenausschlusschromatographieschrittes.

SDS-PAGEs der NP7-Fraktionen nach der Kationenaustauschchromatographie vor (A) bzw. nach (B)
Optimierung des GroBenaustauschchromatographieschrittes sowie Chromatogramm der
Kationenaustauschchromatographie nach der Optimierung (B).
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Revers isotopenmarkiertes NP7 kann fiir Festkorper-NMR-Untersuchungen
verwendet werden

Die SDS-PAGE des Signals der Kationenaustauschchromatographie  von
Ur"C, "N\(V,L,E,Y)] NP7 bei einem Retentionsvolumen ca. 145 ml zeigte eine Bande,
die dem erwarteten Molekulargewicht des Proteins entsprach. Im Massenspektrum des
gleichen Signals wurden Molekulargewichte im Bereich von 21755 Da bis 21774 Da
detektiert. Diese sind um 9 - 28 Da kleiner, als das berechnete Molekulargewicht des
Proteins von 21783 Da. Die geringere Masse deutet auf den Einbau von 9 - 28 zusitzlichen
2C oder '*N-Kernen anstelle von *C- oder ""N-Kernen hin. Da eine unvollstindige
BC- und "N-Isotopenmarkierung jedoch normalerweise statistisch im Protein verteilt ist,
ist hierdurch kein negativer Einfluss auf die Sichtbarkeit der einzelnen Aminosduren in den
NMR-Spektren zu erwarten. Daher wurden die Fraktionen dieses Signals filir die
Festkorper-NMR-Untersuchungen verwendet.

Das Signal der Kationenaustauschchromatographie bei einem Retentionsvolumen von ca.
120 ml zeigte zwar in der SDS-PAGE ebenfalls eine Bande im Bereich des erwarteten
Molekulargewichts. Die massenspektrometrische Untersuchung ergab jedoch ein um
257 Da groBeres Molekulargewicht als berechnet. Die Ursache fiir diese Abweichung
konnte nicht abschliefend gekldrt werden, und das Protein aus dem Bereich des Signals bei
ca. 120 ml wurde daher verworfen.

Reinheit und Ausbeuten von NP7

NP7 konnte in einer Reinheit von > 85 % (SDS-PAGE Intensitdtsanalyse mit dem
Programm Image Lab 4.0.1) und einer durchschnittlichen Ausbeute von 1,8 mg aus
1 1 LB-Medium hergestellt werden. U[BC, 15N\(V,L,F,Y)] NP7 konnte in einer Reinheit
von > 95 % (SDS-PAGE Intensititsanalyse mit dem Programm Image Lab 4.0.1) und einer
durchschnittlichen Ausbeute von 1,4 mg pro Liter M9-Medium hergestellt werden.

Einbau des Liganden Nitroxid in NP7

Die Veridnderungen des UV-Vis Absorptionsspektrums von NP7 im Verlauf der Reinigung
sind in Abb. 25 dargestellt. Die Entstehung des Absorptionsmaximums bei 403 nm nach
Ham Zugabe deutet auf die Bindung des Hiam-Kofaktors an NP7 hin und liefert einen
Hinweis auf die Funktionalitdt des rekombinant hergestellten Proteins.

Zur Praparation der NMR Probe musste dann noch der Puffer ausgetauscht und der Ligand
Nitroxid in das Protein eingebaut werden. Dies geschah durch die Zugabe von
2-(N,N-Diethylamino)-diazenolat-2-oxid zum Protein im molaren Verhéltnis von 1,33 : 1.
Daraus ergab sich ein molares Verhiltnis von Nitroxid-zu-NP7 von 2 : 1, da aus einem
Mol 2-(N,N-Diethylamino)-diazenolat-2-oxid 1,5 Mol Nitroxid freigesetzt werden. Der
Einbau war durch die Rotfirbung des Proteins und einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums von 403 nm nach 417 nm (Soret Bande) und der Verschiebung
bzw. Verstirkung zweier lokaler Absorptionsmaxima bei ca. 531 nm (B3-Bande) und
ca. 565 nm (a-Bande) zu verfolgen.
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Abb. 25: UV-Vis Absorptionsspektren von NP7 nach unterschiedlichen Schritten der Reinigung.

Die Absorptionsspektren wurden durch Normierung des Absorptionsmaximums auf 1 skaliert. Vor Him
Rekonstitution (schwarz): Absorption der aromatischen Aminosduren bei 280 nm. Nach Hidm Rekonstitution
(griin): zusidtzliche Absorption der Soret Bande bei 403 nm und Absorption bei 380 nm, die moglicherweise
auf NP7-Aggregation zuriickzufiihren ist. Nach GrofBenausschlusschromatographie (rot): Entfernung der
Spezies mit Absorption bei 380 nm. Nach Kationenaustauschchromatographie (blau): Keine groBlen
Verdnderungen im Absorptionsspektrum. Nach Einbau von NO in die Himgruppe (hellblau): Verschiebung
des Absorptionsmaximums von 403 nm nach 417 nm, sowie Entstehung zwei neuer lokaler Maxima bei
531 nm und bei 565 nm.

4.2.2 Bindung von NP7 an Liposomen

In dieser Arbeit wurde die Verdnderung der Struktur von NP7 durch die Bindung an
Modellmembranen untersucht. Liposomen sind gut als Modellmembran geeignet, da sie
aus Lipiddoppelschichten bestehen und eine auf das zu untersuchende Protein abgestimmte
Wahl der Lipidzusammensetzung ermoglichen. Da NP7 iiber -elektrostatische
Wechselwirkungen mit der negativen Ladung von Lipiden interagiert, wurde ein Lipid mit
einer einfach negativ geladenen Kopfgruppe verwendet.*=° Dieses wurde im molaren
Verhiltnis von 1 : 3 mit einem Lipid mit einer neutralen Kopfgruppe, die nicht mit NP7
interagiert, gemischt.*

Die Liposomen wurden wie in Kapitel 3.15 beschrieben hergestellt und die Bindung an
NP7 wie in Kapitel 3.16 beschrieben durchgefiihrt. Nach der Inkubation der Liposomen
mit NP7 bei 37 °C fiir 30 min wurde die Suspension ultrazentrifugiert, um das an
Liposomen gebundene NP7 zu pelletieren. Die Pelletierung von NP7 konnte visuell
verfolgt werden, da das Protein eine Rotfarbung aufweist (vgl. Abb. 26A). Die Pelletierung
der Liposomen wurde mittels Diinnschichtchromatographie nachgewiesen.
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12 3 4 5

Abb. 26: A: Rotes NP7-Liposomen-Pellet. B: Diinnschichtchromatogramm der NP7-Liposomen
Proben nach der Ultrazentrifugation.

1: Uberstand der NP7-Liposomen Probe 2, 2: Uberstand der NP7-Liposomen Probe 1, 3: DMPC / DMPS
Liposomen (3 : 1) Kontrolle, 4: Pellet der NP7-Liposomen Probe 1, 5: Pellet der NP7-Liposomen Probe 3.

Die Lipide DMPC und DMPS konnten nach der Ultrazentrifugation der NP7-Liposomen
Probe nur im Pellet detektiert werden (vgl. Abb. 26B). Daraus ldsst sich schlussfolgern,

dass sich die Liposomen zusammen mit dem NP7 im Pellet befinden und nicht mehr im
Uberstand.

Zur Ermittlung der besten Liposomengrof3e fiir die Bindung von NP7 an die Liposomen
wurde die Bindung von unmarkiertem NP7 an DMPC/DMPS-Liposomen
unterschiedlicher Grofe {tiberpriift. Hierzu wurden Liposomen verwendet, die mittels
Extrusion durch eine Membran mit einer Porengréfle von 50 nm hergestellt wurden und
solche, die durch anschlieBende Ultraschall-Behandlung der Liposomen-Suspension weiter
verkleinert wurden.

Tab. 17: NP7-Liposomen Bindungstest 1: Optimierung der Liposomengrofie.

Probe Liposomen Lipide NP7 Lipid-zu-NP7 | NP7 im
Kopf- Herstellung | Konz.* | Stoff- Konz.* | Stoff- molares Uberstand
gruppe menge* menge* | Verhéltnis nach UZ

mg /ml | nmol uM nmol %

1 PC / PS | Extrusion 40 26553 | 150 19 1398 : 1 1

2 PC /PS | Ultraschall | 40 18190 | 150 19 957 : 1 12

* Konzentration bezogen auf Stammldsung, Stoffmenge bezogen auf finale Probe

Die Bindungseffizienz von NP7 an die Liposomen wurde durch die Bestimmung der NP7
Masse im Uberstand nach der Ultrazentrifugation bezogen auf die eingesetzte NP7 Masse
durch Messung der Absorption bei 417 nm ermittelt. Bei den extrudierten Liposomen
wurde nur noch ca. 1 % des eingesetzten NP7s nach der Ultrazentrifugation im Uberstand
gemessen und bei den mittels Ultraschall-Behandlung erzeugten Liposomen noch
ca. 12 %. Somit zeigten in diesem Test die extrudierten Liposomen eine stirkere Bindung
an NP7 als die durch Ultraschall erzeugten. Daher wurden extrudierte Liposomen fiir die
Bindung an NP7 verwendet.

51




4 Ergebnisse und Diskussion

Da fiir die Festkorper-NMR-Messungen ein niedriges Lipid-zu-NP7 Verhéltnis erwiinscht
war, um durch eine moglichst hohe NP7-Konzentration im Festkorper-NMR Rotor ein

hohes Signal-zu-Rausch Verhiltnis zu erhalten, wurde im nédchsten Test die

Liposomenkonzentration verringert und die NP7 Konzentration erhoht.

Tab. 18: NP7-Liposomen Bindungstest 2: Optimierung des Lipid-zu-NP7 Verhiltnisses.

Probe Liposomen Lipide NP7 Lipid-zu-NP7 | NP7 im
Kopf- Herstellung | Konz.* | Stoff- Konz.* | Stoff- molares Uberstand
gruppe menge* menge* | Verhaltnis nach UZ

mg / ml | nmol uM nmol %

3 PC/PS | Extrusion 10 2924 283,5 | 28 104 : 1 1

4 PC/PS | Extrusion 5 1462 283,5 | 28 52:1 <1

* Konzentration bezogen auf Stammldsung, Stoffmenge bezogen auf finale Probe

Bei dem Vergleich der molaren Lipid-zu-NP7 Verhiltnisse von 104 : 1 und 52 : 1 wurde
kein signifikanter Unterschied bzgl. der NP7 Konzentration im Uberstand festgestellt, da
bei der gewihlten Methode von einem experimentellen Fehler von ca. 5 % auszugehen ist.
Es lésst sich allerdings sagen, dass sich in beiden Féllen der Hauptteil des NP7s mit den
Liposomen im Pellet befindet, da nur noch ein geringer Anteil (ca. 1 %) des eingesetzten
NP7s im Uberstand detektiert wurde. Da wie bereits erldutert ein geringes Lipid-zu-NP7
Verhiltnis erwiinscht war, wurde das molare Lipid-zu-NP7 Verhéltnis von 52 : 1 fiir die
Bindung von NP7 an die Liposomen verwendet.

Des Weiteren wurde auch die Auswahl der negativ geladenen Kopfgruppe iiberpriift,
indem der Austausch von Phophatidylserin (PS) durch Phosphatidylglyerol (PG)
untersucht wurde. Des Weiteren wurden die Volumina der Liposomen und der
NP7-Losung erhoht unter Beibehaltung des molaren Verhéltnisses zueinander, um zu
tiberpriifen, ob dies die Bindung beeinflusst.

Tab. 19: NP7-Liposomen Bindungstest 3: Auswahl der Lipidkopfgruppe und Erhohung des
GroflenmaBstabs

Probe Liposomen Lipide NP7 Lipid-zu-NP7 | NP7 im
Kopf- Herstellung | Konz.* | Stoff- Konz.* | Stoff- molares Uberstand
gruppe menge* menge* | Verhaltnis nach UZ

mg / nmol uM nmol %
ml
5 PC /PG | Extrusion 5 1469 283,5 | 28 52:1 <1
6 PC /PS | Extrusion 5 7157 283,5 | 138 52:1 <1

* Konzentration bezogen auf Stammldsung, Stoffmenge bezogen auf finale Probe

Es wurde festgestellt, dass der Austausch der Lipidkopfgruppe PS durch PG keinen
Einfluss auf die Bindung an NP7 hat. Dies war zu erwarten, da es sich bei beiden
Lipidkopfgruppen um einfach negativ geladene Kopfgruppen handelt und NP7 {iber
elektrostatische Wechselwirkungen mit der Kopfgruppe interagiert.”> Zudem wurde keine
negative Beeinflussung der Bindungseigenschaften von NP7 durch die Erhohung der
Volumina der Liposomen und der NP7-Losung festgestellt. Daher lassen sich die
Ergebnisse der Bindungstests von NP7 an die Liposomen auf die Herstellung der an
Liposomen gebunden NP7 Probe im priaparativen Mallstab iibertragen.
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Somit wurden fiir die Herstellung der urc, PN\(V,L,E,Y)] NP7+Liposomen NMR Probe
extrudierte DMPC / DMPS-Liposomen mit einem Lipid-Verhéltnis von 3 :1 und ein
molares Lipid-zu-NP7 Verhéltnis von 52 : 1 gewihlt. Dabei wurden die Lipid- (5 mg/ml)
und NP7-Konzentrationen (283,5 uM) der Stammlosungen wie in den durchgefiihrten
Tests beibehalten und nur die Volumina erhoht.

4.2.3 NMR-spektroskopische Charakterisierung der NP7 Proben

Wie in der Einleitung beschrieben bindet NP7 an negativ geladenene Membranen, was
eine Besonderheit unter den Nitrophorinen darstellt. Es wird vermutet, dass der
Membranbindung von NP7 eine besondere Rolle bei der Freisetzung von NO im
Blutplasma des Wirts zukommt. Um diese Mechanismen strukturell genauer zu
untersuchen, wurden Festkorper-NMR spektroskopische Untersuchungen verschiedener
NO-gebundener NP7 Proben mit und ohne Membranbindung durchgefiihrt.

Um den Einfluss der NP7-Membranbindung auf die Proteinstruktur zu untersuchen,
wurden zwei NMR-Proben des NO-gebundenen Proteins einmal mit und einmal ohne
Liposomen bei einem pH-Wert von 6,8 hergestellt. Dies entspricht dem pH-Wert im
Ubergang vom Speichel des Insekts (pH 5 - 6) zum Blutplasma (pH 7,4) und soll somit den
Moment der Blutmahlzeit des Insekts wiedergeben. Als Modellmembran wurden
DMPC / DMPS-Liposomen ausgewihlt, da Phosphatidylserin einfach negativ geladen ist
und daher elektrostatisch mit NP7 wechselwirkt. Da die Linge des Proteins immer noch
eine Herausforderung fiir Festkorper-NMR spektroskopische Untersuchungen darstellt,
wurden einige Aminosduren des Proteins wie in Kapitel 3.14 beschrieben revers
isotopenmarkiert, um die Signaliiberlagerung in den NMR-Spektren zu reduzieren.'” Somit
wurden die Spektren der NMR-Proben U[BC, 15N\(V,L,F,Y)] NP7 als Vertreter des freien
NP7s und U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen als Vertreter des an DMPC / DMPS
Liposomen gebundenen NP7s miteinander verglichen. Als Referenz wurden zudem
Spektren einer Probe von DMPC/DMPS-Liposomen bei pH 6,8 mit denen der
urc, N\(V,L,E,Y)] NP7+Liposomen Probe verglichen, um die Lipidsignale in den
Spektren zu identifizieren. Ein besonderes Augenmerk der strukturellen Untersuchungen
lag auf der Lysin-reichen Helix-al (K4 -Kjs7), der vermuteten Membran-
Interaktionsstelle des NP7s.>® Zusitzlich wurden noch Spektren der U[*C, "N\(K,V)] NP7
Probe bei pH 5,0 zum Vergleich mit herangezogen. Die Spektren der Probe
U["C, "N\(K,V)] NP7 bei pH 5,0 waren bereits vorhanden, da sie wihrend der Promotion
von S. Varghese angefertigt wurden.®® Da NP7 bei hoheren Konzentration, die fiir
Festkorper-NMR-Untersuchungen benétigt werden, prézipitiert, lagen die Proben
U[c, "N\(V,L,E,Y)] NP7 bei pH 6,8 und U["*C, "N\(K,V)] NP7 bei pH 5,0 Probe in
prézipitierter Form vor.

Zunéchst wurde der Erfolg der reversen Isotopenmarkierung abgeschétzt. Dann wurde der
Einfluss der Lipidsignale auf die NP7 Spektren beurteilt. Des Weiteren wurden die
Relaxationszeiten bestimmt. Zudem wurden die Mobilitdit des NP7 und die
temperaturabhingige Verdnderung der Spektren {iberpriift. Dann erfolgte die
Resonanzzuordnung zu den Aminosduren des NP7s und ein Vergleich mit der NP7
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Kristallstruktur bei dem pH-Wert 7,8 mit dem Liganden NO (PDB: 4XME). Zuletzt
erfolgte die Untersuchung des Einflusses der NP7-Liposomenbindung auf die chemischen
Verschiebungen der Aminosduren von NP7.

Fiir die initiale Charakterisierung der U["*C, "N\(V,L,F,Y)] NP7, U["*C, "N\(K,V)] NP7
und  U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen  Proben  wurden 1D  INEPT-,
BC-Direktanregungs- und ’C-Kreuzpolarisationsspektren, sowie 2D C/"C-
Korrelationsspektren analysiert. Fiir die Resonanzzuordnung wurden zusétzlich zu den 2D
B¢ /BC-Korrelationsspektren noch 2D und 3D  ""N/2C- und °N/"C/PC-
Korrelationsspektren verwendet.

4.2.3.1 Voriiberlegungen zur Membranbindung von NP7

Wie bereits erwidhnt, wurde insbesondere die Membraninteraktion von NP7 strukturell
untersucht. In der Literatur wird die Lysin-reiche Helix-al, als potentielle Membran-
Interaktionsstelle des NP7S, mit der Sequenz K149K15()I]51K152K153A154L155N156K157,
beschrieben.’® Zur Eingrenzung der an der Membraninteraktion beteiligten Aminosauren,
wurde die Kristallstruktur von NP7 (PDB: 4XME) genauer analysiert. Dazu wurde die
elektrostatische Oberfliche des Proteins mit den Programmen PDB2PQR”* und APBS”
erstellt (vgl. Abb. 3). AnschlieBend wurde die Lage der basischen Aminosduren Lysin,
Arginin und Histidin im Protein betrachtet, da bekannt ist, dass das Protein iiber
elektrostatische Wechselwirkungen mit negativ geladenen Membranen interagiert.”>”® Es
wurden die Aminosduren identifiziert, die in der Struktur an der elektrostatisch positiv
geladenen Oberfldache zu finden waren. Dies sind die Aminosduren K, K3, K;7, Kj9, Ras,
Kss, Koz, Kos, Ko, Ki16, Ri41, K43, Kis9, Kis0, Kis2, Kis3, Kis7, Kiss, Kiso, Ki74, Ki78, Kigs
(vgl. Abb. 27). Unter den Aminosduren finden sich 20 der 27 Lysinreste und 2 der
2 Argininreste von NP7.

Abb. 27: Lage der basischen Aminosiuren auf der elektrostatisch positiv geladenen Oberfliche von
NP7.

Vorder- (B) und Riickansicht (A) des Strukturmodells der Kristallstruktur von NP7 (PDB: 4XME) in der
Oberfldchendarstellung. Lysinreste (blau), Argininreste (rot), Helix-al (orange eingekreist).
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Die Literaturrecherche und die Analyse der der Kristallstruktur von NP7 zeigen, dass
vermutlich insbesondere die Lysin-Seitenketten eine wichtige Rolle in der
Membraninteraktion von NP7 einnehmen. Daher wurde bei den folgenden Festkorper-
NMR-spektroskopischen Untersuchungen ein besonderes Augenmerk auf die Lysinreste
gelegt.

4.2.3.2 Effizienz der reversen Isotopenmarkierung des NP7

In revers isotopenmarkierten Proteinen kommt es durch metabolisches ,,Scrambling®, der
metabolischen Konversion einer Aminosdure in der Biosynthese in eine andere, zum
Einbau von isotopenmarkierten Kernen in nominal unmarkierte Aminoséuren.' Somit ist
ein gewisser Anteil an unerwiinschten *C- und "’N-isotopenmarkierten Kernen in den
revers isotopenmarkierten Aminosduretypen der NP7 Proben zu erwarten. Zur
Bestimmung des Anteils der unerwiinschten Isotopenmarkierung in den Proben wurde die
reverse Isotopenmarkierungseffizienz anhand der Signalintensitit ausgewahlter Signale in
den 2D DQ / SQ-Spektren der verschiedenen Proben bestimmt. In DQ / SQ-Spektren sind
hauptsichlich benachbarte '*C-Kerne sichtbar. Die zugrundeliegenden Spektren wurden an
einem 600 MHz Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 8 kHz bei einer nominalen
Probentemperatur von -20 °C (Urc, PN\(V,L,E,Y)] NP7+Liposomen) bzw. -30°C
(UPc, "N(V,.LF,Y)]NP7 und U["C, "N\(K,V)] NP7) aufgenommen. DQ/SQ-
Spektren eignen sich im Gegensatz zu PDSD-Spektren zur Quantifizierung der
Signalintensitit, da hier der Magnetisierungstransfer tiiber die Anregung von
Doppelquantenkohirenz direkt zwischen den homonuklear dipolar gekoppelten '*C-Spins
stattfindet. In PDSD-Spektren dagegen wird die Magnetisierung durch Flip-Flop
Austausch zwischen homonuklear dipolar gekoppelten '*C-Spins iibertragen. In den revers
isotopenmarkierten NP7 Proben waren zum einen die Aminosduren Valin, Leucin,
Phenylalanin und Tyrosin und zum anderen die Aminosduren Lysin und Valin revers
markiert. Da in beiden reversen Isotopenmarkierungsschemata das Valin revers
isotopenmarkiert war und die V(CB, Cp+Cy)- und V(Cy, CB+Cy)-Signale in den
analysierten DQ / SQ-Spektren separiert sind, wurden diese ausgewihlt, um die
Signalintensitit der revers isotopenmarkierten Aminosduren zu beurteilen (vgl. Abb. 28).
Da die NP7-Sequenz 13 Valinreste enthélt, wurde fiir die Berechnung angenommen, dass
die Signalintensitdt der V(Cp, Cp+Cy)- und V(Cy, CB+Cy)-Signale bei den chemischen
Verschiebungen von CB=35,5ppm und Cy=203ppm eine Uberlagerung der
Signalintensititen von 13 Valinen darstellt, da die chemischen Verschiebungen der
einzelnen Valin CB- und Cy-Werte nicht bekannt war. Als Referenz fiir die uniform
BC-, PN-isotopenmarkierten ~ Aminosduren ~ wurden die  A(Ca, Co+CB)-  und
A(CB, Ca+Cp)-Signale von 3 ausgewdhlten Alaninresten (Ca = 47,7 und CB = 22,0,
Ca=49,6 und Cp = 18,7, Ca = 54,4 und Cp = 18,2) verwendet, da diese ebenfalls separiert
werden konnten (vgl. Abb. 28). Da alle 12 Alanine der NP7-Sequenz Aminosduretyp-
spezifisch zugeordnet werden konnten, wurde hier davon ausgegangen, dass die Signale
jeweils nur von einem Alaninrest stammen.
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1@ V(CB, CB+Cy)

V(Cy, CB+Cy)
A(CB, Ca+CB)

8¢ + d¢ / ppm

Sc / ppm

Abb. 28: Exemplarische Darstellung der filr die Bestimmung der reversen
Isotopenmarkierungseffizienz ausgewihlten Valin- und Alaninsignale im 2D “C/"“C DQ/SQ-
Spektrum der U[“c, 15N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe.

Das Spektrum wurde an einem 600 MHz Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 8 kHz und einer
nominalen Probentemperatur von -20 °C aufgenommen und mit einer Kombination aus einer inversen
Exponentialfunktion und einer GaufSfunktion (Linienverschmilerung: 100 Hz, Linienverbreiterung: 200 Hz,
GauBmaximum: 0,1) prozessiert.

Zur Bestimmung der Effizienz der reversen Isotopenmarkierung wurden somit die
Integrale {iber die V(CB, CB+Cy)- und V(Cy, CP+Cy)-Signale mit denen der
A(Ca, Ca+Cp)- und A(CB, Co+CP)-Signale anhand der folgenden Formel verglichen:

[2]

Daraus ergab sich fiir die U[13C, 15N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe eine Effizienz der reversen
Isotopenmarkierung von 97,8 + 1,2 %, fiir die U["’C, "N\(K,V)] NP7 Probe eine von
972+1,4% und fir die U["C, ”N\(V,LF,Y)] NP7+Liposomen Probe eine von
98,0 = 1,0 %.

. . 1 [V(Cp,Ca+Cy)+[V(Cyr,CotC
reverse Isotopenmarkierungseffizienz = 1 — L JV(CplptCy)+] V(EyaCatiy)
13 [A(Cq,Ca+Cp)+[ A(Cp.Cat+Cp)

4.2.3.3 Auftreten von Lipidsignalen in den NMR-Spektren

Die DMPC / DMPS-Liposomen in der U["°C, ""N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe sind
nicht *C- und ""N-isotopenmarkiert. Da die '*C- und '"N-Kerne jedoch auch in natiirlicher
Haufigkeit vorkommen, sind in den DMPC/DMPS-Liposomen 1,11 % der
Kohlenstoffatome '*C-Kerne und 0,366 % der Stickstoffatome N-Kerne. Um den
Einfluss der Liposomen auf die Spektren der U["*C, N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen
Probe zu charakterisieren, wurden gesondert Spektren von den DMPC / DMPS-Liposomen
aufgenommen.
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Lipidsignale miissen in 1D Spektren von NP7 beriicksichtigt werden

Einen Uberblick verschafften 1D '*C INEPT-, 1D "°C Direktanregungs- und 1D 'H/ "*C-
CP-Spektren von der DMPC / DMPS-Liposomen Probe bei hohen und niedrigen
Temperaturen. In den INEPT-Spektren sind mobile Anteile der Lipide sichtbar,
wohingegen in den Direktanregungs- und CP-Spektren die rigiden Anteile sichtbar sind.
Aufgrund der natiirlichen Héufigkeit der PC-Kerne von 1,11 % war die Detektion von
Lipidsignalen in den 1D "*C-Spektren zu erwarten.

INEPT 15°C
Glycerin -25°C
R-N(CH;);
Glycerin !
¢ A A
13C Direktanregung - 15°C
2 -25°C
W\MA/‘M\Q‘A\WV\ \——\‘AW A\_
1H-13C Kreuzpolarisation 15°C
-25°C
T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T
70 60 50 40 30 20
Oc / ppm

Abb. 29: Signale in 1D “C-Spektren von DMPC / DMPS-Liposomen.
Die Spektren wurden mit 512 Scans an einem 600 MHz Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von
11 kHz aufgenommen und mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset von 0,4 prozessiert.

Im INEPT-Spektrum sind Glycerinsignale des Puffers, sowie Signale des Trimethylamins
der Lipidkopfgruppe, dessen Signal jedoch nur bei hohen Temperaturen sichtbar ist, zu
sehen (Cgiyerin = 20 mg/ml, cripia = 5 mg/ml). Dies deutet darauf hin, dass bei hohen
Temperaturen die Lipidkopfgruppen noch mobil sind und dann bei tieferen Temperaturen
erstarren. Die beiden Temperaturen bei denen die Spektren aufgenommen wurden liegen
jedoch unterhalb der Hauptphaseniibergangstemperatur der verwendeten Lipide (DMPC
Tg=23,9°C, DMPS Tyg=39°C)". In den 'C-Direktanregungsspektren und den
"H / BC-CP-Spektren sind sowohl bei hohen als auch bei niedrigen Temperaturen Signale
fiir die CH,- und CHj3-Gruppen der Lipidketten sichtbar. Diese sind somit sowohl bei
hohen als auch bei tiefen Temperaturen eher rigide. Zudem ist durch das Erstarren der
Molekiildynamiken eine Verbreiterung der Signale bei tiefen Temperaturen durch die
Einschriankung der Mobilitéit der Probe zu erkennen.
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Lipidsignale konnen in 2D Spektren von NP7 vernachlissigt werden

Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Lipid-Kreuzkorrelationssignalen in 2D
Spektren ist etwa um den Faktor 100 geringer, da hierzu zwei benachbarte Kerne
isotopenmarkiert sein miissen. In Abb. 30 wurde ein 2D PDSD-Spektrum der
Liposomenprobe mit 80 Scans bei einer nominalen Probentemperatur von -25°C
aufgenommen. PDSD-Spektren zeigen Korrelationen zwischen '“C-Kernen. In dem
Spektrum war wie erwartet keine Kreuzkorrelationen zwischen den '*C-Kernen erkennbar.

[
(=]
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o

Oc /ppm
@ o I
o o o
III|II\II\\II‘

N
T

LI L I I
70 60 50 40 30 20
8c /ppm

Abb. 30: Keine “C/'"C Korrelationen sichtbar im 2D PDSD-Spektrum von DMPC / DMPS-
Liposomen.

Das PDSD-Spektrum mit einer Mischzeit von 50 ms wurden mit 80 Scans an einem 600 MHz Spektrometer
bei einer nominalen Probentemperatur von -25 °C einer Rotationsfrequenz von 11 kHz aufgenommen und
mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset von 0,5 prozessiert.

Da in dem 2D "C/"C PDSD-Spektrum keine Kreuzkorrelationssignale der Lipide
auftreten, konnen bei dem Vergleich der 2D *C/ *C-Spektren von NP7 mit und ohne
Liposomen die Lipidsignale vernachldssigt werden. Bei dem Vergleich der
1D "*C-Spektren von NP7 mit und ohne Liposomen miissen die Lipidsignale in der
urc, "N\(v,L,E,Y)] NP7+Liposomen Probe berilicksichtigt werden, da in den
1D Spektren dieser Probe zusitzliche Signale der Lipide auftreten.
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4.2.3.4 T;- und T,-Relaxationsmessungen an NP7

Relaxation wird durch lokale fluktuierende Magnetfelder am Kernort, basierend auf
Molekiilbewegungen wie Rotationen oder Schwingungen verursacht. Man unterscheidet
zwei Arten der Relaxation, die longitudinale Relaxation T;, auch Spin-Gitter Relaxation
genannt und die transversale oder Spin-Spin Relaxation T,. Die T;-Relaxation beschreibt
die Riickkehr der angeregten Spins aus der xy-Ebene zur Boltzmann
Gleichgewichtsmagnetisierung in z-Richtung. Damit bestimmt die T;-Relaxationszeit, die
Lénge des ,,Recyle Delays®, die Wartezeit zwischen der Aufnahme zweier Scans. In der
Festkorper-NMR-Spektroskopie konnen die T;-Relaxationszeiten ,,verdiinnter Spins, z. B.
BC und PN, sehr lang sein (Minuten bis Stunden), wohingegen diejenige der 'H-Kerne
durch die starke dipolare Kopplung der Protonen untereinander deutlich kiirzer ist. Die
T,-Relaxation beschreibt die Dephasierung der Magnetisierung in der xy-Ebene und ist
damit fiir das Abklingen des FIDs verantwortlich und beeinflusst somit die Linienbreite der
NMR-Signale. Im Festkorper sind die dipolaren Felder der benachbarten Spins sehr grof3,
so dass die T,-Relaxationszeit relativ kurz ist (im Millisekunden Bereich). In Fliissigkeit
kommt es dagegen durch die Brownsche Molekularbewegung zur teilweisen Ausmittelung
der dipolaren Felder benachbarter Spins. Zur Charakterisierung der hergestellten Proben
wurden deren T;- und T,-Relaxationszeiten bestimmt.

Die Liposomenbindung hat keinen Einfluss auf T;-Relaxationszeiten fiir BC und "N
von NP7

Zunichst erfolgte die Abschitzung der T)-Relaxationszeiten fir C und "N der
Urc, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen und der U["°C, ""N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe. Dazu
wurde ein fiir die Festkorper-NMR-Spektroskopie entwickeltes Experiment zur
Bestimmung von T;-Relaxationszeiten von Heterokernen verwendet, bei dem die X-Kerne
durch einen 'H / X-CP-Schritt angeregt werden (siehe Kapitel 3.19). Hierdurch konnen die
langen ,,Recycle Delay* Zeiten der °C- und "N-Kerne in Festkérpern umgangen werden.
In den aufgenommen Spektren wurde dann die Intensititsabnahme ausgewdihlter Signale
bestimmt und gegen die Wartezeit aufgetragen. Die Signale wurden so ausgewdhlt, dass
die chemischen Verschiebungen nicht oder nur geringfiigig durch darunterliegende
Lipidsignale beeinflusst werden (vgl. Abb. 31).
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U['3C, 5N\(V,L,F,Y)] NP7  U['3C, '5SN\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen DMPC /DMPS Liposomen

Abb. 31: Ausgewihlte chemische Verschiebungen fiir “C und “N fiir die Bestimmung der
Relaxationszeiten.

Uberlagerung der 1D "H/ C-CP-Spektren (A) und der 1D "N T,-Relaxationsspektren ohne Wartezeit (B)
der U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe (rot), der U["*C, ""N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe (griin) und der
DMPC / DMPS-Liposomenprobe (blau). Die "*C-Spektren wurden an einem 600 MHz Spektrometer bei
einer Rotationsfrequenz von 11 kHz und einer nominalen Probentemperatur von -25 °C mit 512 Scans
aufgenommen. Die >N-Spektren wurden an einem 600 MHz Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von
10 kHz und einer nominalen Probentemperatur von -25 °C mit 64 Scans aufgenommen. Alle Spektren
wurden mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset von 0,4 prozessiert.

Zur Bestimmung der Relaxationszeiten wurde die Auftragung der Intensitdtswerte bei den
gewdhlten chemischen Verschiebungen gegen die Wartezeit exponentiell angenéhert. Fiir
die Kurvenanpassung (Programm: OriginPro 8.5G) wurde die folgende Formel mit der
T;-Relaxatationszeit T, der Konstanten A und dem y-Achsenabschnitt y, gewahlt:

t
y=A-eT 3]

Abb. 32 zeigt die T-Relaxationskurven bei den ausgewidhlten chemischen Verschiebungen
von "*C und “N.
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Abb. 32: T;-Relaxationskurven fiir *C und "N von der U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe
und der U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe.

Auftragung der Signalintensitit bei ausgewéhlten chemischen Verschiebungen gegen die Wartezeit t von
T,-Relaxationsexperimenten mit variabler Wartezeit. Durchgezogene Lininen stellen die Anndherung der

t
Datenpunkte durch die Funktiony = A-e Tt mit der Konstante A zur Ermittlung der T,-Relaxationszeit
dar. Das BestimmtheitsmaB der Kurvenanpassung lag bei R* > 0,97 fiir *C und R* > 0,96 fiir °N. Die
zugrundeliegenden T -Relaxationsexperimente wurden an einem 600 MHz Spektrometer bei einer nominalen
Probentemperatur von -25°C und einer Rotationsfrequenz von 10 kHz aufgenommen und mit einer
quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset von 0,4 prozessiert.

Die aus den Relaxationskurven in Abb. 32 mittels Anpassung an die Formel 3 bestimmten
T,-Relaxationszeiten fiir *C und '°N sind in Tab. 20 zusammengefasst.
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Tab. 20: T;-Relaxationszeiten fiir °C und "N von der U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe
und der U["C, "'N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe.

Chemische U[™c, ™N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen U[™c, ™N\(V,L,F,Y)] NP7
Verschiebung

55 ppm (Cq) 1,29+ 0,07 s 1,5+0,1s

32 ppm (Cp) 1,17+ 0,08 s 1,3£0,1s

42 ppm (K C) 1,11+0,08 s 1,27 £0,09 s

176 ppm (CO) 1,5+0,1s 1,5£0,1s

121 ppm (N) 27+3s 29+4s

Die T;-Relaxationszeiten fir "C und "N des an Liposomen gebundenen NP7s
unterscheiden sich nicht signifikant von denen fiir das freie NP7.

T;-Relaxationszeiten der 'H von NP7 werden durch Liposomenbindung verlingert

Zur Bestimmung der T,-Relaxationszeiten der 'H wurde ein Inversion-Recovery-
Experiment mit anschlieBender Kreuzpolarisation verwendet, um die Magnetisierung auf
dem X-Kern detektieren zu konnen (sieche Kapitel 3.19). Die Auswertung der Spektren
erfolgte analog zu der Auswertung der T;-Relaxationszeiten von C und "’N. Allerdings
wurde fiir die exponentielle Kurvenanpassung die folgende Formel mit der der
T;-Relaxationszeit T; und der Konstanten A verwendet:

y=4-(1-2-¢7) [4]

In Abb. 33 sind die T)-Relaxationskurven von 'H bei ausgewdhlten chemischen
Verschiebungen von °C gezeigt.
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U['3C, 5SN\V,L,F,YJNP7+Liposomen U['3C, '5N\V,L,F,Y]NP7
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Abb. 33: T;-Relaxationskurven fiir "H von der U["*C, ">N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe und der
U["C, ®N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe.

Auftragung der Signalintensitdt bei ausgewdhlten chemischen Verschiebungen gegen die Wartezeit t von
T;-Relaxationsexperimenten mit variabler Wartezeit. Durchgezogene Lininen stellen die Anndherung der

L
Datenpunkte durch die Funktion y =A- (1 —2-e Tl) mit der Konstanten A zur Ermittlung der

T,-Relaxationszeit dar. Das Bestimmtheitsma der Kurvenanpassung lag bei R*=0,99. Die
zugrundeliegenden T,-Relaxationsexperimente wurden an einem 600 MHz Spektrometer bei einer nominalen
Probentemperatur von -25°C und einer Rotationsfrequenz von 10 kHz aufgenommen und mit einer
quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset von 0,4 prozessiert.

Die aus den Relaxationskurven in Abb. 33 durch Anpassung an die Formel 4 bestimmten
T;-Relaxationszeiten fur 'H sind in Tab. 21 zusammengefasst.

Tab. 21: T,-Relaxationszeiten fiir '"H von der U[13C, 15N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe und der
U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe.

Chemische Verschiebung

U[™C, ™N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen

U[™c, ™N\(V,L,F,Y)] NP7

55 ppm (C,)

259 +2 ms

155+ 2 ms

32 ppm (Cp)

267 +2 ms

159+ 2 ms

42 ppm (K Cy)

263 +2 ms

156 + 2 ms

Die T;-Relaxationszeiten

fir '"H des an Liposomen gebundenen NP7s sind mit

259 -263 ms um 68 % linger, als die des préizipitierten NP7 mit 155 - 159 ms. Eine
Verlidngerung der T;-Relaxationszeit deutet auf eine Verringerung der Mobilitdt in der
U["c, "N\(V,L,E,Y)] NP7+Liposomen Probe gegeniiber der U["°C, ’N\(V,L.F,Y)] NP7
Probe hin.
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Die T;-Relaxationszeiten der 'H-Kerne in den NP7 Festkorper-NMR Proben sind wie
erwartet wesentlich kiirzer als die der *C- und ’N-Kerne

Der Vergleich der T;-Relaxationszeiten von 'H mit denen von *C und N bestétigt den
zuvor beschriebenen Sachverhalt, dass die T;-Relaxationszeiten der stark homonuklear
dipolar gekoppelten Protonen in Festkorpern kiirzer sind, als die der ,,verdiinnten*
Heterokerne. Die T,-Relaxationszeiten der Protonen liegen in den NP7 Proben im
Millisekunden-Bereich, wohingegen die der '*C- und '"N-Kerne im Sekundenbereich
liegen. Dies ist ein Grund warum in der Festkdrper-NMR-Spektroskopie meistens ein
'H/X-CP zur Anregung der Heterokerne verwendet wird, da der ,,Recycle Delay*
zwischen zwei Scans im Idealfall das Fiinffache der T,-Relaxationszeit betragen sollte.
Somit liegt dieser fiir die NP7 Proben bei der Verwendung eines 'H / X-CP-Schrittes zur
Anregung der Heterokerne nur bei ca. 1 s, wohingegen er fiir die Direktanregung der
BC-Kerne 5 x und fiir die "’N-Kerne 100 x so lang sein miisste. Die Verwendung eines
'H / X-CP-Schrittes zur Anregung der Heterokerne bedeutet daher unabhingig von
anderen beeinflussenden Faktoren (wie z. B. den unterschiedlichen gyromagnetischen
Verhiltnissen der Kerne) eine enorme Verkiirzung der benotigten Messzeit.

Verlingerung der T,-Relaxationszeiten einiger BC-Kerne der
Aminosiureseitenketten von NP7 durch Liposomenbindung

Zur Bestimmung der T,-Relaxationszeiten von BC und N wurden Spin-Echo-
Experimente mit vorgeschalteter Kreuzpolarisation verwendet (siehe Kapitel 3.19). Die
Auswertung der Spektren erfolgte analog zu der Auswertung der T;-Relaxationszeiten. Fiir
die exponentielle Kurvenanpassung wurde die folgende Formel mit der T,-Relaxationszeit
T, und der Konstanten A verwendet:

t
y=4AeT: [5]

In Abb. 34 sind die T,-Relaxationskurven von BC und N bei ausgewihlten chemischen
Verschiebungen gezeigt.
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U['3C, "SN\V,L,F,Y]NP7+Liposomen
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Abb. 34: T,-Relaxationskurven fiir *C und "N von der U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe
und der U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe.
Auftragung der Signalintensitit bei ausgewéhlten chemischen Verschiebungen gegen die Wartezeit t von
T,-Relaxationsexperimenten mit variabler Wartezeit. Durchgezogene Lininen stellen die Anndherung der

.t
Datenpunkte durch die Funktion y = A-e T2 mit der Konstanten A zur Ermittlung der T,-Relaxationszeit
dar. Das Bestimmtheitsma$ der Kurvenanpassung lag bei R*> 0,98 fiir °C und bei R* > 0,96 fiir ’N. Die
zugrundeliegenden T,-Relaxationsexperimente wurden an einem 600 MHz Spektrometer bei einer nominalen

Probentemperatur von

-25°C und einer Rotationsfrequenz von 10 kHz aufgenommen und mit einer

quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset von 0,4 prozessiert.

Die aus den Relaxationskurven in Abb. 34 durch Anpassung an die Formel 5 bestimmten
T,-Relaxationszeiten fur 3C und "N sind in Tab. 22 zusammengefasst.
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Tab. 22: T,-Relaxationszeiten fiir °C und "N von der U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe
und der U[”C,”N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe.

Chemische Verschiebung U[™C, N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen | U["°C, °N\(V,L,F,Y)] NP7
55 ppm (Cy) 1,5+0,1ms 1,40 + 0,07 ms

32 ppm (Cp) 1,36 + 0,05 ms 1,13+ 0,03 ms

42 ppm (K C;) 2,01+ 0,04 ms 1,51+ 0,04 ms

176 ppm (CO) 2,8+0,1ms 2,77 + 0,09 ms

121 ppm (N) 6,1+0,2ms 55+£0,3ms

Die T,-Relaxationszeiten fir 13C0c, BCO und "°N unterscheiden sich nicht signifikant
zwischen den beiden Proben. Die T,-Relaxationszeiten der Aminosaureseitenketten bei
32 ppm (CPB) und 42 ppm (K Ce) sind bei dem an Liposomen gebundenen NP7 um
ca. 17 % (CP) bzw. ca. 25 % (K Ce) langer, als bei der Probe des freien NP7s.

Die ermittelten T,-Relaxationszeiten liegen im Bereich von 1,1 — 2,8 ms fiir die BC-Kerne
und bei 5,5 -6,1 ms fiir die >N-Kerne und sind damit, wie fiir eine Festkorper-NMR
Probe erwartet, relativ kurz. Dies bedeutet, dass die FIDs im Allgemeinen wesentlich
schneller abklingen, als in der Fliissig-NMR-Spektroskopie und somit eine wesentlich
breitere Linienbreite zu erwarten ist. Die Linienbreiten in den gemessenen Festkorper-
NMR-Spektren sind in Kapitel 4.2.4.1 angegeben.

4.2.3.5 Mobilitat von NP7

Zur Untersuchung der Mobilitit des NP7s in den Proben mit und ohne Liposomenbindung
wurden 1D '"H/"C-CP- und 1D "*C INEPT-Spektren bei Temperaturen iiber und unter
dem Gefrierpunkt der Proteinlésung aufgenommen und miteinander verglichen. Hierbei
wurde immer ein Vergleich mit den Spektren der DMPC / DMPS-Liposomen alleine
angestellt, da, wie in Kapitel 4.2.3.3 beschrieben, in den Spektren der
Urc, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe zusitzlich zu den Proteinsignalen auch
Lipidsignale auftreten. Wie bereits erwdhnt werden in INEPT-Spektren eher mobile
Anteile des Proteins detektiert, wohingegen in CP-Spektren eher rigide Anteile zu sehen
sind.
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Membranbindung von NP7 schrinkt die Mobilitiat einiger Lysinseitenkeitten ein

Glycerin Lipidkopf- Lysin
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Abb. 35: Mobilitit der prizipitierten NP7 Probe im Vergleich zur an Liposomen gebundenen NP7
Probe.

Uberlagerung  der 1D "“C-INEPT-Spektren  von  U["”C, "N\(V,L,F,Y)] NP7(griin),  von
U[”c, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen (rot) und von Liposomen (blau) bei einer nominalen
Probentemperatur von 15°C. Die Spektren wurden an einem 600 MHz Spektrometer bei einer
Rotationsfrequenz von 11 kHz aufgenommen und mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset
von 0,4 prozessiert.

In dem INEPT-Spektrum des prézipitierten NP7s bei einer nominalen Probentemperatur
von 15°C (vgl. Abb. 35) sind Signale sichtbar, die den chemischen Verschiebungen
der ’C-Kerne der Lysin-Seitenketten entsprechen. Diese sind in der an Liposomen
gebundenen NP7 Probe wesentlich geringer ausgeprdgt. Da im INEPT-Spektrum nur die
mobilen Anteile eines Proteins sichtbar sind, deutet dies auf eine Einschriankung der
Mobilitét der Lysinseitenketten durch die Bindung des NP7s an die Liposomen hin.

Keine mobilen Anteile im gefrorenen NP7
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Abb. 36: Mobilitit der prizipitierten NP7 Probe im Vergleich zur an Liposomen gebundenen NP7
Probe.

Uberlagerung  der 1D "“C-INEPT-Spektren  von  U["”C, "N\(V,L,F,Y)] NP7(griin),  von
U[”c, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen (rot) und von Liposomen (blau) bei einer nominalen
Probentemperatur von -25°C. Die Spektren wurden an einem 600 MHz Spektrometer bei einer
Rotationsfrequenz von 11 kHz aufgenommen und mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset
von 0,4 prozessiert.

In dem INEPT-Spektrum des prézipitierten NP7 bei einer nominalen Probentemperatur
von -25 °C (vgl. Abb. 36) sind die Lysin-Signale nicht mehr sichtbar. Da die Losung bei
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dieser Temperatur im gefrorenen Zustand vorliegt, sind hier wahrscheinlich auch die bei
Temperaturen iiber dem Gefrierpunkt mobilen Lysin-Seitenketten erstarrt. Dies wird
dadurch bestérkt, dass auch die Lipidkopfgruppen keine im INEPT-Spektrum detektierbare
Mobilitdt mehr aufweisen (vgl Abb. 29). Nur die kleinen Glycerinmolekiile sind noch
mobil.

Der Grof3teil von NP7 ist auch iiber dem Gefrierpunkt rigide

K Ce
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Abb. 37: Mobilitit der prizipitierten NP7 Probe im Vergleich zur an Liposomen gebundenen NP7
Probe.

Uberlagerung  der 1D 'H/"C-CP-Spektren  von  U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7 (griin),  von
U["C, PN\(V,L,E,Y)] NP7+Liposomen (rot) und von Liposomen (blau) bei einer nominalen
Probentemperatur von 15 °C. Die Spektren wurden an einem 600 MHz Spektrometer bei einer
Rotationsfrequenz von 11 kHz aufgenommen und mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset
von 0,4 prozessiert.

In den 1D "H/"*C-CP-Spektren bei 15 °C (vgl. Abb. 37) sind viele sich iiberlappende
Proteinsignale sichtbar. Dies deutet darauf hin, dass der GroBteil des Proteins eher rigide
ist. Das Signal bei ca. 42 ppm ist charakteristisch fiir die Lysin Ce- und die Arginin
Co-Kerne. Da in der NP7-Sequenz jedoch wesentlich mehr Lysine als Arginine
vorkommen (27 Lysine und 2 Arginine) ist aufgrund der hohen Intensitit des Signals
davon auszugehen, dass das Signal hauptsdchlich durch die Lysin Ce-Kerne geprégt ist.
Die hohe Signalintensitit der Lysin Ce-Kerne in den 'H / *C-CP-Spektren zeigt, dass ein
GroBteil der Lysine auch bei Temperaturen iiber dem Gefrierpunkt eher rigide ist.

Einige Lysinseitenketten sind vermutlich an der Membraninteraktion beteiligt

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sowohl freies als auch an Liposomen
gebundenes NP7 bei einer nominalen Probentemperatur von 15 °C hauptsichlich rigide ist.
Der GroBteil der Lysinseitenketten ist ebenfalls in beiden Proben rigide. Nur einige
Lysinseitenketten sind in dem freien NP7 mobil. Durch die Liposomenbindung nimmt die
Mobilitdt dieser Lysinseitenketten ab. Bei einer nominalen Probentemperatur von -25 °C
konnen dahingegen keine mobilen Anteile in den beiden NP7-Proben detektiert werden.
Die Abnahme der Mobilitdt einiger Lysinseitenketten, durch die Bindung von NP7 an
Liposomen deutet auf eine Beteiligung dieser Lysinseitenketten an der
Membraninteraktion hin. Dies ist insbesondere im Hinblick auf die vermutete Interaktion
der Helix-al (K49 - K;57) des NP7s mit den Liposomen interessant. Diese enthélt 5 Lysine.
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Die beobachtete Einschrinkung der Mobilitdt einiger Lysinseitenketten wire durch eine
Membraninteraktion der Helix-al von NP7 zu erkldren. Es wére jedoch auch moglich, dass
andere Lysinseitenketten des Proteins an der Membraninteraktion beteiligt sind, da 20 der
27 Lysine an der elektrostatisch positiv geladenen Oberfliche von NP7 zu finden sind
(vgl. Kapitel 4.2.3.1).

4.2.3.6 Temperaturabhingigkeit der NP7 NMR-Spektren

Zur Bestimmung der besten nominalen Probentemperatur der NP7 Proben fiir die
Aufnahme der Festkorper-NMR-Spektren, wurden Spektren der NP7 Proben der
Ur”c, "N\(V,L,E,Y)]NP7 und der U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe bei
verschiedenen Temperaturen aufgenommen und miteinander verglichen.

Signalintensitit nimmt mit abnehmender Temperatur zu und Einfrieren der Probe
erhoht die Linienbreite der Signale

In Abb. 38 st die Uberlagerung der 1D 'H/'"“C-CP-Spektren der
U[BC, 15N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe im nominalen Probentemperaturbereich
von -25 °C bis 15 °C gezeigt.
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Abb. 38: Temperaturabhiingigkeit der 1D "H / *C-CP-Spekten der U[C, *N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe.
Die Spektren wurden an einem 600 MHz Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 11 kHz und
nominalen Probentemperaturen von 15 °C (rot), 5 °C (orange), -5 °C (griin), -15 °C (hellblau) und -25 °C
(dunkelblau) aufgenommen und mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset von 0,4 prozessiert.

Insgesamt zeigen viele Signale in den 'H/'’C-CP-Spektren eine Zunahme der
Signalintensitdt infolge der Absenkung der nominalen Probentemperatur von 15 °C
auf -25 °C. In dem Spektrum bei -25 °C kommt es jedoch durch das Einfrieren der Probe
zu einer deutlich sichtbaren Linienverbreiterung. Die Gesamtsignalintensitit fiir die
Co-Resonanzen aller Aminosduren (45-65 ppm), einiger Cp-Resonanzen der
Aminosduren S und T (60 - 72 ppm), I, D und N (38 - 40 ppm) und P, R, K, M und W
(31 - 34 ppm) und einiger Cy-Resonanzen von R und I (26 - 28 ppm) ist jedoch trotz der
beobachteten Linienverbreiterung in dem Spektrum bei -25°C am hochsten. Die
Signalintensititen einiger '>C-Kerne in den Seitenketten einiger Aminosduren steigen nur
bis zu einer Temperatur von -5 °C geringfligig an und nehmen dann durch die
Linienverbreiterung bei niedrigeren Temperaturen wieder geringfiligig ab. Dies betrifft die
K Ce- (41 - 43 ppm), K Co- (28 - 30 ppm), K Cy- (24 - 26 ppm), T Cy;- (21 - 23 ppm) und
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4 Ergebnisse und Diskussion

A CB-Resonanzen (21 - 23 ppm). lhre Signalintensitdt wird jedoch wesentlich weniger
durch die Temperaturverdnderung beeinflusst, als die der Ca- und CB-Resonanzen.

Der Vergleich der 1D 'H/'"C-CP-Spektren im nominalen Probentemperaturbereich
von -25 °C bis 15 °C wurde auch fiir die U["C, "N\(V,L,E,Y)] NP7+Liposomen Probe
durchgefiihrt. Die Uberlagerung der Spektren ist in Abb. 39 gezeigt.
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Abb. 39: Temperaturabhéngigkeit der 1D "H / BC-CP-Spektren der
U["C, ®N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe.

Die Spektren wurden an einem 600 MHz Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 11 kHz und
nominalen Probentemperaturen von 15 °C (rot), 5 °C (orange), -5 °C (griin), -15 °C (hellblau) und -25 °C
(dunkelblau) aufgenommen und mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset von 0,4 prozessiert.

Durch das Vorhandensein von Liposomen in der U[*C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen
Probe sind die Signalintensitdten der Resonanzen bei den chemischen Verschiebungen von
35 ppm, 28,5 ppm, 26,5 ppm und 16,5 ppm durch darunterliegende Lipidsignale iiberlagert
(vgl. Abb. 29). Dies wurde bei der Auswertung der Spektren bei unterschiedlichen
Temperaturen berticksichtigt.

Fiir die U["°C, "'N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe zeigt der Temperaturvergleich der
Signalintensititen ein &hnliches Bild wie fiir die U[BC, 15N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe. Die
Gesamtsignalintensitit fiir die Ca-Resonanzen aller Aminoséduren (45 - 65 ppm), fiir einige
CB-Resonanzen der Aminosduren S und T (60 - 72 ppm), I, D und N (38 - 40 ppm) und P,
R, K, M und W (31 - 34 ppm) und fiir einige Cy-Resonanzen von R und I (26 - 28 ppm) ist
ebenfalls trotz der Linienverbreiterung in dem Spektrum, das bei -25 °C aufgenommen
wurde, am hochsten. Die Signalintensititen fiir die *C-Kerne in den Seitenketten einiger
Aminosduren nehmen in dieser Probe durch die Verringerung der Temperatur bis zu einer
nominalen Probentemperatur von -15 °C zu und nehmen dann durch die
Linienverbreiterung bei niedrigeren Temperaturen wieder ab. Dies betrifft die
K Ce- (41 - 43 ppm), K Cd- (28 - 30 ppm), K Cy- (24 - 26 ppm), T Cy,- (21 - 23 ppm) und
A CB- (21-23 ppm und 17-19 ppm), I Cy,-Resonanzen (16-17 ppm). Der
temperaturabhédngige Anstieg dieser Signale ist in dieser Probe jedoch wesentlich stirker
ausgepragt, als in der U[13 C, 15N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe. Zudem ist der Anstieg bis zu einer
Temperatur von -15°C, statt nur bis zu einer Temperatur von -5 °C in der
U[13C, 15N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe, zu beobachten. Dieser Unterschied konnte darin
begriindet sein, dass der Gefrierpunkt der U["°C, ""N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe
durch das Vorhandensein der Liposomen herabgesetzt wurde.

70



4 Ergebnisse und Diskussion

Zur Analyse der Temperaturabhiingigkeit der Signalintensititen wurde diese in Abb. 40 fiir
ausgewdhlte Signale gegen die nominale Probentemperatur aufgetragen. Es wurden
Signale bei chemischen Verschiebungen gewdhlt, deren Signalintensitdt nicht oder nur
geringfiigig von darunterliegenden Lipidsignalen iiberlagert wird (vgl. Abb. 31).
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Abb. 40: Temperaturabhiingig der Signalintensitit der U["*C, ""N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe (A) und der
U["cC, ®N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe (B).

Auftragung der Signalintensitit der 1D 'H/*C-CP-Spektren bei 175 ppm (CO), 55 ppm (Ca), 42 ppm
(K Ce¢), 32 ppm (CP) und 14 ppm (I C3) gegen die nominale Probentemperatur. Die zugrundeliegenden
1D 'H / PC-CP-Spektren wurden an einem 600 MHz Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 11 kHz
aufgenommen und mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset von 0,4 prozessiert.

Die relative Signalintensitdt nimmt fiir die Signale bei 175 ppm (CO), 55 ppm (Ca) und
32 ppm (CP) in beiden Proben mit steigender Temperatur ab. Fiir das Signal bei 42 ppm
(K Ce) hingegen erreicht die relative Signalintensitdt der prézipitierten NP7 Probe
bei -5°C ihr Maximum und nimmt zu hdéheren sowie zu niedrigeren Temperaturen
kontinuierlich ab. Fiir das an Liposomen gebundene NP7 liegt das Maximum der
Signalintensitit bei -15 °C. Die Intensitdt des Signale bei 14 ppm (I Cd) wird durch die
Temperaturdnderung kaum beeinflusst.

Insgesamt ldsst sich sagen, dass die Signalintensititen der Kohlenstoftkerne des
Proteinriickgrats (CO und Ca), sowie der angrenzenden Kohlenstoftkerne (CP) im
nominalen Probentemperaturbereich von 15 °C bis -25 °C mit sinkenden Temperaturen
zunehmen. Dies gilt dagegen nicht in gleichem Male fiir die Kohlenstoftkerne in den
langeren Seitenketten.

Aufnahme der mehrdimensionalen NMR-Experimente
von -20 °C bis -30 °C

im Temperaturbereich

Da fiir die folgenden 2 D- und 3 D-Experimente ein moglichst hohes Signal-zu-Rausch
Verhiltnis erwiinscht war, wurde die nominale Probentemperatur gewéhlt, bei der die
hochste Signalintensitédt erzielt werden konnte. Die Intensitdt der Signale bei 175 ppm
(CO), 55 ppm (Ca) und 32 ppm (Cp) ist in beiden Proben bei -25 °C am hochsten. Das
Signal bei 42 ppm (K Cg) weist in den beiden Proben bei -25 °C ebenfalls noch eine hohe
Intensitdt auf. Somit wurden die weiteren Experimente im Bereich einer nominalen
Probentemperatur von -20 °C bis -30 °C aufgenommen.
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Einige Korrelationen werden in 2D PDSD-Spektren erst bei niedrigen Temperaturen
sichtbar

Zusitzlich zu den bereits diskutierten 1D "H / *C-CP-Spektren wurden auch 2D C / *C-
Korrelationsspektren bei verschiedenen Temperaturen von den urc, "N\(V,L,F,Y)] NP7
und U[BC, 15N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Proben aufgenommen und miteinander
verglichen, um die Abhidngigkeit der Auflosung und der Intensitdt der Signale von der
Temperatur genauer zu analysieren. Abb. 41 zeigt den Vergleich der 2D PDSD-Spektren
mit einer Mischzeit von 20 bzw. 30 ms Mischzeit bei einer nominalen Probentemperatur
von -5 °C im Vergleich zu denen, die bei Temperaturen von -20 °C bzw. -25°C
aufgenommen wurden. Dariiber hinaus zeigen PDSD-Spektren mit einer Mischzeit von bis
zu 80 ms interresiduale Kreuzkorrelationen zwischen '*C-Spins.

U['3C, 1SN\(V,L,F,Y)] NP7 U['3C, 1SN\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen
(-5°C, 30 ms;-20 °C, 30 ms) (-5 °C, 30 ms; -25 °C, 20 ms)
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Abb. 41: Vergleich der 2D PDSD-Spektren der U[“C, " N\(V,L,F,Y)|NP7 und
U[13C, 15N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Proben bei unterschiedlichen nominalen Probentemperaturen.
Die Spektren wurden bei nominalen Probentemperaturen von -5°C (blau) und -20°C
Uc, PN\(V,L,F,Y)] NP7 Probe bzw. -25 °C U["°C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe (schwarz). Die
PDSD-Spektren wurden mit einer Mischzeit von 30 ms (bzw. 20 ms (U["°C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen
Probe bei -25 °C) an einem 600 MHz Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 11 kHz aufgenommen
und mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset von 0,3 prozessiert. Unterschiede zwischen den
Spektren bei unterschiedlichen Temperaturen wurden rot umrandet.

Die Signale zeigen bei niedrigeren Temperaturen teilweise eine geringere Auflosung. Dies
ist besonders im CaCp-Bereich von Threonin zu erkennen. Dies kommt durch die bereits
diskutierte Linienverbreiterung bei niedrigen Temperaturen zustande. Allerdings sind bei
hoheren Temperaturen einige Korrelationen nicht sichtbar. Dies sind zum einen Transfers
iiber mehrere Bindungen und betrifft die Korrelationen P CaCoé und K CBCe (Abb. 41: rot
umrandete Signale). Transfers {iber mehrere Bindungen sind in PDSD-Spektren mit kurzer
Mischzeit (20 - 30 ms) nicht immer sichtbar. Allerdings sind auch einige Transfers iiber
eine und zwei Bindungen fiir die Aminosduretypen A, D/N, E/Q, P und I in den Spektren
bei hoheren Temperaturen nicht sichtbar (Abb. 41: rot umrandete Signale). Dies ist jedoch
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in beiden Proben gleichermallen festzustellen und kann damit nicht in Zusammenhang mit
der NP7 Membraninteraktion gebracht werden. Die geringere Signaldichte in den Spektren
bei hoheren Temperaturen konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die Dipolkopplungen
bei hoheren Temperaturen stirker ausgemittelt werden und der PDSD-Transfer dadurch
nicht so effizient ist.

(v

Abb. 42: Lokalisation der Aminosiiuretypen in der Kristallstruktur von NP7 (PDB: 4XME) fiir die
einige Transfers iiber eine und zwei Bindungen in den PDSD-Spektren von NP7 bei -5 °C nicht
sichtbar sind.

Darstellung der Kristallstruktur als Béndermodell. Markierung der Aminosduren A, D, N, E, Q, P und I (lila).

In der Kristallstruktur ist zu sehen, dass die bei hohen Temperaturen nicht sichtbaren
Aminosauretypen sich nicht in einer bestimmten Region des Proteins hdufen, daher konnen
daraus keine strukturellen Riickschliisse gezogen werden (vgl. Abb. 42).

4.2.4 Zuordnung der NP7-Resonanzen in den Festkorper-NMR-
Spektren

Zur genaueren Analyse der strukturellen Einfliisse der Membranbindung von NP7 auf
dessen Struktur wurde eine Zuordnung der NMR-Signale in den gemessenen Festkorper-
NMR-Spektren der U["C, "N\(V,L,E,Y)] NP7, der U["C, ""N\(K,V)]NP7 und der
urtc, "N\(V,L,E,Y)] NP7+Liposomen Proben angestrebt. Dazu wurden 2D Be/Be-
Korrelationsspektren, (PDSD-Spektren mit Mischzeiten von 5 -200 ms, DQ /SQ- und
DREAM-Spektren), 2D "N/ *C- und 2D "N/ *C / *C-Korrelationsspektren (2D NCao-,
2D NCoCX-, 2D NCaCp-, 2D NCOCX-Spektren), sowie 3D ""N/“C/"cC-
Korrelationsspektren (3D NCaCX-, 3D NCaCpB- und 3D NCOCX-Spektren) verwendet.
PDSD-Spektren mit Mischzeiten bis zu 80 ms, DQ / SQ- und DREAM-Spektren zeigen
interresiduale '>C / *C-Korrelationen. Sie wurden fiir die Aminosduretyp-spezifische
Zuordnung der "’C-Resonanzen verwendet. NCa-, NCaCX- und NCoCB-Spektren
ermdglichen die Zuordnung der '*N-chemischen Verschiebung zu den '*C-chemischen
Verschiebungen derselben Aminosdure. PDSD-Spektren mit Mischzeiten ab 100 ms zeigen
zu den intraresidualen auch interresiduale *C /'*C-Korrelationen und erméglichen die
Verkniipfung der Aminosduren untereinander. NCOCX-Spektren ermoglichen die
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Zuordnung der '’N-chemischen Verschiebung einer Aminoséure zu den *C-chemischen
Verschiebungen der vorhergehenden Aminosdure und dienen damit ebenfalls zur
sequentiellen Verkniipfung der Aminosauren.

Eine Ubersicht iiber die fiir die Zuordnung der chemischen Verschiebungen verwendeten
Festkorper-NMR-Spektren ist in Tab. 23 gegeben. Die fiir die Messung der verschiedenen
Spektren verwendeten Parameter sind im Anhang in Kapitel 9.1 aufgefiihrt.

Tab. 23: Fiir die Zuordnung der chemischen Verschiebungen verwendete Festkorper-NMR-Spektren.

Anzahl der verwendeten Spektren des jeweiligen Typs fiir die Zuordnung der chemischen Verschiebungen
der verschiedenen NP7 NMR Proben.

u[c, ®N\(V,L,F,Y)] U[c, ™N\(K,V)] NP7 u[c, N\(V,L,F,Y)]
NP7 NP7+Liposomen

2D PDSD 7 4 8

2D PDSD-RR 2 1 3

2D DREAM 1 1 0

2DDQ/SQ 3 1 3

2D NCa 2 0 1

2D NCaCX 2 1 3

2D NCaCB 0 1 0

2D NCOCX 3 1 3

3D NCaCX 2 1 1

3D NCaCB 1 1 0

3D NCOCX 1 1 1

4.2.4.1 Einfluss der Aufnahmeparameter

Die 2D °C / *C-Korrelationsspektren wiesen Linienbreiten von 0,8 - 1,4 ppm in beiden
Dimensionen auf. Die 2D ""N/'C/"C-Korrelationsspektren wiesen in der
BC-Dimension eine Linienbreite von 0,5-1,0 ppm und in der "’N-Dimension eine
Linienbreite von 1,4 - 2,9 ppm auf. Die 3D "N/ *C / C-Korrelationsspektren wiesen in
der direkten 'C-Dimension eine Linienbreite von 0,5-1,0 ppm, in der indirekten
PC-Dimension eine Linienbreite von 1,1 -2,4 ppm und in der ""N-Dimension eine
Linienbreite von 1,9 - 4,4 ppm auf.

Hohere Feldstirke ermoglicht hohere Auflosung der Signale

Der Vergleich der Spektren, die bei unterschiedlichen Feldstirken aufgenommen wurden
zeigt, dass die Auflosung am 800 MHz Spektrometer hoher ist als am 600 MHz
Spektrometer und dadurch eine stirkere Differenzierung der Signale ermdglicht. Dies ist
beispielhaft in einer Vergroferung des Bereichs der Threonin CaCB-Signale zu sehen. Des
Weiteren sind die Korrelationen der '*C-Kerne der Seitenketten mit den CO-Kernen des
Proteinriickgrats im Spektrum vom 600 MHz Spektrometer starker sichtbar als in dem vom
800 MHz Spektrometer (gepunktet eingerahmter Bereich).
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Abb. 43: Vergleich der Spektren bei unterschiedlichen Magnetfeldstirken.

Uberlagerung der PDSD-Spektren der U[°C, ""N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe mit einer Mischzeit von
15 ms vom 800 MHz Spektrometer (griin) und mit einer Mischzeit von 20 ms vom 600 MHz Spektrometer
(pink). Die Spektren wurden mit 176 Scans bei einer Rotationsfrequenz von 11 kHz und einer nominalen
Probentemperatur von -25°C aufgenommen und mit einer Kombination aus einer inversen
Exponentialfunktion und einer GauBfunktion (Linienverschmélerung: 75 Hz, Linienverbreiterung: 150 Hz,
GauBmaximum: 0,1) prozessiert. Die Korrelationen der *C-Kerne der Seitenketten mit den CO-Kernen des
Proteinriickgrats sind in im Spektrum vom 600 MHz Spektrometer deutlicher ausgeprigt (gepunktet
eingerahmter Bereich). Vergleich der Auflosung der Threonin C,Cg-Signale (vergroBerter Bereich).

Temperaturabhéingige Verinderung der Arginin C{-Signale

Die Zuordnung der chemischen Verschiebungen der NP7-Proben wurde technisch bedingt
in Spektren im Temperaturbereich von -20 °C bis -30 °C vorgenommen. Daher wurden die
Spektren auf Verdnderungen in diesem Temperaturbereich {iiberpriift. Dabei wurde
festgestellt, dass sich die chemischen Verschiebungen der Arginin C{-Signale
temperaturabhidngig unterscheiden und mehr als zwei CC-Signale (die NP7-Sequenz enthilt
2 Arginine) zu finden sind. Dies ist exemplarisch im Vergleich der 2D NCOCX-Spektren
der U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe in Abb. 44 gezeigt. Die
Signalaufspaltung konnte auf unterschiedliche Protonierungszustinde des Arginin C(
zuriickzufiihren sein.®
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Abb. 44: Arginin Konformationen bei unterschiedlichen Temperaturen.

Uberlagerung der 2D NCOCX-Spektren der U["°C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe aufgenommen an
einem 600 MHz Spektrometer bei einer nominalen Probentemperatur von -20 °C (blau) und an einem
800 MHz Spektrometer bei einer nominalen Probentemperatur von -30 °C (rot) und einer Rotationsfrequenz
von 11 kHz. Die Spektren wurden mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset von 0,4
prozessiert.

Durch die Rotation um die Ne¢ / C{-Bindung kommt es zur Ausmittelung der NH;- und
NH,-Resonanzen und zu einer Linienverbreiterung der '*N-chemischen Verschiebungen
im Bereich von 68 — 74 ppm in Abb. 44.%

Die Signale der anderen Kerne Ca, CB, Cy und Co der beiden Arginine waren in den
PDSD und NCOCX-Spektren nur teilweise sichtbar. Am besten waren diese in den
NCaCX-Spektren zu erkennen (Abb. 45), jedoch waren auch hier nicht in jedem Spektrum
alle Signale zu sehen. Insgesamt waren die Signale besser bei tieferen Temperaturen zu
sehen. Die chemischen Verschiebungen der Ca-, CB-, Cy- und Cdé-Kerne der beiden
Arginine wiesen im Vergleich der aufgenommenen Spektren keine Unterschiede auf, die
sich in mehreren Spektren manifestierten. Die mit den gestrichelten Pfeilen markierten
Signale konnten nicht noch einmal in anderen Spektren gefunden werden, daher handelt es
sich bei diesen Signalen vermutlich um Rauschen und nicht um Signale der Arginine. In
Abb. 45 sind die Zuordnungen der Arginin-Seitenkettensignale exemplarisch in der
Uberlagerung der 2D NCaCX-Spektren der U[°C, ""N\(V,L,F,Y)] NP7-+Liposomen Probe
bei -20 °C und -30 °C gezeigt.
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Abb. 45: Arginin Seitenketten bei unterschiedlichen Temperaturen.

Uberlagerung der 2D NCaCX-Spektren der U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe aufgenommen an
einem 600 MHz Spektrometer bei einer nominalen Probentemperatur von 20 °C (blau) und an einem
800 MHz Spektrometer bei einer nominalen Probentemperatur von -30 °C (rot) und einer Rotationsfrequenz
von 11 kHz. Die Spektren wurden mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset von 0,4
prozessiert. Signale aus aus beiden in NP7 enthaltenen Arginin-Spinsystemen wurden identifiziert und sind
mit grilnen (R(1)) und schwarzen (R(2)) Pfeilen gekennzeichnet. Weitere Signale im Bereich der
Argininfrequenzen (gestrichelte Pfeile) wurden in keinem der anderen analysierten Spektren wiedergefunden.
Daher handelt es sich hierbei vermutlich um Rauschen.

4.2.4.2 Aminosiuretyp-spezifische Resonanzzuordnung

Zunidchst wurde mit Hilfe der in Tab. 23 aufgefiihrten Spektren die Aminoséuretyp-
spezifische =~ Resonanzzuordnung  der U[BC, 15N\(V,L,F,Y)] NP7  Probe, der
U["C, "N\(K,V)] NP7 Probe und der U["C, ' N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe
unternommen. Die Benennung der zugeordneten Resonanzen erfolgte mit dem Ein-
Buchstaben-Code der jeweiligen Aminosdure und einer in Klammern gefassten
aufsteigenden Zahl. Somit ist die Benennung des ersten in den gemessenen Spektren
identifizierten Serins S (1). In Abb. 46 sind die Bereiche der *C-Resonanzen der einzelnen
Aminosduren exemplarisch im 2D DQ / SQ-Spektrum der
urc, N\(V,L,E,Y)] NP7+Liposomen Probe dargestellt.
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Abb. 46: Bereiche der *C-Resonanzen der einzelnen Aminosiuren im 2D DQ/ SQ-Spektrum der
U["C,"N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe.

Farbige Umrandung der Bereiche in denen die Aminosduren des jeweiligen Typs zu finden sind. Nicht
umrandete Signale sind Seitenbanden oder Artefakte der Messung ohne Aussagekraft iiber die Probe. Das
SPCS5-Spektrum wurde an einem 800 MHz Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 8 kHz und einer
nominalen Probentemperatur von -25°C gemessen und mit einer Kombination aus einer inversen
Exponentialfunktion und einer GauBfunktion (Linienverschmélerung: 100 Hz, Linienverbreiterung: 200 Hz,
GauBmaximum: 0,1) prozessiert.

In Abb. 46 ist zu sehen, dass die Resonanzen der Aminosiuren Alanin, Serin, Threonin,
Isoleucin und Prolin von denen der anderen Aminosduren unterschieden werden konnen.
Hier war eine hohe Auflosung ein entscheidender Faktor fiir die Resonanzzuordnung, da
die Aminosduren teilweise sehr dhnliche Kohlenstoffverschiebungen haben. Dies wurde
besonders deutlich im Vergleich der Spektren, die am 800 MHz und am 600 MHz
Spektrometer gemessen wurden (vgl. Abb. 43).

Teilweise war eine Differenzierung zwischen zwei Aminosduren des gleichen Typs auch
nur durch Zuhilfenahme der Stickstoffverschiebungen mdoglich. Insgesamt konnten so
12 /12 Alaninresten, 11/ 13 Serinresten, 10/ 12 Threoninresten, 7 / 7 Isoleucinresten und
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4/7 Prolinresten Aminosduretyp-spezifisch zugeordnet werden. Die Zuordnung der
Glycinsignale erfolgte mit Hilfe der 2D NCa-Spektren, da die CaCO-Resonanzen in den
CC-Korrelationsspektren  nicht zu  unterscheiden = waren. Dadurch  konnten
10/ 10 Glycinresten identifiziert werden. Die beiden Argininreste konnten anhand der
Seitenketten-Stickstoffatome in NCaCX- und NCOCX-Spektren identifiziert werden, da
thre Signale in den CC-Korrelationsspektren mit denen der Lysinreste liberlappen. Die
Identifizierung der aromatischen Aminosduren Histidin und Tryptophan erfolgte iiber die
aromatischen Signale in CC-Korrelationsspektren, und die Histidinreste konnten zudem
tiber die Stickstoffatome der Seitenketten in NCOCX-Spektren identifiziert werden. Somit
konnten 2 / 2 Tryptophanresten und 2 / 3 Histidinresten zugeordnet werden.

Die Lange des Proteins von 186 Aminosduren inkl. N-terminalem artifiziellem Methionin
stellt immer noch eine Herausforderung fiir die Festkorper-NMR-Spektroskopie dar, da die
Spektren durch die groBere Linienbreite verglichen mit der Fliissig-NMR-Spektroskopie
schlechter aufgeldst sind. Dies fiihrt zu spektralen Uberlappungen der Resonanzfreqenzen
der Aminosduren. Somit kommt es trotz reverser Isotopenmarkierung besonders im
Bereich der CaCB-Resonanzen zu sehr vielen spektralen Uberlappungen, da diese fiir viele
Aminoséuren relativ dhnlich sind. Durch die reverse Isotopenmarkierung der Aminoséuren
Valin, Leucin, Phenylalanin und Tyrosin sind noch 139 / 186 Aminosduren in den NMR-
Spektren sichtbar. Durch die reverse Isotopenmarkierung der Aminoséuren Lysin und
Valin bleiben noch 146 / 186 Aminosduren in den NMR-Spektren sichtbar.

Die Zuordnung der Signale der Asparaginsdure- und Asparaginreste gestaltete sich
schwierig, da die Cy-Verschiebungen nur fiir einige Aminosduren in den
CC-Korrelationsspektren sichtbar waren und die CaCp-Korrelationen eine hohe spektrale
Uberlappung aufwiesen. Zudem ist aufgrund der Ahnlichkeit der chemischen
Verschiebungen der Asparaginsdure und des Asparagins ohne eine sequentielle
Verkniipfung keine Unterscheidung zwischen diesen Typen moglich. Somit konnten nur
7/24 Spinsystemen den Aminosiuren D bzw. N zugeordnet werden. Ahnlich verhilt es sich
mit der Zuordnung der Signale der Glutaminséure- und der Glutaminreste. Hier waren nur
die Co-Verschiebungen fiir einige Aminosduren in CC-Korrelationsspektren sichtbar, und
die Korrelationen zwischen den Coa-, CB- und Cy-Kernen wiesen starke spektrale
Uberlappungen auf. Des Weiteren konnte in den CC-Korrelationsspektren
1 / 2 Methioninreste aufgrund der charakteristischen Ce-Verschiebung zugeordnet werden.
Die Cysteine lagen in den untersuchten Proben durch die Ausbildung von
2 Disulfidbriicken in oxidierter Form vor. Hier war es moglich 1/4 Cysteinen in den
CC-Korrelationsspektren zu identifizieren.

Auf die Zuordnung der Lysinreste wird im néchsten Kapitel ndher eingegangen.
4.2.4.3 Aminosiuretyp-spezifische Zuordnung der Lysinsignale

Da wie in Kapitel 4.2.3.1 erldutert, fiir die Lysine des NP7s eine bedeutende Rolle in der
Membranbindung vermutet wird, war die Zuordnung der chemischen Verschiebungen der
27 Lysinreste von besonderer Bedeutung. Die Zuordnung einer groflen Anzahl an

79



4 Ergebnisse und Diskussion

Resonanzen eines Aminosduretyps stellt eine Herausforderung dar, da sich insbesondere
die Resonanzen der Seitenketten hdufig nur geringfiigig unterscheiden. Dadurch kommt es
zu starken spektralen Uberlappungen der Resonanzen der verschiedenen Lysinreste. Die
Unterschiede in den Resonanzen der Ca- und CB-Kerne eines Aminosduretyps sind
hingegen meist etwas groBler, da diese stirker durch die Sekundirstrukturelemente, in
denen sie sich befinden, beeinflusst werden. Allerdings sind die spektralen Uberlappungen
zwischen den Resonanzfrequenzen der unterschiedlichen Aminosduren im Bereich der
CaCB-Resonanzen besonders grof3, da diese hédufig nicht so sehr vom Aminoséuretyp
abhédngig sind. Wie in Abb. 46 zu sehen ist, iiberlappen die K CaCpB-Resonanzen in den
DQ / SQ-Spektren mit denen der Aminosduren R, H, W, E und Q.

Aminosauretyp-spezifischen Resonanzzuordnung von sechs Lysinen moglich

Aufgrund der zuvor beschriebenen Herausforderung war es nur méglich 6 / 27 Lysinresten
Aminoséduretyp-spezifisch zuzuordnen. In Abb. 47 und Abb. 48 sind die zugeordneten
BC-Resonanzen exemplarisch im 2D DQ / SQ-Spektrum und im 2D PDSD-Spektrum der
urc, "N\(V,L,E,Y)] NP7+Liposomen Probe dargestellt.

8¢ + 0¢c / ppm

Abb. 47: Aminosiuretyp-spezifische Zuordnung der Lysin-Resonanzen im 2D DQ / SQ-Spektrum der
U[“c, 15N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe. Farbige Pfeile markieren die Lysinsignale im Spektrum.
Das SPC5-Spektrum wurde an einem 800 MHz Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 8 kHz und
einer nominalen Probentemperatur von -25 °C gemessen und mit einer Kombination aus einer inversen
Exponentialfunktion und einer GauBfunktion (Linienverschmaélerung: 100 Hz, Linienverbreiterung: 200 Hz,
GauBmaximum: 0,1) prozessiert.
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Abb. 48: Aminosduretyp-spezifische Zuordnung der Lysin-Resonanzen im 2D PDSD-Spektrum der
U[C, N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe.

Farbige Pfeile markieren die Lysinsignale im Spektrum. Das PDSD-Spektrum wurde mit einer Mischzeit von
15 ms an einem 800 MHz Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 11 kHz und einer nominalen
Probentemperatur von -25 °C gemessen und mit einer Kombination aus einer inversen Exponentialfunktion
und einer GauBifunktion (Linienverschmélerung: 75 Hz, Linienverbreiterung: 150 Hz, Gaumaximum: 0,1)
prozessiert.

Auftrennung der Lysinseitenketten in NCaCX-Spektren nicht moglich

Um weitere Lysine zu identifizieren, wurde der Versuch unternomen, die Lysinsignale
stirker von den Signalen der anderen Aminosduren zu separieren. Dazu wurde die
Tatsache genutzt, dass im NCaCX-Spektrum auch die N{-Kerne der Lysine angeregt
werden, die bei einer Stickstoffverschiebung von ca. 33 ppm detektiert werden kénnen. Da
die Stickstoffverschiebungen des Proteinriickgrats im Bereich von 105 - 140 ppm liegen,
konnen die Lysine so isoliert betrachtet werden. Somit wurden NCaCX-Spektren der
Urc, PN\(V,LLEYY)]NP7 und der U[“C, ""N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Proben
aufgenommen, in denen die spektrale Weite in der N-Dimension so gewéhlt wurde, dass
die Signale bei der N{-Verschiebung der Lysine so in das Spektrum hineingefaltet werden,
dass sie nicht mit den N-Verschiebungen des Proteinriickgrats iiberlappen. Abb. 49 zeigt
die Ausschnitte der NCaCX-Spektren bei der Stickstoffverschiebung des N(-Kerns der
Lysinreste.
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Abb. 49: “C-Lysin-Resonanzen bei der K N. Stickstoff chemischen Verschiebung in 2D NC,CX-
Spektren der U[C, N\(V,L,F,Y)] NP7 (blau) und U["C, *N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Proben
(lila).

Die Spektren wurden an einem 800 MHz Spektrometer mit einer PDSD-Mischzeit von 50 ms und
3936 Scans (blau) bzw. 3936 Scans (lila) bei einer Rotationsfrequenz von 11 kHz und einer nominalen
Probentemperatur von -30 °C aufgenommen und mit einer mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem
Offset von 0,5 prozessiert.

In den NCaCX-Spektren ist zu sehen, dass die chemische Verschiebungen der Lysin NC-,
Cy-, Co- und Ce-Kerne sich nur geringfiigig unterscheiden und durch die gro3e Anzahl von
27 Lysinreste im Protein stark iiberlappen. Die chemischen Verschiebungen der K Ca- und
CB-Kerne sind kaum sichtbar. Dies liegt daran, dass fiir die Detektion dieser Korrelationen
ein Magnetisierungstransfer iiber drei bzw. vier Bindungen erfolgen muss und die PDSD-
Mischzeit von 50 ms hierfiir zu kurz war.

Auftrennung der Lysinresonanzen in N(CeCX-Spektren ebenfalls nicht moglich

Um die Sichtbarkeit der Ca- und Cp-Resonanzen in NCC-Korrelationsspektren zu
erhdhen, wurde ein N{CeCX-Spektrum, mit direkter Anregung der Lysin NC-Resonanz,
aufgenommen. Durch die ,,On-Resonance* Anregung der N{-Kerne der Lysine wurde eine
stirkere Anregung dieser erwartet und daraus folgend eine stirkere Ubertragung der
Magnetisierung entlang der Aminosdurekette. AuBlerdem wurde die Linge der Mischzeit
auf 90 ms verldngert. So sollte die Sichtbarkeit der Lysin Ca- und CB-Kerne in dem
Spektrum erhoht werden. Die Mischzeit wurde nicht noch ldnger gewéhlt, da es bei langen
Mischzeiten durch die Relaxation einiger Spins auch einige Signale nicht mehr detektiert
werden konnen. Abb. 50 zeigt die Ausschnitte der N{CeCX-Spektren bei der
Stickstoffverschiebung des N der Lysine.
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Abb. 50: “C-Lysin-Resonanzen bei der K N; Stickstoff chemischen Verschiebung in 2D N.C.CX-
Spektren der U[C, "N\(V,L,F,Y)] NP7 (blau) und U["C, ®N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Proben
(griin).

Die Spektren wurden an einem 600 MHz Spektrometer mit einer DARR-Mischzeit von 90 ms und
2480 Scans (blau) bzw. 2864 Scans (griin) bei einer Rotationsfrequenz von 11 kHz und einer nominalen
Probentemperatur von -25 °C aufgenommen und mit einer mit einer exponentiellen Linienverbreiterung von
150 Hz prozessiert.

Der Vergleich der NCaCX-Spektren mit den N{CeCX-Spektren zeigt, dass die Auflosung
in den N{CeCX-Spektren wesentlich geringer ist als in den NCaCX-Spektren. Dies liegt
zum einen an der geringeren Feldstirke des Spektrometers (600 MHz statt 800 MHz), an
dem die N{CeCX-Spektren aufgenommen wurden, und zum anderen an einem geringeren
Signal-zu-Rausch Verhéltnis, wodurch eine die Auflésung verringernde exponentielle
Prozessierung gewihlt werden musste. Somit ermoglichten diese Spektren ebenfalls keine
weiter Resonanzzuordnung der Lysine.

4.2.4.4 Sequentielle Resonanzzuordnung

Fiir die sequentielle Resonanzzuordnung der Aminosauren in den NP7 Proben wurden zum
einen PDSD-Spektren mit Mischzeiten ab 100 ms verwendet, da diese auch interresiduale
CC-Korrelationen zeigen. Zum anderen wurden 2D und 3D NCOCX-Spektren verwendet.

Interresiduale Korrelationen in PDSD-Spektren

Abb. 51 zeigt die Uberlagerung der PDSD-Spektren der
urc, "N\(V,L,E,Y)] NP7+Liposomen Probe bei Mischzeiten von 15 ms und 100 ms und
die im Spektrum mit langer Mischzeit gefundenen interresidualen Korrelationen.
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Abb. 51: Interresiduale Kreuzkorrelationen der U["C,'’N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe im
2D PDSD-Spektrum.

Uberlagerung der PDSD-Spektren mit 15 ms (schwarz) und 100 ms (hellgriin) Mischzeit. Farbige Pfeile
markieren die zugeordneten interresidualen Kreuzkorrelationen im Spektrum mit der langen Mischzeit. Die
identifizierten interresidualen Kreuzkorrelationen wurden mit den Aminosauretyp-spezifischen Zuordnungen
beschriftet. Die gestrichelt eingekreiste Region markiert den Bereich vieler interresidualen Co)Coliii)-
Korrelationen. Die PDSD-Spektrum wurden an einem 800 MHz Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz
von 11 kHz und einer nominalen Probentemperatur von -25 °C gemessen und mit einer Kombination aus
einer inversen Exponentialfunktion und einer Gaullfunktion (Linienverschmélerung: 75 Hz,
Linienverbreiterung: 150 Hz, Gaumaximum: 0,1) prozessiert.

Die Signale in dem PDSD-Spektrum bei langer Mischzeit, die nicht durch Signale aus dem
Spektrum mit kurzer Mischzeit {berlagert werden, stellen entweder interresiduale
Korrelationen oder Korrelationen iiber mehrere Bindungen dar. In dem durch einen
gestrichelte Linie umrandeten Bereich sind viele interresiduale Ca;)Coyi+1)-Korrelationen
zu finden, allerdings ist die Resonanzzuordnung dieser Korrelationen aufgrund der
Ahnlichkeit der Ca-chemischen Verschiebungen vieler Aminosiuren in der NP7-Sequenz
und der damit einhergehenden starken spektralen Uberlappung im Bereich der
Ca-Verschiebungen kaum mdglich. Aufgrunddessen konnten in den PDSD-Spektren
hauptséchlich interresiduale Korrelationen mit auffilligen chemischen Verschiebungen
zugeordnet werden. Dies sind insbesondere die Korrelationen der Aminosduren Serin,
Threonin, Glycin und Prolin (vgl. Abb. 51).

PDSD-RR-Spektren zeigen zuséitzliche interresiduale Korrelationen

Zur gezielten Detektion der schwach dipolar gekoppelten interresidualen Korrelationen in
Gegenwart von stark dipolar gekoppelten intraresidualen Korrelationen wurden zusitzlich
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PDSD-Spektren bei einer Rotationsfrequenz aufgenommen, die nah an der ,,Rotational
Resonance® Kondition von COg.)Coiy gewdhlt wurde, da hierdurch der
Magnetisiserungsaustausch zwischen diesen beiden Kernen verstarkt wurde. Abb. 52 zeigt
die Uberlagerung von PDSD-RR-Spektren der U["C, ’N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen
Probe bei Mischzeiten von 15 ms und 100 ms und die im Spektrum mit langer Mischzeit
gefundenen interresidualen Korrelationen.
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Abb. 52: Interresiduale Kreuzkorrelationen im 2D PDSD-RR-Spektrum der
U["C, N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe.

Uberlagerung der PDSD-RR-Spektren mit 15 ms (schwarz) und 100 ms (hellgriin) Mischzeit. Farbige Pfeile
markieren die interresidualen Kreuzkorrelationen im Spektrum mit der langen Mischzeit. Gepunktete Pfeile
markieren Korrelation die erst bei geringerem Konturlevel sichtbar werden. Die identifizierten
interresidualen Kreuzkorrelationen wurden mit den Aminosduretyp-spezifischen Zuordnungen beschriftet.
Die gestrichelt eingekreiste Region markiert den Bereich vieler interresidualen Coy;)Cayi:1)-Korrelationen. Die
PDSD-Spektrum wurden an einem 800 MHz Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 12,5 kHz und
einer nominalen Probentemperatur von -25 °C gemessen und mit einer Kombination aus einer inversen
Exponentialfunktion und einer GauBfunktion (Linienverschmilerung: 75 Hz, Linienverbreiterung: 150 Hz,
GauBmaximum: 0,1) prozessiert.

Das PDSD-RR-Spektrum mit langer Mischzeit in Abb. 52 zeigt im Vergleich zu einem
PDSD-Spektrum in Abb. 51, das bei einer von der ,,Rotational Resonance*“-Kondition
entfernten Rotationsfrequenz aufgenommen wurde, wesentlich mehr interresidualen
Ca;)Coyi+1)-Korrelationen  (gestichelt umrandeter Bereich in Abb. 52). Allerdings
verschwindet die im PDSD-Spektrum stark ausgeprigte interresiduale Korrelation
zwischen den Aminoséuren Prolin und Glycin im PDSD-RR-Spektrum.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Interresiduale Sequenzpaare sind nicht einzigartig in der NP7-Sequenz

Fiir die sequentielle Zuordnung der in den PDSD-Spektren gefundenen Aminosidurepaare
wurden diese in der NP7-Sequenz markiert (vgl. Abb. 53). Fiir jedes dieser
Aminosdurepaare gibt es mehrere mdgliche Positionen in der NP7 Sequenz.

1

1 1" 21 31 4
M (PGECS /NI PKKN DKAK [SGTW ETH' | DMDPQATEK ' C'S'APR
(!

—J
61 71 81 91
KEA 'H "N /DSK'S EE:EE ESN GAK TAK'INT ''DKKGKEIKP
101 111 121 131 141
ADEK'S'T'T VIEAAKQSA! IHIC QEDGK DIGD! 'S/'N RNKNA PNKK
151 161 17 181
IKKAINK''S TK TKD ' DCK'DDK SSWQK

Abb. 53: Mogliche sequentielle Resonanzzuordnungen der interresidualen Kreuzkorrelationen aus den
PDSD-Spektren der u[®c, 15N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe mit langer Mischzeit.

Farbliche Markierung der moglichen Positionen der in den PDSD-Spektren gefundenen Aminosiurepaare in
der NP7 Sequenz. Revers isotopenmarkierte Aminosduren sind grau dargestellt. Unterhalb der
Aminosduresequenz ist die Sekundérstruktur des Proteins in der Kristallstruktur (PDB: 4XME) dargestellt.
Griine Rechtecke stellen a-Helices dar, blaue Pfeile B-Faltblattstrukturen und schwarze Striche ungefaltete
Regionen.

Um eine sequentielle Zuordnung zu ermdglichen, miissen diese Aminosdurepaare mit
weiteren vorhergehenden oder nachfolgenden Aminosduren verkniipft werden. Hierzu
wurde eine Kombination aus 2D und 3D NCaCX-, NCaCpB- und NCOCX-Spektren
verwendet.

S (4) G (2)-Sequenzpaar kann in NCC-Spektren wiedergefunden werden

In Abb. 54 ist beispielhaft die sequentielle Verkniipfung der in den PDSD-Spektren mit
roten Pfeilen markierten S (4) G (2)-Korrelation (vgl. Abb. 51 und Abb. 52) in den
3D NCaCX- und NCOCX-Spektren der U["C, ""N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe
gezeigt und der Versuch der weiteren Verkniipfung mit vorhergehenden oder
nachfolgenden Aminosduren. Die Benennung der Aminosauretyp-spezifisch zugeordneten
Resonanzen S (4) und G (2) erfolgte mit dem Ein-Buchstaben-Code der jeweiligen
Aminosdure und einer in Klammern gefassten zufdlligen Zahl. Die chemischen
Verschiebungen der jeweiligen Aminosédurereste finden sich in Tab. 27 wieder.
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Abb. 54: ,,Sequential walk“der S (4) G (2)-Korrelation iiber 15N-Verschiebungen.

Die blauen Signale gehoren zu einem 3D NCaCX-Spektrum (DARR-Mischzeit von 70 ms) und die griinen
Signale zu einem 3D NCOCX-Spektrum (DARR-Mischzeit von 80 ms) der
urc, 15N\(V,L,F ,Y)] NP7+Liposomen Probe. Die Spektren wurden an einem 600 MHz Spektrometer bei
einer Rotationsfrequenz von 11 kHz und einer nominalen Probentemperatur von -20 °C aufgenommen. Fiir
die Prozessierung wurde der FID durch ,Forward-Backward Linear Prediction um die Halfte der
Originaldatenpunkte verldngert und dann mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset von 0,5
prozessiert. Dargestellt ist die 2D "°C/'"*C-Ebene der 3D Spektren bei der rechts neben den Spektren
angegebenen '"N-Verschiebung + 0,5 ppm. Die identifizierten Signale wurden mit den Aminosiuretyp-
spezifischen Zuordnungen beschriftet.

Abb. 54 zeigt die Verkniipfung der Aminosduren S (4) und G (2) in den CC-Ebenen der
NCC-Spektren bei den N-Verschiebungen der jeweiligen Aminoséure.

Verkniipfung von S (4) mit vorhergehender Aminoséaure nicht moglich

Aus der Sequenz ist bekannt, dass die vorhergehende Aminosdure von S (4) entweder
Phenylalanin oder Glutaminsdure sein miisste (vgl. Abb. 53). Da die Aminosdure
Phenylalanin revers isotopenmarkiert ist, wire hier keine weitere sequentielle Verkniipfung
moglich. Fiir die Aminosdure Glutaminsidure wurde keine eindeutige Zuordnung gefunden.
Dies liegt zum einen daran, dass bei der N-Verschiebung von Serin (113,5 ppm) im
NCOCX-Spektrum mehrere Signale auftreten, die moglicherweise chemischen
Verschiebungen der Glutaminsdure entsprechen konnten (vgl. Abb. 54). Allerdings war
aufgrund der spektralen Uberlappungen in den PDSD- und DQ / SQ-Spektren nur eine
Aminosduretyp-spezifische Zuordnung von vier Spin-Systemen zu den Aminosduren E
bzw. Q mdglich (Aufgrund der &hnlichen chemischen Verschiebungen fiir die
Aminosduren E und Q ist ohne sequentielle Zuordnung anhand der Spektren keine
Differenzierung zwischen den beiden Aminosduretypen moglich). Des Weiteren sind in
den 3D Spektren aufgrund der Anzahl der Transfers nicht immer alle Korrelationen der
Aminosdurekette sichtbar. Somit konnte die vorhergehende Aminosdure von S (4) nicht
identifiziert werden.

Verkniipfung von G (2) mit nachfolgender Aminosiure nicht eindeutig

Fir die sequentielle Verkniipfung in die andere Richtung der Peptidkette wurde die
Zuordnung der nachfolgenden Aminosdure von G (2) angestrebt. Aus der Sequenz von
NP7 war bekannt, dass dies entweder die Aminosdure Threonin oder Glycin sein miisste
(vgl. Abb. 53). Zunidchst wurden dazu die moglichen N-Verschiebungen von G (2) im
NCOCX-Spektrum bestimmt. Diese sind in Abb. 55 gezeigt.
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Abb. 55: Mehrere mégliche 'N-Verschiebungen fiir G (2) verhindern die weitere sequentielle
Resonanzzuordnung.

Die Pfeile am rechten Rand des Spektrums markieren die moglichen '"N-Verschiebungen fiir G (2) im
2D NCOCX-Spektrum der U["*C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe. Das Spektrum wurde mit einer
PDSD-Mischzeit von 70 ms an einem 800 MHz Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 11 kHz und
einer nominalen Probentemperatur von -30 °C aufgenommen und mit einer quadratischen Sinusfunktion mit
einem Offset von 0,4 prozessiert.

Im NCOCX-Spektrum sind fiinf mogliche N-Verschiebungen fiir G (2) zu finden. Um die
nachfolgende Aminosdure von G (2) zu identifizieren wurde die identifizierten
N-Verschiebungen im NCaCX-Spektrum markiert (vgl. Abb. 56) und die Aminoséuretyp-
spezifisch zugeordneten Glycine und Threonine auf passende N-Verschiebungen iiberpriift.

—G(2
«—G@).G(6).T®

«— T(@)
— T(@®)

Sy / ppm

Abb. 56: Mogliche nachfolgende Aminosiuren von G (2).

Markierung der im NCOCX-Spektrum gefundenen ’N-Verschiebungen von G (2) im 2D NCaCX-Spektrum
der U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe (horizontale Linien). Rechts neben dem Spektrum sind die
jeweiligen Aminosduretyp-spezifisch zugeordneten Glycine und Threonine mit den dazu passenden
"N-Verschiebungen angegeben. Das Spektrum wurden mit einer PDSD-Mischzeit von 50 ms an einem
800 MHz Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 11 kHz und einer nominalen Probentemperatur
von -30 °C aufgenommen und mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset von 0,4 prozessiert.

Es wurden drei Glycine und drei Threonine als mogliche nachfolgende Aminosduren von
G (2) ausgemacht (vgl. Abb. 56).

Vorliufige sequentielle Resonanzzuordnung einiger Aminosiuren von NP7

Am Beispiel der S (4) G (2)-Korrelation werden die Schwierigkeiten der sequentiellen
Zuordnung der Aminosduren in den NP7 Proben deutlich. Aufgrund der Linge des
Proteins von 186 Aminoséuren ist die sequentielle Resonanzzuordnung sehr schwierig, da
viele Aminosdurepaare in dem Protein nicht einzigartig sind. Somit kdnnen anhand von
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PDSD-Spektren mit langen Mischzeiten keine eindeutigen sequentiellen Zuordnungen
unternommen werden. In den 2D NCC-Spektren ist aufgrund der hohen spektralen
Uberlappung hiufig nur eine Identifizierung von Aminosiuren mit besonders hohen oder
niedrigen N- bzw. C-Verschiebungen mdoglich (vgl. Abb. 55 und Abb. 56). Ein anderer
Aspekt ist, dass die sequentielle Zuordnung immer wieder durch die revers
isotopenmarkierte Aminosduren in der Aminosduresequenz unterbrochen wird (vgl. Abb.
53). In den NCOCX-Spektren sind Resonanzen unter Umstédnden nicht sichtbar, wenn die
nachfolgende Aminosdure revers isotopenmarkiert ist.

Durch das geringe Signal-zu-Rausch Verhéltnis und die Linienbreite in den 3D NCC-
Spektren war die Zuordnung in den Spektren nicht immer eindeutig mdglich. Aus diesem
Grund konnte meistens nur eine vorldufige sequentielle Zuordnung der chemischen
Verschiebungen zu den Aminosduren stattfinden. In Tab. 24 sind die vorldufigen
sequentiellen Zuordnungen der Aminosduren von NP7 aufgelistet. Zudem wird angegeben
in den Spektren welcher NP7 Proben die Verkniipfung gefunden wurde. Die Benennung
der Aminosduretyp-spezifisch  zugeordneten Resonanzen erfolgte mit dem
Ein-Buchstaben-Code der jeweiligen Aminosdure und einer in Klammern gefassten
zufdlligen Zahl. Die chemischen Verschiebungen der jeweiligen Aminosdurereste finden
sich in Tab. 27 wieder.

Tab. 24: Vorliufige sequentielle Zuordnungen der Aminosiuren von NP7 in den Spektren der
verschiedenen NP7 Proben.

Qg:aigi:‘)i:iﬁ;e%pc;rdnung Sequenzielle Zuordnung | VLFY KV Lipo
" Zos 2ANAK
GP oder PG I(j((11 ’o?j’e?;,;) oder 9) g gg:; ;g ,
NT $ ((g,)4, oder 7) ;; ggg; gg Y v
S0 2o «
TG oder GT (T3((3; ,og,e£,47), 8 oder 9) gg: gg 75 oder 78 Y v
™ A® e 2

4.2.4.5 Zusammenfassung der Resonanzzuordnung

Insgesamt konnte in den Spektren der U[C, "N\(V,L.F,Y)] NP7+Liposomen Probe
76 der 139 '°C, ’N-markierten Aminosduren Aminosduretyp-spezifisch zugeordnet
werden. Dies entspricht 55 % der isotopenmarkierten Aminosauren.

In den Spektren der U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe konnten 72 der 139 "“C, "N-
markierten Aminosiduren Aminoséduretyp-spezifisch zugeordnet werden. Dies entspricht
52 % der isotopenmarkierten Aminoséduren.

In den Spektren der U["°C, ’N\(K,V)] NP7 Probe konnten 58 der 146 "*C, "N-markierten
Aminosduren Aminosduretyp-spezifisch zugeordnet werden. Dies entspricht 40 %.
Allerdings wurden in den Spektren dieser Probe keine Zuordnungsversuche fiir die in den
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anderen Proben revers markierten Aminosduren Leucin, Phenylalanin und Tyrosin
unternommen, da ein Vergleich mit den anderen Proben angestrebt wurde.

Tab. 25 zeigt einen Gesamtiiberblick iiber die Anzahl der erfolgten Resonanzzuordnungen
anhand der vorhandenen NP7 Spektren in allen drei untersuchten Proben.
Tab. 25: Ubersicht der Aminosiuretyp-spezifischen und vorliufigen sequentiellen Zuordnungen der

chemischen Verschiebungen des Proteins NP7 in dieser Arbeit.
Zuordnungen aus Spektren aller drei untersuchten NP7-Proben.

Aminosaure Anzahl Aminosauretyp- Vorlaufige sequentielle
spezifische Zuordnung | Zuordnung
A 12 12 1
R 2 2 0
N/D 11/13 7 1
C 4 1 0
Q/E 4/10 4 0
G 10 10 4
H 3 2 0
I 7 7 0
K 27 6 0
M 2 1 0
P 7 4 1
S 13 11 2
T 12 10 3
w 2 2 0

4.2.5 Vergleich der NMR-Daten mit der publizierten NP7
Kristallstruktur

Die Festkorper-NMR-Spektren der U["°C, "N\(V,L,E,Y)] NP7-Probe wurden mit einer
publizierten Kristallstruktur von NP7 verglichen, um die strukturellen Ubereinstimmung zu
iiberpriifen. Die Kristallstruktur von NP7 wurde mit gebundenem Nitroxid Liganden bei
pH 7,8 aufgenommen (PDB: 4XME).*

GroBe strukturelle Ubereinstimmung der NP7 Kristallstruktur mit der Struktur in
den NMR-Proben, aber einzelne strukturelle Unterschiede sichtbar

Zum Vergleich der Kristallstruktur mit den NMR Daten von NP7 wurden die chemischen
Verschiebungen mit Hilfe des Programms shiftX2 anhand der PDB-Daten der
Kristallstruktur vorhergesagt. Diese wurden in Abb. 57 mit einem 2D PDSD-Spektrum der
Urc, "N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe iiberlagert.
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[wdd] o,

Abb. 57: Vergleich eines 2D PDSD-Spektrums der U["*C, *N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe mit den shiftX2
chemischen Verschiebungsvorhersagen einer NP7 Kristallstruktur.

Das Spektrum (blau) mit einer PDSD Mischzeit von 30 ms wurde an einem 600 MHz Spektrometer bei einer
Rotationsfrequenz von 11 kHz und einer nominalen Probentemperatur von -20 °C aufgenommen und mit
einer Kombination aus einer inversen Exponentialfunktion und einer GauBfunktion (Linienverschmilerung:
100 Hz, Linienverbreiterung: 200 Hz, GauBmaximum: 0.1) prozessiert. —Die chemischen
Verschiebungsvorhersagen (farbige Kreuze) wurden anhand der PDB-Koordinaten einer NP7 Kristallstruktur
(PDB: 4XME) mit dem Programm ShiftX2 bestimmt. Die Farbe der Kreuze gibt die den Bindungsabstand
der Kerne voneinander an (rot = 1 Bindung, blau = 2 Bindungen, griin = 3 Bindungen, rosa = 4 Bindungen).
ShiftX2 Vorhersagen die nicht mit dem Spektrum {iiberlappen wurden mit gelben Kreisen markiert und
Signale die nicht mit ShiftX2 Vorhersagen iiberlappen mit schwarzen Kreisen.

Viele chemische Verschiebungsvorhersagen der NP7 Kristallstruktur (PDB: 4XME)
iiberlagern mit den Signalen des PDSD-Spektrums. Einige Signale der Aminosduren A,
D/N, E, P, S, T und I im Spektrum unterscheiden sich jedoch von den chemischen
Verschiebungsvorhersagen fiir die NP7 Kristallstruktur. Da die sequentielle Zuordnung der
Aminosiuren jedoch durch die Uberlagerung der Signale in den Spektren nur partiell
moglich war, konnen die Positionen dieser Aminosduren im Protein nicht angegeben
werden. Die chemischen Verschiebungsvorhersagen fiir die Aminosduren I, As7, Asg,
As7, Ajg, 123, 1151 und Sis¢ iiberlagern nicht mit Signalen des Spektrums. Die Positionen
der Signale in der NP7 Kristallstruktur sind in Abb. 58 dargestellt.
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Abb. 58: Abweichungen der chemischen Verschiebungsvorhersagen der NP7 Kristallstruktur von dem
PDSD-Spektrum der U[*C, *N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe.

Schematische Darstellung der Sekundérstruktur der NP7 Kristallstruktur (PDB: 4XME) (grau). Die
Positionen der abweichenden Aminoséuren I, As7, Ass, As7, Alro, 1123, 1151 und S;59 wurden rot markiert.

Die Positionen der Aminosduren, deren chemische Verschiebungsvorhersagen nicht mit
den Signalen im Spektrum iibereinstimmen, sind iiber das Protein verteilt.

Sekundéirstrukturvorhersage einzelner Aminosiuren von NP7 weicht von
Kristallstruktur ab

Eine andere Moglichkeit des Vergleichs der Kristallstruktur mit den NMR Daten von NP7
bietet der Vergleich der Sekundirstrukturvorhersage der in den NMR-Spektren
zugeordneten Aminosduren mit der Sekundérstruktur der Kristallstruktur. In Abb. 59 sind
die Sekundirstrukturvorhersagen der in den NMR-Spektren zugeordneten Aminosduren
der verschiedenen NP7 Proben dargestellt. Die sekundire chemische Verschiebung gibt die
Abweichung der experimentell ermittelten Co- und CB-Werte von den ,,random coil*
chemischen Verschiebungen an.
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Abb. 59: Sekundiire chemische Verschiebung der Aminosiuretyp-spezifisch zugeordneten chemischen
Verschiebungen der U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7 (VLFY), U["C,"N\(K,V)]NP7 (KV) und
U[C, N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen (Lipo) Proben.

Als ,random coil“ Werte wurden die durchschnittlichen chemischen Verschiebungen aus der BMRB
verwendet. Fiir die als E / Q zugeordneten Aminosiuren wurde die E Referenzwerte und fiir die als D/ N
zugeordneten Aminosiduren die D Referenzwerte, da die Differenzierung keine Anderung der
Sekundérstrukturvorhersage zur Folge hatte.

Die Werte der sekundéiren chemischen Verschiebungen der Aminosduren wurden zur
Vorhersage von a-helikalen und B-faltblattartigen Sekundirstukturelementen verwendet.
Aminosduren mit sekundidren chemischen Verschiebungen grofler als +1,4 als a-helikale
und solche mit sekundédren chemischen Verschiebungen kleiner als -1,4 als B-faltblattartige
Sekundarstrukturelemente  interpretiert. Dazwischenliegende Werte wurden als
ungeordnete Bereiche gewertet. Diese Vorhersagen wurden dann mit der Sekundarstruktur
der NP7 Kristallstruktur verglichen, um die strukturelle Ubereinstimmung zu analysieren.
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Tab. 26: Vergleich der Sekundirstrukturvorhersage anhand der sekundiren chemischen
Verschiebung aus den Festkorper-NMR-Spektren und der Sekundérstruktur der NP7 Kristallstruktur
(PDB: 4XME).

Da anhand der Festkdrper-NMR-Spektren keine vollstdndige Aminoséuretyp-spezifische Zuordnung aller
Aminosduren des NP7s moglich war, ist die Anzahl der vorhergesagten Sekundérstrukturelemente basierend
auf den sekundiren chemischen Verschiebungen im Allgemeinen geringer, als in der Kristallstruktur. Hohere
Vorhersagen eines Aminosduretyps in einem Sekundarstrukturelement, als in der Sekundérstruktur der
Kristallstruktur vorkommend, wurden rot markiert.

Aminosaure | Anzahl a-helikal 3-Faltblatt ungeordnet
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Die Gegeniiberstellung der Sekundarstrukturvorhersage anhand der NMR Daten mit der
Sekundérstruktur der Kristallstruktur zeigt, dass mindestens 1 Isoleucin, 1 Serin,
3 Alanine, 3 Threonine und 1 Arginin aufgrund der NMR-Strukturvorhersage die Tendenz
aufweisen in der NMR-Probe in einer anderen Sekundirstruktur vorzuliegen. Diese
konnten somit in einer Region liegen, in der die NMR-Struktur von der Kristallstruktur
abweicht. Da Sekundérstrukturen jedoch erst ab drei Aminosduren mit derselben
Sekundirstrukturvorhersage in Folge ausgebildet werden, kann aufgrund der fehlenden
sequenziellen Zuordnung keine exakte Aussage getroffen werden.

NP7 ist vermutlich grofitenteils in NMR-Spektren sichtbar

Durch den Vergleich der Sekundirstrukturvorhersagen der Aminoséduretyp-spezifisch
zugeordneten Aminosduren aus den NMR-Spektren mit der Sekundérstruktur der
NP7-Kristallstruktur konnten einige Aminosduren bestimmten Positionen in der
NP7-Sequenz zugeordnet werden. Diese Aminosduren sind in Abb. 60 in der
Proteinsequenz von NP7 gekennzeichnet, in der die Sekundirstrukturelemente der
Kristallstruktur eingetragen sind.
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Identifizierungin den NMR-Spektren:identifiziert, nicht identifiziert
Veranderte Sekundarstrukturin den NMR-Spektren: 3-Faltblatt

Abb. 60: Zuweisung einiger in den NMR-Spektren Aminosiduretyp-spezifisch zugeordneten
Aminosiuren zu bestimmten Positionen in der NP7-Sequenz.

Zuordnung einzelner Aminosduren zu bestimmten Positionen in der NP7-Sequenz durch Riickschliisse aus
dem Vergleich der Sekundérstrukturvorhersagen der Aminosauretyp-spezifisch zugeordneten Aminosduren
aus den NMR-Spektren mit der Sekundirstruktur der NP7-Kristallstruktur. Farbige Darstellung der
identifizierten und nicht identifizierten Aminosduren durch den Sekundarstrukturvergleich, sowie verdnderter
Sekundérstrukturen in der Sequenz von NP7. Darstellung der Sekundérstrukturelemente der
NP7-Kristallstruktur (PDB (4XME) in der NP7-Sequenz (B-Faltblatt: blaue Pfeile, a-Helix: griine Ovale).

Die Zuweisung einiger in den NMR-Spektren Aminosduretyp-spezifisch zugeordneten
Aminosduren zu bestimmten Positionen in der NP7-Sequenz ermdglicht eine Aussage iiber
die vermutliche Sichtbarkeit einzelner Strukturelemente des Proteins in den
NMR-Spektren. Die Verteilung der identifizierten Aminosduren iiber die gesamte
NP7-Sequenz zeigt, dass tendenziell das gesamte Protein sichtbar sein sollte. Es konnte
kein o-helikales Isoleucin in den NMR-Spektren identifiziert werden. Das einzige
a-helikale Isoleucin in der Kristallstruktur ist das I;s; in der Helix-al, der mdglichen
Membraninteraktionsstelle. Dies konnte auf eine erhohter Flexibiltit der Aminosiure
hinweisen oder auf die Ausbildung einer verdnderte Sekundarstruktur in diesem Bereich.
Das a-helikale Asparagin Njs¢, das sich ebenfalls in der Helix-al befindet, konnte dagegen
identifiziert werden. Dies spricht gegen die Ausbildung einer verdnderten Sekundérstruktur
im Bereich der Helix-al. Fiir das Rj4;, das sich in der Kristallstruktur in einer
ungeordneten Sekundérstruktur befindet, wurde aufgrund der chemischen Verschiebung in
den NMR-Spektren eine B-faltblattartige Sekundérstrukturvorhersage vorhergesagt. Dies
wiirde keine groBe strukturelle Anderung der Proteinstruktur bedeuten, da das bestehende
B-Faltblatt lediglich um eine Aminoséure verldngert wére.

Ays4 und Njs¢ der Helix-al konnten in NMR-Spektren identifiziert werden, Iis;
dagegen nicht

Zur Identifizierung der Aminosduren der Helix-al in den NMR-Spektren der
U[13C, 15N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe, die in der Literatur als mutmalliche
Membranbindestelle ausgemacht wurde, wurden die chemischen
Verschiebungsvorhersagen der Kristallstruktur von dieser Helix mit den NMR-Spektren

95



4 Ergebnisse und Diskussion

verglichen. Dies ist exemplarisch in der Uberlagerung mit dem PDSD-Spektrum der
U["c, "N\(V,L,E,Y)] NP7 Probe dargestellt (siche Abb. 61).

10 v

10

Abb. 61: Vergleich eines 2D PDSD-Spektrums der U["*C, *N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe mit den shiftX2
chemischen Verschiebungsvorhersagen der Helix-al einer NP7 Kristallstruktur.

Zuordnung der ShiftX2 Vorhersagen zu den Aminosduren der Helix-al von NP7 durch Umrandung in
verschiedenen Farben. Das Spektrum (blau) mit einer PDSD Mischzeit von 30 ms wurde an einem 600 MHz
Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 11 kHz und einer nominalen Probentemperatur von -20 °C
aufgenommen und mit einer Kombination aus einer inversen Exponentialfunktion und einer Gauffunktion
(Linienverschmaélerung: 100 Hz, Linienverbreiterung: 200 Hz, GauBmaximum: 0.1) prozessiert. Die
chemischen Verschiebungsvorhersagen (farbige Kreuze) wurden anhand der PDB-Koordinaten einer NP7
Kristallstruktur (PDB: 4XME) mit dem Programm ShiftX2 bestimmt. Die Farbe der Kreuze gibt die den
Bindungsabstand der Kerne voneinander an (rot = 1 Bindung, blau =2 Bindungen, griin =3 Bindungen,
rosa = 4 Bindungen).

Wie zuvor bereits diskutiert, konnte das oa-helikale I;5; in den NMR-Spektren nicht
identifiziert werden. Dies ist auch in der Uberlagerung der chemischen
Verschiebungsvorhersagen mit den Signalen der NMR-Spektren zu erkennen. K49, K59,
Kisz, Kis3 und Kjs; konnen aufgrund der geringen spektralen Aufspaltung keine
Aminosiduretyp-spezifischen Zuordnungen in den NMR-Spektren zugewiesen werden. Die
chemischen Verschiebungsvorhersagen von Ajss tiberlagern sich mit den Signalen, die
Aminosduretyp-spezifisch A (4) zugeordnet wurden. Diejenigen von Njs¢ entsprechen den
Signale, die Aminoséuretyp-spezifisch D/N (7) zugeordnet wurden. Diese Zuweisungen
erleichterten, ungeachtet der unvollstindigen sequentiellen Resonanzzuordnung, die
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Identifizierung der strukturellen Einfliisse der Membranbindung von NP7 auf die Helix-al
in Kapitel 4.2.6.2.

4.2.6 Einfluss der Liposomenbindung auf die NP7 Struktur

Um den Einfluss der Bindung von NP7 an Liposomen auf die Struktur des Proteins zu
untersuchen, wurden Festkorper-NMR-Spektren der Probe des freien prézipitierten NP7s
und der an Liposomen gebundenen NP7 Probe miteinander verglichen.

4.2.6.1 Liposomenbindung hat keinen Einfluss auf Gesamtfaltung

Abb. 62 zeigt der Vergleich der 2D PDSD-Spektren mit einer Mischzeit von 15 ms der
Urc, "N\(V,L,F,Y)] NP7 und der U["*C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe.

fwdd] Oy,

Abb. 62: Vergleich der 2D PDSD-Spektren mit einer Mischzeit von 15 ms von der
U["c, ®N\(V,L,F,Y)] NP7 (blau) und der U[*C, *N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe (rot).

Die Spektren wurden an einem 800 MHz Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 12,5 kHz und einer
nominalen Probentemperatur von -25 °C aufgenommen und mit einer Kombination aus einer inversen
Exponentialfunktion und einer Gaufifunktion (Linienverschmaélerung: 150 Hz, Linienverbreiterung: 260 Hz,
GauBmaximum: 0,1) prozessiert.

Der Vergleich der beiden Spektren zeigt, dass die meisten Signale {ibereinstimmen und
somit eine identische chemische Verschiebung aufweisen. Einige Signale, die in einem der
Spektren nicht sichtbar sind, werden bei ldngeren Mischzeiten sichtbar. Dies deutet darauf
hin, dass die Membranbindung von NP7 keinen groflen Einfluss auf die globale Struktur
des Proteins hat.
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4.2.6.2 Anderung chemischer Verschiebungen infolge Liposomenbindung

Um geringfiigige strukturelle Anderungen durch die Membranbindung zu erkennen,
wurden die chemischen Verschiebungen der einzelnen Aminosduren des an Liposomen
gebundenen NP7 in Tab. 27 mit denen des freien, prézipitierten NP7 verglichen. Hierzu
erfolgte die Zuordnung der Signale in den Spektren der U["°C, ""N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe,
der U["C, "N\(K,V)] NP7 Probe und der U["*C, "N\(V,L,E,Y)] NP7+Liposomen Probe.
Tab. 27 zeigt die Aminosduretyp-spezifischen Zuordnungen der chemischen
Verschiebungen der uUr*c, "N\(V,L,E,Y)] NP7+Liposomen Probe und Abweichungen zu
den Proben des freien prizipitierten NP7. Abweichungen wurden als solche markiert, wenn
die durchschnittliche chemische Verschiebung fiir *C-Kerne um 0,5 ppm und fiir
'*N-Kerne um 1,0 ppm zwischen den verschiedenen Proben verschieden war.

Tab. 27: Zuordnung der Aminosiuren in der U["C, " N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen mit
Abweichungen (> 0,5 ppm fiir *C bzw. > 1 ppm fiir ’N) von den beiden NP7 Proben ohne Liposomen.

Abweichungen von den Zuordnungen des urc, 15N\(V,L,F ,Y)] NP7 sind gelb unterlegt, solche von dem
UI”C, "N\(K,V)] NP7 blau und solche mit Abweichungen von beiden Proben griin.

Amino-

sduren | N (i+1) | N co Ca |CB [Cy |Cy, [C5 |C5 |Ce |CT |Ne NH4/NH.
771

(1) 61,4 | 395 | 26,4 | 17,7 | 13,7
1(2) 1151 | 130,1 63,6 | 39,1 | 27,7 | 17,6 | 14,0
1(3) 585 | 41,5 | 26,5 | 17,8 | 13,8
1 (4) 58,3 | 42,5 18,3 | 13,9
1(5) 57,7 | 382 | 27,1 | 16,6 | 11,7
1 (6) 43,0 [ 26,0 | 18,5 | 15,1
1(7)

11138

S(1) [112,7 | 58,8 | 60,5

S(2) 61,0 | 625

S(3) 116,3 | 176,3 | 57,9 | 63,9

S (4) 112,0 | 1737 | 57,5 | 66,1

S (5) 114,3 57,6 | 66,1

S (6) 55,8 | 65,1

S(7) 552 | 66,1

S(8) 58,1 | 68,1

S(9) 117,6 582 | 64,6

S (10) 120,9 57,3 | 656

S (11) 59,0 | 63,7

12112 A

A1) 122,0 47,7 1 22,0

A(2) 120,4 49,6 | 18,7

A(3) 122,7 52,8 | 18,8

A (4) 13,8 |FI200500 1796 | 54,4 | 18,2

A(5) 121,8 52,0 | 21,8

A (6) 116,5 51,3 | 22,1

A(7) 119,8 50,4 | 22,0

A(8) 116,9 | 129,3 [ 1758 | 50,0 | 21,9

A(9) 51,0 | 2338

A (10) 532 | 20,8

A(11) 532 | 22,7

A(12)
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NH,

Amino- INH

sduren | N (i+1) | N co Ca |[CB |Cy Cy: | Cs | C& Ce | Cg Ne | .

10112 T

T(1) 116,4 63,1 | 69,7 21,3

T(2) 1195 | 1088 [ 1752 | 64,0 | 68,3 22,4

T(3) 1290 | 1189 [ 1722 [ 60,6 | 71,6 22,8

T (4) 110,6 60,4 | 72,0 22,9

T (5) 63,3 | 67,8 214

T (6) 116,3 | 1204 61,5 | 69,8 21,3

T () 116,4 60,6 | 71,7 21,5

T (8) 121,8 63,8 | 68,0 22,5

T(9) 62,4 | 70,4 22,2

T (10) 65,5 | 68,4 22,3

47 P

P (1) 61,9 | 322 | 27,0 49,5

P(2) 134,9 |75 61,8 | 32,4 | 27,1 51,0

P (3) 637 | 324 | 27,2 50,9

P (4) 61,9 | 31,4 | 257 49,1

22R

R(1) 55,1 | 31,8 | 24,3 42,0 156,4 | 81,5 | 69,5

R(2) 52,7 | 32,5 | 28,6 42,1 158,0 | 854 | 71,2

213H
137, 164,

H (1) 55,3 | 34,4 | 137,7 18,2 | 1 8
138, 165,

H(2) 554 | 34,7 1194 | 6 5

4114

E/lQ

E/Q (1) 125,1 59,0 | 30,7 | 38,4 183,4

E/Q(2) 114,6 53,7 | 33,0 | 36,8 181,2

E/Q(3) 58,3 | 29,4 | 36,0 183,5

E/Q (4) 57,0 | 30,7 [ 36,7 183,2

10/10 G

G (1) 103,0 45,4

G(2) 107,9 45,6

G(3) 108,4 45,2

G (4) 17,8 | 1104 43,7

G (5) 110,2 46,3

G (6)

G (7) 113,5 45,7

G (8) 113,3 45,1

G(9 116,8 45,9

G (10) 174,6 | 47,1

6127 K

K (1) 55,1 | 37,0 | 24,4 30,6 42,2

K (2) 118,4 57,1 | 32,3 [ 25,0 29,2 41,9

K (3) 118,4 54,8 24,8 29,2 42,1

K (4) 55,2 | 357 | 25,6 29,5 42,1

K (5) 120,5 59,3 | 32,2 | 25,0 29,3 42,1

K (6) 60,4 | 32,4 | 25,6 29,7 41,1

7124

DIN

D/N (1) 49,4 | 39,8 | 1767

DIN (2) 119,3 52,8 | 44,2 | 176,9

D/N (3) 53,1 | 39,1 | 179,9

D/N (4) 118,0 51,1 | 41,3 | 179,1

D /N (5) 127,9 38,9

D/N (6) 117,1 57,6 | 36,0

D/IN (7) 178,6 | 56,0 | 38,3

22W

W (1) 59,8 | 33,7 | 109,2

W (2) 354 | 108,3

14 C

c(1) 124,0 55,1 | 45,5

112 M

M (1) 32,8 18,3
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Wie aus Tab. 27 ersichtlich, treten keine signifikanten Abweichungen in der chemischen
Verschiebung der U["°C, "N\(V,L,E,Y)] NP7+Liposomen zu den beiden Proben des freien
prazipitierten NP7 gleichzeitig auf (griin unterlegte Kistchen).

Abweichungen in den *N chemischen Verschiebungen der NMR-Proben lassen sich
hauptsichlich auf geringe Auflésung in der N-Dimension zuriickfiihren

Die gefundenen Abweichungen zu einer der beiden Proben des freien prézipitierten NP7s
lassen sich haufig in den Stickstoff-Verschiebungen finden, da die Auflosung der
N-Dimension in den gemessenen Spektren hdufig nicht so hoch war. Dies ist in Abb. 63
beispielhaft in der Uberlagerung der 3D NCaCX-Spektren von U["°C, ’N\(V,L,F,Y)] NP7
und U["C, PN\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen fiir diec Aminosdure Threonin mit der
Aminosduretyp-spezifischen Zuordnung T (3) gezeigt.

110—]

Oy / ppm
K;
o
L1l

130

Oc / ppm

Abb. 63: Zuordnung der Aminosiure T (3) im 3D NCaCX-Spektrum der U[C, *N\(V,L,F,Y)] NP7
(griin) und der U["*C, *N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen (lila) Probe.

Dargestellt ist die Ebene der 3D NCaCX-Spektren bei *C von 60,65 + 0,15 ppm. Die Spektren wurden an
einem 800 MHz Spektrometer bei einer nominalen Probentemperatur von -30 °C (griin) oder an einem
600 MHz Spektrometer bei einer nominalen Probentemperatur von -20 °C (lila) und einer Rotationsfrequenz
von 11 kHz aufgenommen und mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset von 0,5 prozessiert.

Da die Abweichungen der Stickstoffverschiebungen zwischen den Proben hochstens bei
2 ppm liegen, lassen sie sich aufgrund der '’N-Linienbreite von 1,4 — 2,9 ppm in den
2D NCC-Spektren und 1,9 - 4,4 ppm in den 3D NCC-Spektren nicht zwangsldufig auf
konformationelle Unterschiede in den verschiedenen Proben zuriickfiihren.

Hauptsignale der Arginin C{-Kerne werden durch Liposomenbindung nicht
beeinflusst

Die Abweichungen der Cg-Werte der beiden Arginine kommen durch die
temperaturabhidngige Verdnderung der Arginin CC-Signale im Temperaturbereich
von -20bis -30°C =zustande, in dem die Spektren fiir die Resonanzzuordnung
aufgenommen wurden (siche Kapitel 4.2.4.1). Der Vergleich der Spektren der
Urc, PN\(V,LLEYY)]NP7 und der U[“C, ""N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Proben
bei -30 °C zeigt keine signifikanten Unterschiede, die aufgrund der Liposomenbindung
zustandekommen. Die Abweichung der Hauptsignale der beiden Arginine liegt in den
Spektren bei ca. 0,2 ppm und ist somit geringer als die Linienbreite der Signale. Dies ist in
Abb. 64 exemplarisch im Vergleich der 2D NCOCX-Spektren der beiden Proben bei einer
nominalen Probentemperatur von -30 °C dargestellt.
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Abb. 64: Arginin C{-Konformationen in den Spektren der U[®c, 15N\(V,L,F,Y)] NP7 (rot) und der
U["C, ®N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe (griin).

Die 2D NCOCX-Spektren wurden an einem 800 MHz Spektrometer bei einer nominalen Probentemperatur
von -30 °C bei einer Rotationsfrequenz von 11 kHz aufgenommen und mit einer quadratischen Sinusfunktion
mit einem Offset von 0,4 prozessiert.

T163 moglicherweise durch Liposmenbindung strukturell beeinflusst

Des Weiteren wurden Unterschiede in der chemischen Verschiebung des Threonins mit der
Aminosauretyp-spezifischen Zuordnung T (5) zu der U["*C, "N\(V,L,E,Y)] NP7 Probe
gefunden. Diese sind in der Uberlagerung der 2D "*C/'"*C-Korrelationsspektren der
Ur"c, "N\(V,L,E,Y)] NP7 und der U["*C, "N\(V,L,E,Y)] NP7+Liposomen Probe in Abb.
65 zu erkennen.
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Abb. 65: Unterschiede in der chemischen Verschiebung der Aminosiure T (5) in den 2D PDSD-
Spektren der U[“C, " N\(V,L,F,Y)] NP7 (rot) und U["C,"SN\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe
(schwarz).

Die Spektren wurden mit einer Mischzeit von 15 ms an einem 800 MHz Spektrometer bei einer
Rotationsfrequenz von 12,5 kHz und einer nominalen Probentemperatur von -25 °C aufgenommen und mit
einer Kombination aus einer inversen Exponentialfunktion und einer GauBfunktion (Linienverschmélerung:
75 Hz, Linienverbreiterung: 150 Hz, GauBmaximum: 0,1) prozessiert.

Bei T (5) handelt es sich um ein a-helikales Threonin. In der Kristallstruktur von NP7 gibt
es nur ein o-helikales Threonin, das T;¢;. Allerdings wurden in den NMR-Spektren vier
a-helikale Threonine identifiziert. Moglicherweise wurden in der NP7-Struktur in den
NMR-Proben mehr o-Helices ausgebildet als in den Proben, die fiir die Kristallisation
verwendet wurden. Die Lage des Tj¢; in der Kristallstuktur ist in Abb. 66 dargestellt.
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potentielle _——
Membranbindungsstelle
Helix-a1

potentiell mit der Membran
interagierende Lysinreste

Abb. 66: Position der Aminosiure T4; in der Kristallstruktur von NP7.
Darstellung von Ty (pink) in der Kristallstruktur von NP7 und Einordnung in den Kontext der
Membranbindung von NP7 durch Kennzeichnung der Helix-al und der in ihr befindlichen Lysine (griin).

Ti63 befindet sich an der Oberflache des Proteins in direkter Nihe zur Helix-al und den
potentiell mit der Membran interagierenden Lysinen (vgl. Kapitel 4.2.3.1). Somit wiirde
eine strukturelle Anderung dieses Threonins infolge der Membranbindung, gut zu dem
Modell der Membraninteraktion der die Helix-al und der dargestellten Lysine passen.

Chemische Verschiebungen der identifizierten Lysine und der identifizierten
Aminosiuren der Helix-a1 nicht durch Liposomenbindung beeinflusst

In den 6 zugeordneten Lysinseitenketten konnten keine Unterschiede zwischen den
Spektren des an Liposomen gebundenen NP7s zu dem freien prézipitierten NP7 festgestellt
werden.

Die Aminosduretyp-spezifisch zugeordneten Aminosduren A (4) und D/N (7), die
basierend auf dem Vergleich der NMR-Spektren mit den chemischen
Verschiebungsvorhersagen der Kristallstruktur in Kapitel 4.2.5 als A;s4 und Njs¢ der Helix-
ol identifiziert wurden, weisen ebenfalls keine Unterschiede in den chemischen
Verschiebungen zwischen den Proben auf.

4.2.6.3 Anderung der Signalintensitit infolge Liposomenbindung

Um weitere Hinweise auf den strukturellen Einfluss der NP7-Liposomenbindung zu
erhalten, wurde zusétzlich noch die Intensitit der NP7 Signale in den Spektren der
verschiedenen Proben miteinander verglichen.

Signale von S (7) und A (11) in Liposomen-gebundenem NP7 stiarker ausgepragt

Die Signale einiger Aminosduren sind in den Spektren der verschiedenen Proben
unterschiedlich stark ausgeprdgt oder gar nicht zu sehen. Die Signale des Serins mit der
Aminosduretyp-spezifischen Zuordnung S (7) und des Alanins mit der Aminosduretyp-
spezifischen  Zuordnung A (11) sind in den CC-Korrelationsspektren der
urc, N\(V,L,E,Y)] NP7+Liposomen Probe wesentlich stirker ausgeprigt als in den
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Proben des freien priazipierten NP7s. Diese nehmen in der an Liposomen gebunden Probe
moglicherweise starrere Konformationen ein. Die chemischen Verschiebungen der beiden
Aminosduren weisen auf eine B-faltblattartige Sekundarstruktur hin. In der Kristallstruktur
gibt es jeweils 6 Serinreste und 6 Alaninreste in B-Faltblattstrukturen, daher lassen sie sich
keiner Postion in NP7 eindeutig zuordnen. Die Signale der Aminosidure D/N (6) sind
dagegen in den CC-Spektren der U["C, "N\(K,V)] NP7 Probe wesentlich stirker
ausgeprigt. Dies ist exemplarisch in der Uberlagerung der PDSD-Spektren der
verschiedenen Proben in Abb. 67 dargestellt.

I|IIII|IIII|IIII|I.III|IIII|IIII
70 60 50 40 30 20
Oc / ppm

Abb. 67: Kennzeichnung der Signale (griin), die in den 2D PDSD-Spektren der drei NP7 Proben
unterschiedlich stark ausgeprigt sind.

Uberlagerung der Spektren von U["C, PN\(V,L,E,Y)] NP7 mit einer Mischzeit von 30 ms bei einer
nominalen Probentemperatur von -20 °C (rot), von U["*C, "'N\(K,V)] NP7 mit einer Mischzeit von 20 ms bei
einer nominalen Probentemperatur von -30 °C (blau) und von U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen mit
einer Mischzeit von 20 ms und einer nominalen Probentemperatur von -25 °C (schwarz). Alle Spektren
wurden an einem 600 MHz Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 11 kHz aufgenommen. Die
Spektren wurden mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset von 0,3 (rot, schwarz) oder mit
einer Kombination aus einer Exponentialfunktion und einer GauBfunktion (Exponentialfaktor: -150 Hz,
GauBfaktor: 0,2) (blau) prozessiert.

4.2.6.4 Abstandsmessungen zwischen Lipid und NP7 mittels REDOR

Zur Identifizierung der Bereiche des NP7s, die mit der Membran wechselwirken wurden
heteronukleare By 31P-REDOR-Experimente an der
urtc, "N\(V,L,E,Y)] NP7+Liposomen Probe durchgeﬁihrt.87 Hierbei wird die rdumliche
Néhe einer Aminosdure des Proteins zu den Lipidkopfgruppen detektiert. Diese wird durch
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die Dephasierung der *C-Signale der Aminosiuren, die iiber dipolare Kopplungen mit den
3p_Isotopen der Lipidkopfgruppen wechselwirken, detektiert.

REDOR-Simulation zeigt Detektion von BC /3P-Abstinden von bis zu 7 A
Entfernung

Zunichst wurde dazu mit Hilfe des Simulationsprogramms SIMPSON® simuliert, iiber
welche Entfernungen von *'P und "C zueinander noch eine Dephasierung des REDOR-
Signals detektiert werden kann. Dazu wurde zur Vereinfachung ein 2-Spin System
angenommen. Das verwendete Skript ist in Kapitel 9.2 gezeigt.

1,0 -
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o 054 —T7A
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Abb. 68: SIMPSON Simulation der "“C/*P-REDOR-Dephasierung bei unterschiedlichen
BC /*'P-Abstinden in einem 2-Spin-System an einem 600 MHz NMR-Spektrometer mit einer
Rotationsfrequenz von 11 kHz.

Aus der Simulation ist ersichtlich, dass aus dem REDOR-Signal bei einer
Dephasierungszeit von ca. 8 ms rdumliche *C/°'P-Abstinde von > 7 A nicht mehr
detektiert werden konnen, da die Dephasierung nur sehr gering ausféllt und daher unter
experimentellen Bedingungen das Signal-zu-Rausch Verhiltnis fiir die Detektion nicht
mehr ausreichend ist. GroBere Abstinde zwischen den '*C-Kernen der Aminosiuren und
den *'P-Kernen der Lipidkopfgruppen werden nicht mehr erfasst. Es findet keine
detektierbare Dephasierung des REDOR-Signals statt.

Lysinrest moglicherweise im Abstand von 7 - 8 A von einer Lipidkopfgruppe

Im Anschluss wurden 1D "“C/°'P REDOR-NMR-Messungen der an Liposomen
gebundenen NP7 Probe mit REDOR-Dephasierungszeiten von 0 - 8 ms durchgefiihrt. Das
REDOR-Signal ergab sich aus dem Quotienten der Signalintensitéten der Spektren mit und
ohne *'P-Pulse. Das so berechnete REDOR-Signal wurde in Abb. 69 gegen die
Dephasierungszeit aufgetragen.
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Abb. 69: Auftragung der “C/*'P REDOR-Dephasierung bei unterschiedlichen chemischen
Verschiebungen fiir die u[“c, 15N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe.

Die zugrundeliegenden 1D *C REDOR-NMR-Spektren wurden an einem 600 MHz NMR-Spektrometer bei
einer Rotationsfrequenz von 11 kHz und einer nominalen Probentemperatur von -20 °C aufgenommen und
mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset von 0,5 prozessiert. Es wurden jeweils Spektren mit
und ohne *'P Pulse bei steigender REDOR-Dephasierungszeit von 0-8ms aufgenommen. Die
Signalintensititen aus den gemessenen Spektren wurden mit dem Programm CCPN bestimmt. Das REDOR-
Signal ergab sich aus dem Quotienten der Signalintensititen der Spektren mit und ohne *'P-Pulse. Das so
berechnete REDOR-Signal wurde gegen die Dephasierungszeit aufgetragen. Die Fehlerbalken wurden aus
der Abschétzung des Rauschens in den Spektren berechnet.

In Abb. 69 ist zu sehen, dass keine signifikante Abschwichung des REDOR-Signals
detektiert werden konnte. Dies kann jedoch auch auf die gewéhlte Methode zurtickgefiihrt
werden, da das NMR Signal durch die langen Echozeiten von bis zu 8 ms zum Teil bereits
relaxiert ist und somit das Signal-zu-Rausch Verhiltnis mit steigender Echozeit abnimmt
(siehe Abb. 70). Dadurch werden die Fehlerbalken mit zunehmender Echozeit grofer und
die Sensitivitdt fiir die Dephasierung des REDOR-Signals nimmt ab. Fiir das REDOR-
Signal bei 41,9 ppm ist allerdings eine tendenzielle Abnahme erkennbar, da das Signal auf
0,95 £ 0,05 abfallt. Wie bereits in Kapitel 4.2.3.5 erldutert, ist dieses Signal
charakteristisch fiir die Lysin Ce- und die Arginin Co-Kerne. Aufgrund der wesentlich
hoheren Anzahl an Lysinen in der NP7 Sequenz (27 Lysine, 2 Arginine) ist davon
auszugehen, dass das Signal hauptsdchlich durch die Lysin Ce-Kerne geprigt wird.
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Abb. 70: Uberlagerung der “C / *'P-REDOR-NMR-Spektren ohne *'P Pulse bei Echozeiten von 0 ms
(rot); 3,6 ms (blau) und 8,0 ms (griin).

Die 1D "C REDOR-Spektren von der U[C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe wurden an einem
600 MHz NMR-Spektrometer bei einer Rotationsfrequenz von 11 kHz und einer nominalen
Probentemperatur von -20 °C aufgenommen und mit einer quadratischen Sinusfunktion mit einem Offset von
0,5 prozessiert.

Das Signal-zu-Rausch Verhiltnis bezogen auf das Signal bei 41.9 ppm liegt in dem
Spektrum ohne Echo (rot) bei 271 :1 und verringert sich in dem Spektrum mit einer
Echozeit von 3,6 ms (blau) auf 101 : 1 und in dem Spektrum mit einer Echozeit von 8,0 ms
(griin) auf 28 : 1. Aufgrund der Relaxation der Spins konnte die REDOR-Messung fiir
3!p / 13C Distanzen von > 6 A nur bedingt angewandt werden.

Eine Abschwichung des REDOR-Signals um 5% fiir das Lysin Ce-Signal wiirde
bedeuten, dass sich einer oder mehrere Lysinreste in einem Abstand von 7 - 8 A zum °'P
einer der Lipidkopfgruppen befindet und somit mdglicherweise mit der Membran
interagiert. Wie in Kapitel 4.2.3.1 diskutiert, konnten 20 der 27 Lysine tendenziell an der
Membraninteraktion beteiligt sein.

4.2.6.5 Zusammenfassung der gefundenen Unterschiede

Zusammenfassend wurden in dieser Doktorarbeit die folgenden Erkenntnisse iiber die
Einfliisse der Membranbindung von NP7 auf die NP7-Struktur gewonnen. Der Vergleich
der NMR-Spektren von freiem und an Liposomen gebundenem NP7 zeigte, dass die
Gesamtfaltung des Proteins durch die Liposomenbindung nicht verdndert wird. In INEPT-
Spektren oberhalb des Gefrierpunkts des Proteins wurde eine Verringerung der Mobilitit
einiger Lysinseitenketten durch die Bindung an Liposomen festgestellt. Die chemische
Verschiebung eines a-helikalen Threonins war in den NMR-Spektren von freiem und an
Liposomen gebundenem NP7 verdndert. Es wurde vermutet, dass es sich bei dem
a helikalen Threonin moglicherweise um die Aminoséure T3 handeln konnte, die sich in
einem Strukturelement befindet, das an die Helix-al von NP7 angrenzt. Zudem wurden je
ein Alanin und ein Serin in -faltblattartiger Struktur identifiziert, die in den Spektren des
an Liposomen gebundenen NP7s stirker ausgeprigt sind, als in denen des freien NP7s. Es
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wurde vermutet, dass die Konformationen, in denen sich diese Aminosduren befinden, in
dem an Liposomen gebundenen NP7 starrer sind, als in dem freien NP7. Sie konnten
allerdings nicht sequentiell zugeordnet werden. Aus °C /*'P-REDOR-Messungen des an
Liposomen gebundenen NP7s ging hervor, dass sich einige Lysinseitenketten
moglicherweise im Abstand von 7 — 8 A zur Membran befinden. Dies kénnte auf eine auf
eine Interaktion einiger Lysine mit der Membran hindeuten.

Die Ergebnisse in dieser Arbeit weisen auf die Beteiligung einiger Lysinseitenketten an der
Membraninteraktion hin. Es befinden sich 20 der 27 Lysine in der NP7-Sequenz an der
elektrostatisch positiv geladenen Oberfliche des Proteins. Die in der Literatur als
potentielle Membran-Interaktionsstelle identifizierte Helix-al mit der Sequenz
Ki49K501151K 152K 153A1541155N 156K 157 enthédlt 5 Lysinreste. Die Ergebnisse dieser Arbeit
wiederlegen dieses Modell nicht. Allerdings wurde keine Anderung in den chemischen
Verschiebungen der Aminosiuren A;ss und Njsg, die sich in der Helix-al befinden, durch
die Liposomenbindung von NP7 detektiert. Dies konnte dadurch erklért werden, dass sich
die Stuktur der Helix-al nicht verdndert und nur die positiv geladenen Seitenketten der
Lysine in dieser Helix mit den negativ geladenen Lipidkopfgruppen der Membran
interagieren. Die Beteiligung der Helix-al an der Membraninteraktion wird durch die
vermutete strukturelle Anderung des T3 in Folge der Liposomenbindung von NP7
bestirkt, da es sich in einem Strukturclement befindet, dass an die Helix-al von NP7
angrenzt. Die hier diskutierten Ergebnisse sind in Abb. 71 grafisch dargestellt.

Helix-a1””"

Abb. 71: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Liposomenbindung von NP7.

Kristallstruktur von NP7 (PDB: 4XME) in der Oberflachendarstellung mit Kennzeichnung der Helix-al (A);
Ausschnitt der Oberfldchendarstellung in anderer Orientierung mit Kennzeichnung der Helix-al (B); gleicher
Ausschnitt wie in B in der Bénderdarstellung mit Beschriftung der bedeutenden Aminosduren (C). Lysine
(blau), Threonin 163 (rot), Alanin 154 und Asparagin 156 (griin).
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4.2.7 Ausblick

Um mehr iiber die strukturellen Verdnderungen von NP7 infolge der Membranbindung
herauszufinden, miissten die spektralen Uberlappungen weiter reduziert werden. Dies
konnte durch sogenannte segmentelle Isotopenmarkierung®’ erfolgen, bei der das Protein in
mehrere Segmente aufgespalten wird, die individuell exprimiert werden und von denen
jeweils nur eines uniform isotopenmarkiert ist. AnschlieBend wiirden die Segmente dann
durch native chemische Ligation, Protein ,,transsplicing oder ,,expressed protein ligation*
wieder zusammengefiigt. Hierdurch wiirde auch die Uberlappungen der vielen Lysine
reduziert, was durch reverse oder Aminosduretyp-selektive Isotopenmarkierung nicht
moglich ist, da hier nur ausgewihlte Aminoséduretypen selektiv isotopenmarkiert oder nicht
markiert werden kénnen. Hierdurch kénnen die spektralen Uberlappungen durch das
gehdufte Vorkommen eines Aminoséduretyps in der Sequenz des Proteins nicht vermindert
werden. Ein Beispiel fiir die Anwendung der segmentellen Isotopenmarkierung fiir die
Festkorper-NMR-Untersuchung eines Proteins ist in Schubeis et al.”® zu finden.

Eine andere Herangehensweise zur Identifizierung der durch die Membraninteraktion
beeinflussten Lysine wére die Herstellung mehrerer Proben mit Aminosduretyp-selektiver
Isotopenmarkierung®® der Lysine und einer der nachfolgenden Aminosduren. Dadurch
konnte in einer Kombination aus NCaCX- und NCOCX-Spektren moglicherweise die
Identifizierung einzigartiger Aminosdure-Sequenzpaare erreicht werden. Dies kdnnte eine
sequentielle Resonanzzuordnung der Lysinreste moglich machen.
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5 Zusammenfassung

Das Virale Protein U (VpU) ist ein akzessorisches Membranprotein von HIV-1. Infolge der
HIV-1 Infektion spielt es eine wichtige Rolle in der Umgehung der Immunantwort des
Wirts und unterstiitzt die Ausbreitung des Virus. Zum genaueren Verstindnis dieser
Mechanismen ist die strukturelle Untersuchung von VpU von grofler Bedeutung. Zur
strukturellen Untersuchung von Membranproteinen in naturnaher Umgebung eignen sich
insbesondere Festkorper-NMR- und DNP-NMR-Spektroskopie. Um ausreichende Mengen
des Proteins fiir spektroskopische Untersuchung zu generieren, wurde zunichst die
Herstellung von VpU optimiert. Dazu wurde ein neues Codon-optimiertes VpU-Konstrukt
mit einem kiirzeren N-terminalen Uberhang kloniert und die Expression in
Minimalmedium optimiert. Zudem wurden erste DNP-NMR-Experimente an VpU in
Liposomen durchgefiihrt. Dazu wurde die Probenzusammensetzung beziiglich der Radikal-
und der Glycerinkonzentration optimiert und ein erstes 2D Spektrum aufgenommen, dass
eine hohe Ubereinstimmung mit konventionellen Festkdrper-NMR-Spektren des Proteins
aufwies.

Das 21 kDa grofle Protein Nitrophorin 7 (NP7) gehort zu einer Klasse von Him-
bindenenden Proteinen im Speichel des blutsaugenden Insekts Rhodnius prolixus. Es
bindet reversible Nitroxid (NO), welches wahrend der Blutmahlzeit infolge einer pH-Wert
Anderung vom Insektenspeichel (pH 5-6) zum Blut des Wirtes (pH 7,4) wieder
freigesetzt wird. NO wirkt als Vasodilator und Koagulationsinhibitor. Die Signifikanz von
NO in der kardiovaskuldren Regulation veranlasste zur Untersuchung der molekularen
Mechanismen zur Speicherung und zum Transport von NO in natiirlich vorkommenden
NO-Transportsystemen, wie den Nitrophorinen. NP7 unterscheidet sich von den anderen
Isoformen durch die Mdoglichkeit an negativ geladene Membranen zu binden. Zudem
oligomerisiert es in hoheren Konzentrationen. Daher wurde der Einfluss der
Membraninteraktion von NP7 auf dessen Struktur mit Hilfe von Festkdrper-NMR-
Spektroskopie untersucht. Es wurde revers isotopenmarkiertes NP7 hergestellt und an
Liposomen gebunden, die beziiglich ihrer Gro3e, der Lipidkopfgruppe und des Lipid-zu-
Protein Verhéltnisses optimiert wurden. In NMR-Spektren konnte eine reverse
Isotopenmarierungseffizienz der NP7 NMR-Proben von 97 - 98 % festgestellt werden. Es
war eine Aminosduretyp-spezifische Resonanzzuordnung von 40 - 55 % der Aminoséduren
des Proteins in den verschiedenen NMR-Proben moglich. Zudem wurden einzelne
sequentielle Resonanzzuordnungen erhalten. Ein Vergleich mit einer vorhandenen NP7
Kristallstruktur lieB vermuten, dass der GroBteil des Proteins in den NMR-Spektren
sichtbar ist. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Liposomenbindung des Proteins die
Gesamtfaltung des Proteins nicht beeinflusst. Es wurde eine mogliche strukturelle
Beeinflussung des Threonins T163 durch die Membranbindung ausgemacht. Es konnte
zudem eine Verringerung der Mobilitit einiger Lysinseitenketten infolge der
Membranbindung nachgewiesen werden. Des Weiteren lieBen
B¢ /*'P-Abstandsmessungen einen Abstand der Lysin *Ce-Kerne zu den *'P-Kernen der
Lipidkopfgruppen von 7 - 8 A vermuten. Die Festkdrper-NMR-Untersuchungen legen
somit eine Beteiligung einiger Lysine an der Membraninteraktion nahe und eine
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strukturelle Beeinflussung der Aminosdure T¢3, die sich an der Oberfliche des Proteins in
der Nihe der Helix-al befindet. Die Helix-al, deren Sequenz 5 Lysinreste beinhaltet,
wurde in der Literatur als potentielle Membraninteraktionsstelle ausgemacht. Die
Ergebnisse dieser Arbeit wiederlegen dieses Bindungsmodell nicht.
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The viral protein U (VpU) is an accessory membrane protein of HIV-1. Following the
infection by HIV-1 VpU plays an important role in evading the immune response of the
host and supports the viral spread. The structural investigation of VpU is of great
importance to understand the underlying mechanisms in depth. Solid-state NMR and
DNP-NMR spectroscopy are versatile tools to structurally investigate membrane proteins
in nature-like environments. The VpU production needed to be optimized prior to
structural studies to yield enough protein. To this account a Codon-optimized
VpU-construct with a shortened N terminal overhang was cloned and the expression in
minimal medium was optimized. Additionally first DNP-NMR experiments of isotopically
labeled VpU inserted into liposomes were performed. The DNP-NMR sample preparation
was optimized concerning the radical and glycerol content and a first two-dimensional
spectrum was recorded, which was in good agreement with solid-state NMR spectra of the
protein recorded previously.

The 21 kDa protein Nitrophorin 7 (NP7) belongs to a class of heme-binding proteins in the
saliva of the blood-sucking insect Rhodnius prolixus. It reversibly binds nitroxid (NO),
which is released during the blood meal following a pH change from the insect saliva (pH
5 - 6) to the blood (pH 7,4). NO acts as a vasodilator and blood coagulation inhibitor. The
significance of NO in cardiovascular regulation led to the aim to investigate the molecular
mechanisms of NO storage and transport in naturally occuring NO-transporting systems,
like nitrophorins. In contrast to the other isoforms, NP7 can bind to negatively charged
membranes. Additionally NP7 oligomerizes at high concentrations. To this end, solid-state
NMR spectroscopy was used to investigate the structural changes in NP7 due to its
membrane binding. Reverse isotopically labeled NP7 was produced and bound to
liposomes, which were optimized concerning their diameter, head group and the lipid to
protein ratio. NMR spectra showed a reverse labeling efficiency of 97 - 98 % in the
different NMR samples. Amino acid specific resonance assignment could be achieved for
40 -55 % of the amino acids in the different samples of NP7 and single sequential
assignments were obtained. Comparison to an available NP7 crystal structure suggested the
visibility of large parts of the protein in NMR spectra. Furthermore it was shown that the
overall fold of the protein is not influenced by the membrane interaction. A possible
structural change of the amino acid T;¢; and a decreased mobility of some lysine residues
due to membrane binding of NP7 were detected. °C / *'P-distance measurements supposed
a distance of 7 - 8 A between some lysine Ce-nuclei and the *'P-nuclei of the lipid head
groups. The solid-state NMR investigations support an involvement of some lysine
residues in the membrane interaction and a structural change of the amino acid T}¢3 located
at the surface of the protein near to the helix-al. The helix-al, whose sequence contains
5 lysine residues, was discussed in literature as possible membrane binding site of NP7.
The findings in this work do not interfere with this binding model.
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9 Anhang

9.1 Experimentelle Details der verwendeten NMR-Spektren

9.1.1 U[13C, 15N] VpU-1 in POPC Liposomen

Spektrum 1D "c-cp | 1D "c-cP | 1D"cC-cP | 1D"C-CP |PDSD

Mischzeit / ms 100

Mikrowellenanregung an an an aus an

VT Gastemperatur / °C 100 100 100 100 100

MAS / kHz 8 8 8 8 8

"H Frequenz / MHz 400 400 400 400 600

Transfer 1 HC-CP HC-CP HC-CP HC-CP HC-CP

Carrier / ppm 80 80 80 80 100

t;-Inkremente 1011 1011 1011 1011 1024

t; spektrale Weite / kHz 30 30 30 30 40

t,-Inkremente 128

t, spektrale Weite / kHz 40

Anzahl der Scans 32 32 32 32 32

9.1.2 U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7 Probe

Spektrum 1D “c-cp | 1D "c-cp | 1D “c-cp | 1D Pc-cP | ID”C-CP | ID "C
INEPT

VT Gastemperatur / °C 15 5 -5 -15 -25 15

MAS / kHz 11 11 11 11 11 11

'H Frequenz / MHz 600 600 600 600 600 600

Transfer 1 HC-CP HC-CP HC-CP HC-CP HC-CP

Carrier / ppm 75 75 75 75 75 75

Lénge des 1. Transfers / | 250 250 250 250 250

ns

t;-Inkremente 455 455 455 455 455 455

t; spektrale Weite / kHz 37,65 37,65 37,65 37,65 37,65 37,65

Anzahl der Scans 512 512 512 512 512 512

Dauer / d <1 <1 <1 <1 <1 <1
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Spektrum ID “c|ID BC [T, Array | T, Array | T, Array | T, Array

INEPT Direktanregun | “Ca Bco PN 'H

g
VT Gastemperatur / °C | -25 -25 -25 -25 -25 -25
MAS / kHz 11 11 10 10 10 10
"H Frequenz / MHz 600 600 600 600 600 600
Transfer 1 HC-CP HC-CP HN-CP HC-CP
Carrier / ppm 75 75 55 175 115 55
Linge des 1. Transfers / 250 900 300 250
us
t;-Inkremente 455 455 938 938 163 938
t, spektrale Weite / kHz | 37,65 37,65 78,1 78,1 13,6 78,1
Anzahl der Scans 512 512 128 128 128 64
Dauer / d <1 <1 <1 <1 <1 <1
Spektrum T, Array | Ty Array | T, Array | 2DPDSD | 2D PDSD | 2D PDSD
B0 13co EN

Mischzeit / ms 30 10 150
VT Gastemperatur / °C -25 -25 -25 -20 -20 -20
MAS / kHz 10 10 10 11 11 11
"H Frequenz / MHz 600 600 600 600 600 600
Transfer 1 HC-CP HC-CP HN-CP HC-CP HC-CP HC-CP
Carrier / ppm 55 175 115 80 80 80
Lénge des 1. Transfers / us | 250 900 300 250 250 250
t;-Inkremente 938 938 163 455 455 455
t, spektrale Weite / kHz 78,1 78,1 13,6 37,65 37,65 37,65
t,-Inkremente 226 276 276
t, spektrale Weite / kHz 36 36 36
Anzahl der Scans 64 64 64 176 224 224
Dauer / d <1 <1 <1 2 3 3
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Spektrum 2D PDSD | 2D PDSD | 2D 2D 2D PDSD | 2D PDSD
PDSD- PDSD-
RR RR
Mischzeit / ms 60 200 15 100 80 60
VT Gastemperatur / °C -20 -20 -25 -25 -20 -20
MAS / kHz 11 11 12,5 12,5 11 11
"H Frequenz / MHz 600 600 800 800 600 600
Transfer 1 HC-CP HC-CP HC-CP HC-CP HC-CP HC-CP
Carrier / ppm 80 80 80 80 80 80
Lénge des 1. Transfers / us 250 250 200 200 300 250
t;-Inkremente 455 455 1000 1000 455 452
t, spektrale Weite / kHz 37,65 37,65 82,8 82,8 37,9 37,7
t,-Inkremente 276 161 350 350 276 276
t, spektrale Weite / kHz 36 36 42 42 36 36
Anzahl der Scans 224 392 176 160 224 208
Dauer /d 3 4 3 3 3 3
Spektrum 2D PDSD | 2D 2D SPCs 2D 2D SPCs | 2D NCa
DREAM HORROR | (Ca)
Mischzeit / ms 30
VT Gastemperatur / °C -5 -30 -30 -30 -25 -30
MAS / kHz 11 22 8 21 8 18
"H Frequenz / MHz 600 600 600 600 800 800
Transfer 1 HC-CP HC-CP HC-CP HC-CP HC-CP HN-CP
Carrier / ppm 80 57 72 45 72 110
Lénge des 1. Transfers / ps | 250 200 300 100 300 800
Transfer 2 NCa
specific-CP
Carrier / ppm 55
Linge des 2. Transfers / ps 3500
t;-Inkremente 932 751 551 751 1250 1563
t; spektrale Weite / kHz 77,7 62,5 459 62,5 104,2 103,4
t,-Inkremente 288 180 140 85 288 28
t, spektrale Weite / kHz 36 18 36 21 48 5,3
Anzahl der Scans 208 656 432 944 368 512
Dauer / d 3 6 3 4 5 <1
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Spektrum 2D NCa 2D 2D 3D 3D 3D
NCaCX NCaCX NCaCB NCaCX NCaCX
DREAM DARR

Mischzeit / ms 20 50 50 70

VT Gastemperatur / °C -30 -25 -30 -30 -30 -20

MAS / kHz 11 11 11 22 11 11

"H Frequenz / MHz 800 600 800 600 800 600

Transfer 1 HN-CP HN-CP HN-CP HN-CP HN-CP HN-CP

Carrier / ppm 115 110 115 115 115 115

Lénge des 1. Transfers / | 900 400 900 400 900 300

us

Transfer 2 NCa NCa NCa NCa NCa NCa
specific- specific- specific- specific- specific- specific-
CpP CP CpP CP CP CP

Carrier / ppm 55 55 55 57 55 55

Lénge des 2. Transfers / | 3000 1500 3000 1400 3000 2000

us

t;-Inkremente 1000 1174 1000 1174 833 932

t, spektrale Weite / kHz 82,8 77,7 82,8 77,7 82,8 77,7

t,-Inkremente 38 20 38 8 19 13

t, spektrale Weite / kHz | 4.8 3,8 4.8 2,2 4,6 2,7

t;-Inkremente 10 24 17

t; spektrale Weite / kHz 4.5 5,8 4,35

Anzahl der Scans 744 4944 3936 1360 384 704

Dauer /d 1 5 8 11 22 16
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Spektrum 2D 2D 2D 3D 2D 2D
NCOCX NCOCX NCOCX NCOCX NCCeCX | NLCeCX
DARR DARR DARR DARR

Mischzeit / ms 80 60 50 80 150 90

VT Gastemperatur / °C -25 -30 -30 -20 -30 -25

MAS / kHz 22 11 11 11 11 11

"H Frequenz / MHz 600 600 800 600 600 600

Transfer 1 HN-CP HN-CP HN-CP HN-CP HN-CP HN-CP

Carrier / ppm 120 120 115 115 35 33

Lénge des 1. Transfers /us | 200 700 1000 600 400 400

Transfer 2 NCO NCO NCO NCO NCe NCe
specific- specific- specific- specific- specific- specific-
CP CP CP CP CpP CP

Carrier / ppm 180 177 175 175 42 42

Linge des 2. Transfers / us 1300 3200 3000 1400 2800 2500

t;-Inkremente 751 932 1429 1066 1165,5 938

t; spektrale Weite / kHz 62,167 77,7 118 88,8 71,7 78,1

t,-Inkremente 16 29 38 12 8 55

t, spektrale Weite / kHz 2.4 3,6 4.8 2.4 12,6 6,9

t;-Inkremente 13

t; spektrale Weite / kHz 3,3

Anzahl der Scans 12656 13152 6336 1264 4448 24380

Dauer /d 10 19 12 20 3 6

9.1.3 U["C, "N\(V,L,F,Y)] NP7+Liposomen Probe

Spektrum 1D "c-cp | 1D "c-cp | 1D "c-cP | 1D Pc-cP | 1D ®c-CP | 1D "°C

INEPT

Mischzeit / ms

VT Gastemperatur / °C 15 5 -5 -15 -25 15

MAS / kHz 11 11 11 11 11 11

"H Frequenz / MHz 600 600 600 600 600 600

Transfer 1 HC-CP HC-CP HC-CP HC-CP HC-CP

Carrier / ppm 75 75 75 75 75 75

Lénge des 1. Transfers / | 250 250 250 250 250

us

t;-Inkremente 455 455 455 455 455 455

t, spektrale Weite / kHz | 37,65 37,65 37,65 37,65 37,65 37,65

Anzahl der Scans 512 512 512 512 512 512

Dauer / d <1 <1 <1 <1 <1 <1
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Spektrum 1D °C 1D °C T, Array | T, Array | T, Array | T, Array

INEPT Direktanregun | N 'H Bco BCa

g
VT Gastemperatur / °C | -25 -25 -25 -25 -25 -25
MAS / kHz 11 11 10 10 10 10
"H Frequenz / MHz 600 600 600 600 600 600
Transfer 1 HN-CP HC-CP HC-CP HC-CP
Carrier / ppm 75 75 115 55 175 55
Linge des 1. Transfers / 300 250 900 250
us
t;-Inkremente 455 455 163 938 938 938
t; spektrale Weite / kHz | 37,65 37,65 13,6 78,1 78,1 78,1
Anzahl der Scans 512 512 64 64 64 64
Dauer / d <1 <1 <1 <1 <1 <1
Spektrum T, Array T, Array T, Array 2DPDSD | 2D PDSD | 2D PDSD
EN 13co B0

Mischzeit / ms 50 100 20
VT Gastemperatur / °C -25 -25 -25 -25 -25 -25
MAS / kHz 10 10 10 11 11 11
"H Frequenz / MHz 600 600 600 600 600 600
Transfer 1 HN-CP HC-CP HC-CP HC-CP HC-CP HC-CP
Carrier / ppm 115 175 55 80 80 80
Lénge des 1. Transfers / 300 900 250 250 250 250
us
t;-Inkremente 163 938 938 938 938 938
t; spektrale Weite / kHz 13,6 78,1 78,1 71,7 77,7 77,7
t,-Inkremente 288 288 288
t, spektrale Weite / kHz 36 36 36
Anzahl der Scans 256 128 128 224 208 176
Dauer / d <1 <1 <1 3 3 3
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Spektrum 2D PDSD | 2D PDSD | 2D 2D 2D 2D PDSD
PDSD- PDSD- PDSD-
RR RR RR
Mischzeit / ms 100 150 15 100 5 15
VT Gastemperatur / °C -25 -20 -25 -25 -25 -25
MAS / kHz 11 11 12,5 12,5 12,5 11
"H Frequenz / MHz 600 600 800 800 800 800
Transfer 1 HC-CP HC-CP HC-CP HC-CP HC-CP HC-CP
Carrier / ppm 80 80 80 80 80 80
Lénge des 1. Transfers / ps | 250 250 200 200 200 200
t;-Inkremente 938 533 1250 1250 1250 1241
t; spektrale Weite / kHz 71,7 44 .4 103,4 103.,4 103,4 103,4
t,-Inkremente 288 288 350 333 290 350
t, spektrale Weite / kHz 36 36 42 42 42 42
Anzahl der Scans 176 176 176 160 128 176
Dauer/d 3 3 3 3 2 3
Spektrum 2D PDSD | 2DPDSD | 2D SPCs | 2D SPCs | 2D SPCs | 2D NCA
(Ca) (CO) (Ca)
Mischzeit / ms 100 30
VT Gastemperatur / °C -25 -5 -20 -20 -25 -30
MAS / kHz 11 11 8 8 8 11
"H Frequenz / MHz 800 600 600 600 800 800
Transfer 1 HC-CP HC-CP HC-CP HC-CP HC-CP HN-CP
Carrier / ppm 80 80 72 72 72 115
Lénge des 1. Transfers / 200 250 300 1000 300 1000
us
Transfer 2 NCa
specific-CP
Carrier / ppm 55
Linge des 2. Transfers / 2800
us
t;-Inkremente 1241 932 536 883 1250 994
t, spektrale Weite / kHz 103.,4 77,7 44 .4 73,1 104,2 82,8
t,-Inkremente 350 288 240 240 288 38
t, spektrale Weite / kHz 42 36 40 40 48 4.8
Anzahl der Scans 176 208 416 256 352 992
Dauer / d 3 3 5 3 5 1
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Spektrum 2D 2D 2D 3D 2D 2D
NCaCX NCaCX NCaCX NCaCX NCOCX NCOCX
DARR DARR DARR DARR DARR

Mischzeit / ms 70 70 50 70 50 80

VT Gastemperatur / -20 -20 -30 -20 -20 -20

°C

MAS / kHz 11 11 11 11 11 11

"H Frequenz / MHz 600 600 800 600 600 600

Transfer 1 HN-CP HN-CP HN-CP HN-CP HN-CP HN-CP

Carrier / ppm 115 115 115 115 115 115

Linge des 1. 300 400 1000 300 300 300

Transfers / us

Transfer 2 NCa NCa NCa NCa NCO NCO
specific- specific- specific- specific- specific-CP | specific-CP
CP CP CP CP

Carrier / ppm 55 55 55 55 175 175

Linge des 2. 1600 2600 2800 1600 3250 3250

Transfers / us

t;-Inkremente 932 932 994 932 1066 1066

t; spektrale Weite / 77,7 77,7 82,8 77,7 88,8 88,8

kHz

t,-Inkremente 29 29 38 13 29 29

t, spektrale Weite / 3,6 3,6 4,8 2,7 3,6 3,6

kHz

t;-Inkremente 17

t; spektrale Weite / 4,35

kHz

Anzahl der Scans 1056 4768 2912 624 3184 4256

Dauer /d 1,5 7 5,5 14 4,5 6
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Spektrum 2D NCOCX 3D NCOCX 2D 1ID°'P/C
DARR NCCeCX REDOR
DARR
Mischzeit / ms 70 80 90
VT Gastemperatur / °C -30 -20 -25 -20
MAS / kHz 11 11 11 11
"H Frequenz / MHz 800 600 600 600
Transfer 1 HN-CP HN-CP HN-CP HC-CP
Carrier / ppm 115 115 33 42
Lénge des 1. Transfers / us | 1000 300 400 300
Transfer 2 NCO specific- | NCO specific- | NCe
CP CpP specific-CP
Carrier / ppm 175 175 42
Lénge des 2. Transfers / us | 2500 3250 2500
t;-Inkremente 1241 1072 938 638
t; spektrale Weite / kHz 103,4 88,8 78,1 56,8
t,-Inkremente 38 12 41
t, spektrale Weite / kHz 4.8 2,4 6,9
t;-Inkremente 13
t; spektrale Weite / kHz 33
Anzahl der Scans 4384 880 2864 7000
Dauer /d 7 14 6 4
9.1.4 DMPC / DMPS Liposomen Probe
Spektrum ID%- | ID®c- | 1D [1D"C |[I1D"C 1D BC 2D
CP Cp INEPT INEPT Direkt- Direkt- PDSD
anregung anregung
Mischzeit / ms 50
VT Gastemperatur / | 15 -25 15 -25 15 -25 -25
°C
MAS / kHz 11 11 11 11 11 11 11
"H Frequenz / MHz | 600 600 600 600 600 600 600
Transfer 1 HC-CP HC-CP HC-CP
Carrier / ppm 75 75 75 75 75 75 80
Linge des 1. 250 250 250
Transfers / us
t;-Inkremente 452 452 452 452 452 452 938
t, spektrale Weite / 37,65 37,65 37,65 37,65 37,65 37,65 77,7
kHz
t,-Inkremente 210
t, spektrale Weite / 36
kHz
Anzahl der Scans 512 512 512 512 512 512 80
Dauer /d <1 <1 <1 <1 <1 <1 1
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9.1.5 U["C, "N\(K,V)] NP7 Probe

Die Spektren wurden bereits vor dieser Doktorarbeit aufgenommen. Details zu den

Spektren sind in der Doktorarbeit von Varghese® zu finden.

Spektrum 2D 2D 2D 2D 2D 2D 2D SPC;
PDSD PDSD- PDSD PDSD PDSD DREAM
RR
Mischzeit / ms 100 100 100 20 150
VT Gastemperatur / m40 -30 -30 -30 -30 -30 -30
°C
MAS / kHz 11 12,5 11 11 11 15 8
"H Frequenz / MHz 600 800 600 600 s600 600 600
Anzahl der Scans 512 256 256 256 600 256 600
Spektrum 2D 2D 3D 3D 2D 3D
NCaCX NCaCB NCaCB NCaCX NCOCX NCOCX
DREAM | DREAM
Mischzeit / ms 100 50 100
VT Gastemperatur / °C -30 -30 -30 -30 -30 -30
MAS / kHz 11 15 15 11 11 11
"H Frequenz / MHz 800 800 600 600 800 800
Anzahl der Scans 2304 2864 250 3072
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9.2 SIMPSON Skript

spinsys |
channels 13C 31P
nuclei 13C 31P
dipole 1 2 -12240.9 0 0 O
shift 1 0p OpOO0D0 DO
i

source ../ util.tel

par {
proton_frequency 600ek
spin_rate 11000
sw spin_rates2.0
np 32
crystal file rep3Zi
gamma_angles 15
start operator Il=x
detect operator Ilp
verbose 1101
variable rf 20800

1

proc pulseg {1 {
glokal par

maxdt 1.0

sat t180 [expr 0.5eh/%par(rf)]
set tr2 [ezpr 0.5e6/%par{spin rate)-5%t180]

reset

delay $trZ

pulse $t180 0 = Spar(rf)
delay $trZ

pulse $t180 0 = Spari(rf) v
store 1

w

reset

acg

delay $tra

pulse $t180 0 =z Spar(rf)
delay $tra

pulse $t180 spar(rf) =z 0 x
prop 1

store 2

acg

¥

for {set 1 2} {%1i < $par(np)} {incr i} {
reset
prop 1
prop 2
prop 1
store 2
acg

1

i

proa main {} |
glckal par

set § [fsimpson]
sat fidname [Fsave $f $par(nams) -zreim]
puts "Saved files: $fidname"

Abb. 72: Skript fiir die in Kapitel 4.2.6.4 beschriecbene REDOR-Simulation mit Hilfe des Programms

SIMPSON.
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