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ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Ligandenbindung auf Proteinstruktur und
Proteindynamik der humanen Blutgruppenglycosyltransferasen GTA und GTB sowie
der sogenannten Protruding Domain (P-Domain, P-Domaéne) der Hiillproteine humaner
Noroviren mit Hilfe der hochauflésenden NMR-Spektroskopie untersucht. GTA, GTB
und P-Domaéne bilden Homodimere mit einer Grofle von etwa 70 kDa. Die aus den P-
Domainen gebildeten P-Dimere wie auch GTA und GTB binden an Histo-Blutgruppen
Antigene (HBGAs). Wahrend GTA und GTB den letzten Schritt der Bildung der
Blutgruppenantigene A und B katalysieren, ist die Bindung der viralen P-Dimere an
HBGAs Voraussetzung fiir die Infektion der Wirtszellen.

GTA tiibertragt N-Acetyl-a-D-galactosamin des Donorsubstrats Uridindiphosphat-N-
Acetyl-a-D-galactosamin (UDP-GalNAc) auf das H-Antigen. Bei GTB hingegen fungiert
UDP-a-D-Galactose (UDP-Gal) als Donorsubstrat. Bei dem Glycosyltransfer bleibt die
Konfiguration des anomeren Zentrums im Donorzucker erhalten. Der Mechanismus der
konfigurationserhaltenden Glycosyltransferasen ist im Gegensatz zum Mechanismus
der invertierenden Glycosyltransferasen noch nicht gut verstanden und wurde daher in
dieser Arbeit weiter untersucht. Da aus Kristallstrukturen bekannt ist, dass GTA und
GTB zwei flexible Schleifen besitzen, die in Abhédngigkeit von der Ligandenbindung
verschiedene Konformationen einnehmen, wurden besonders die Protein-Ligand-
Interaktionen und die resultierende Proteindynamik analysiert.

Im ersten Teil der Arbeit wurde das Proteinriickgrat betrachtet und eine Zuordnung
der NH-Resonanzsignale mit Hilfe von Tripelresonanzexperimenten durchgefiihrt.
Aufgrund der Proteingrofie und der daraus resultierenden ungiinstigen
Relaxationseigenschaften konnten nur 18 von 298 Aminosauren zugeordnet werden. Es
konnte dann Proteindynamik im Picosekunden- bis Nanosekundenbereich
nachgewiesen werden. Aufgrund der fehlenden Zuordnung war eine
sequenzspezifische Analyse leider nicht mdglich. Interessanterweise werden bei UDP-
Bindung an GTA fiir fast 50% der Signale signifikante Anderungen in der chemischen
Verschiebung beobachtet. Dies lasst auf weitreichende Konformationsanderungen auch
fernab von der eigentlichen Bindungsstelle schliefSen.

Diese Effekte wurden mit Hilfe von Isoleucin-*C-methylgruppenmarkierter GTA-
und Methionin-*C-methylgruppenmarkierter GTB weiter untersucht. Durch Titration

der *C-methylgruppenmarkierten Enzyme mit UDP und H-Disaccharid konnte erneut



gezeigt werden, dass nicht nur die interne Schleife und das aktive Zentrum, sondern
auch benachbarte Regionen durch die Ligandenbindung beeinflusst werden. Dabei
konnten vor allem bei den Methioninresten der GTB auch konformationelle
Anderungen nachgewiesen werden. Der Teil des Proteins nahe der Dimerisierungs-
region wird durch die Ligandenbindung hingegen nicht beeinflusst. Die beobachteten
Anderungen in den chemischen Verschiebungen lassen auf Proteindynamik bzw.
Austauschphdanomene im ps- bis ms-Bereich schliefien. Die Untersuchung mit Hilfe von
Relaxationsdispersionsexperimenten (CPMG-RD) zeigt, dass die Dynamik der internen
Schleife durch Bindung von UDP- und H-Disaccharid moduliert wird. Bei Sattigung mit
UDP und H-Disaccharid wird insbesondere die geschlossene Konformation stabilisiert.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die Ligandenbindung an GTA und GTB
deutlich komplexer ist, als nur die angenommene Bewegung der internen Schleife und
des C-Terminus. Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei GTA und GTB um sehr
flexible Proteine handelt, deren Dynamik vom ns- bis in den hohen ms-Bereich reicht.

Zur weiteren Charakterisierung der Ligandenbindungsstasche wurde zusatzlich eine
Methode zur Detektion von Sattigungstransfer vom Liganden auf das Protein unter
Verwendung von Methyl-TROSY-Experimenten etabliert. Es konnte ein selektiver,
abstandsabhiangiger Sattigungstransfer des Liganden UDP-Gal auf eine Isoleucin-,
Leucin,- Valin-3C-methylgruppenmarkierte GTA-Probe nachgewiesen werden.

In dhnlicher Weise wurden auch die P-Dimere des humanen Norovirus in dieser
Arbeit NMR-spektroskopisch analysiert. Bei den P-Dimeren handelt es sich um den
oberflachenexponierten Bereich des Viruskapsids VP1. P-Dimere stellen den initialen
Kontakt zwischen Virus und Wirt her und binden unter anderem an HBGAs. Eine
Untersuchung dieser Bindung kann zum Verstdndnis der Infektiositit des Virus
beitragen und wichtige Informationen fiir die Entwicklung von Entry-Inhibitoren
liefern. Aufgrund der Proteingrofle wurde auch hier eine Isoleucin-, Valin-*C-
methylgruppenmarkierte Probe verwendet. Anhand von CPMG-RD-Experimenten
konnte gezeigt werden, dass P-Dimere keine Bewegung im pis- bis ms-Bereich aufweisen
und dass Ligandenbindung keine Anderung der Dynamik und vermutlich nur geringe
strukturelle Anderungen zur Folge hat. Da fiir weitere Analysen eine Zuordnung
essentiell ist, wurde die Zuordnung der "C-Methylgruppen mit Hilfe eines
paramagnetischen Liganden mit komplexiertem Gadolinium getestet. Es konnten nur
Methylgruppen mit einem Abstand < 20 A eindeutig zugeordnet werden. Eine weitere
Optimierung dieser Methode scheint jedoch vielversprechend und konnte auch auf

andere grofle Proteine wie GTA und GTB angewendet werden.



ABSTRACT

The influence of ligand binding on structure and dynamics of the human blood group
glycosyltransferases GTA and GTB and the produding domain (P-domain) of the human
norovirus capsid protein was investigated by NMR-spectroscopy.

GTA, GTB and P-domain form homodimers with a size of ca. 70 kDa. They all bind
histo-blood group antigens (HBGAs). While GTA and GTB are responsible for the last
step of the biosynthesis of the blood group A and B antigen, P-dimers, which are formed
by the P-domain, bind HBGAs as a prerequisite for effective infection of the host.

GTA transfers N-Acetyl-a-D-galactosamin of Uridine diphosphate-a-D-N-
acetylgalactosamine (UDP-GalNAc) to the H-antigen. However, for GTB UDP-a-D-
Galactose (UDP-Gal) serves as donor substrate. Both reactions proceed with a net
retention of configuration of the anomeric center of the donor sugar. In contrast to
inverting glycosyltransferases the reaction mechanism for retaining glycosyltransferases
is still not well understood. Therefore, this thesis aims at shining more light on critical
details of the enzyme mechanism. Crystal structures show that GTA and GTB have two
flexible loops that undergo conformational changes upon substrate binding. Therefore,
protein-ligand-interactions and the resulting protein dynamics were analyzed here.

First, a protein backbone assignment was performed using triple resonance
experiments. Due to the protein size and the resulting unfavorable relaxation properties
only 18 out of 298 amino acids could be assigned. It could be shown that there is protein
dynamics on the picosecond to nanosecond timescale. Unfortunately, because of the
missing assignment a sequence specific analysis was not possible. Interestingly, the
binding of UDP to GTA results in a significant change of chemical shifts for almost 50%
of the signals. This suggests a far-reaching structural change also distant form the
binding site.

These observations were further studied using isoleucine-*C-methyl labeled GTA
and methionin-*C-methyl labeled GTB samples. Titration of the *C-methyl labeled
enzymes with UDP and H-disaccharide also show that not only the internal loop and
the active site is influenced by substrate binding but also adjacent regions. Especially for
methionine residues conformational changes upon ligand binding were proven.
However, residues close to the dimerization site are not affected by ligand binding. The
chemical shift changes observed point to dynamic processes on the ps to ms timescale.

Relaxation dispersion (CMPG-RD) experiments show that binding of UDP and



H-disaccharide modulates the movement of the internal loop of GTA and GTB.
Saturation with donor and acceptor substrates stabilizes the closed conformation and
significantly dampens molecular motions of the protein.

In summary, these results show that ligand binding to GTA and GTB is much more
complex than just a shift of the internal loop and ordering of the C-term. GTA and GTB
are both very flexible proteins with dynamics reaching from the nanosecond up to the
high milisecond timescale.

For further characterization of the ligand binding site a method for detection of
saturation transfer from a ligand to the protein was established. The technique makes
use of methyl-TROSY experiments. A selective, distance-dependent saturation transfer
of protons of the ligand UDP-Gal to isoleucine-, leucine-, or valine-'*C-methyl labeled
GTA was detected.

Similarly, P-dimers were investigated using NMR spectroscopy. P-dimers are the
surface exposed part of the virus capsid protein VP1. They are responsible for the initial
contact between virus and host and bind to HBGAs. A characterization of the binding
process may further our understanding of the infection process and may lead to the
development of novel entry inhibitors. Due to the protein size only isoleucine and valine
methyl groups were selectively °C-labeled. CPMG-RD experiments showed that
P-dimers do not move on the ps to ms timescale. Also, ligand binding has no influence
on protein dynamics in this time window and induces only minor structural changes.
For continuing studies an assignment is essential. An approach using paramagnetic
ligands complexed with Gadolinium was tested. Methyl groups within a distance of
20 A from the paramagnetic ion could be assigned unambiguously. Further optimization
of this method is promising and also the transfer to other large proteins such as GTA

and GTB could be possible.
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Einleitung

1  Einleitung

1.1 Glycobiologie

Die Glycobiologie beschéftigt sich mit der Untersuchung von Struktur und Funktion
von Glykanen. Dabei befindet sich nicht nur die Zuckerstruktur an sich im Fokus,
sondern auch die Proteine, welche diese Strukturen auf- und abbauen bzw. binden
(Varki et al., 2008). Glykane sind neben Nukleinsauren, Proteinen und Lipiden die
wichtigsten Grundbausteine des Lebens. Sie zdhlen zu den am haufigsten in der Natur
vorkommenden Biomolekiilen und spielen u.a. eine wesentliche Rolle im
Energiestoffwechsel, bei Signal- und Erkennungswegen, wie Zelladhdsion, Rezeptor-
Aktivierung, Signaltransduktion und Endozytose (Ohtsubo and Marth, 2006).
Auflerdem sind sie wichtig fiir den strukturellen Aufbau und die Stabilitdt von
Biomolekiilen (Varki, 1993). Durch die grofie Anzahl an natiirlich vorkommenden
Monosacchariden und die diversen glycosidischen Bindungen, welche durch
Glycosyltransferasen gebildet werden, kommt es zu einer enormen Vielfalt an Oligo-
und Polysacchariden. Dies hat auch diverse Funktionen zur Folge. Glykane kommen als
separate Einheiten oder gekoppelt an Proteine oder Lipide vor; man spricht hier von
sogenannten Glycokonjugaten. In eukaryotischen Zellen werden die meisten Proteine
posttranslational modifiziert, beispielsweise durch die kovalente Ankniipfung dieser
Zuckerstrukturen (Spiro, 1973; Spiro, 2002). Man unterscheidet hier zwischen einer O-
und N-Glycosylierung. Bei der N-Glycosylierung werden die Zuckerbausteine an
Asparagine geheftet, bei der O-Glycosylierung hingegen an Serine oder Threonine
(Varki et al., 2008). Eine Veranderung des Glykanmusters kann zur Entstehung bzw.
zum Fortschreiten von Krankheiten wie Krebs fithren (Fuster and Esko, 2005; Varki et
al., 2008). Glykane stellen aber auch Epitope fiir die Immunregulation dar und sind
wichtig fiir die Wirt-Pathogen-Interaktion (Ohtsubo and Marth, 2006; Varki, 1993). So
sind Glykane und Glycokonjugate beispielsweise auch fiir die Erkennung bzw. Bindung

von Viruspartikeln an die Zelloberflache von enormer Bedeutung (Han et al., 2012).
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1.2 Histo-Blutgruppen Antigene

Die Histo-Blutgruppen Antigene (HBGAs) sind ein Beispiel fiir die zuvor
beschriebenen Glykane. Es handelt sich dabei um terminale Kohlenhydratstrukturen auf
Glycoproteinen und Glycolipiden. Das ABO-Blutgruppensystem wurde erstmals 1901
von Karl Landsteiner beschrieben (Landsteiner, 1901). Die vier Blutgruppenantigene A,
B, AB und 0, welches auch als H-Antigen bezeichnet wird, wurden auf roten
Blutkorperchen gefunden und spéater um weitere Subgruppen erweitert (Landsteiner,
1901; von Decastello and Sturli, 1902; Yamamoto et al., 1990). Diese Antigene wurden
auch im Speichel, in verschiedenen Geweben, wie z.B. den Epithelien des
Gastrointestinaltraktes sowie als freie Oligosaccharide im Serum nachgewiesen
(Marionneau et al., 2001; Milland and Sandrin, 2006). Individuen mit Blutgruppe A
besitzen Anti-B-Antikoper; mit Blutgruppe B Anti-A-Antikoper, mit Blutgruppe AB
keine und Individuen mit Blutgruppe 0 besitzen Anti-A- sowie Anti-B-Antikoper.

Zusatzlich zu den ABH-Antigenen wurden auch sogenannte Lewis-Antigene auf
Erythrozyten gefunden. Die Lewis-Antigene werden im Gegensatz zu den ABH-
Antigenen nicht von den Erythrozyten selbst synthetisiert, sondern nur adsorbiert
(Varki et al., 2008; Watkins, 1999). Die ABH-Antigene sind strukturell dhnlich zu den
Lewis-Antigenen und werden als HBGAs zusammengefasst (Tabelle 1.1) (Marionneau
et al., 2001; Watkins, 2001). Diese Antigene werden aus sechs verschiedenen Vorlaufern
durch das Anheften von Monosacchariden durch Glycosyltransferasen (GTs)
synthetisiert (Marionneau et al., 2001; Meloncelli and Lowary, 2009). GTs sind donor-
und akzeptorspezifisch und spezifisch fiir die jeweilige glycosidische Bindung (Kobata
et al., 1968a, b; Marionneau et al., 2001; Mollicone et al., 1995).

Die ABH-Antigene kommen u.a. auf Darmepithelzellen aber auch auf einigen
Darmbakterien vor. Einige Viren, wie z.B. das humane Norovirus erkennen spezifisch
diese Antigene. Neueste Studien zeigen beispielsweise, dass die Bindung an
Darmbakterien sowohl die Bindung an, als auch die Infektion von B-Zellen mit NoV
erleichtert (Jones et al., 2014). Die ABH-Antigene dienen hier als sogenannte attachment
Faktoren des Wirtes fiir Noroviren (Harrington et al., 2002; Hutson et al., 2002; Parrino
et al., 1977). Sie werden nicht als Rezeptoren bezeichnet, da weitere Funktionen, neben

dem initialen Kontakt zwischen Virus und Wirt, bisher nicht gezeigt werden konnte.

18



Einleitung

Tabelle 1.1: Ubersicht iiber HBGA Strukturen im Menschen. R steht fiir ein Glycoprotein oder
Glycolipid.

HBGA Struktur

ABH-Antigene

H-Antigen L-Fuc-a(1,2)-B-D-Gal-R
A-Antigen D-GalNAc-a(1,3)-[L-Fuc-a(1,2)]-B-D-Gal-R
B-Antigen D-Gal-a(1,3)-[L-Fuc-a(1,2)]-p-D-Gal-R

Lewis-Antigene

Lewis (Le¥) D-Gal-B(1,4)-[L-Fuc-a(1,3)]-B-D-GlcNAc-R
Lewis? (Le?) D-Gal-B(1,3)-[L-Fuc-a(1,4)]-B-D-GlcNAc-R
Lewisy (LeY) L-Fuc-a(1,2)-D-Gal-f(1,4)-[L-Fuc-a(1,3)]-B-D-GlcNAc-R
Lewis® (LeP) L-Fuc-a(1,2)-D-Gal-p(1,3)-[L-Fuc-a(1,4)]-B-D-GlcNAc-R

sialyl-Lewis* (sLex) D-NeubAc-a(2,3)-D-Gal-3(1,4)-[L-Fuc-a(1,3)]-f-D-GIcNAc-R
sialyl-Lewis? (sLe?) D-NeubAc-a(2,3)-D-Gal-3(1,3)-[L-Fuc-a(1,4)]-f-D-GIcNAc-R

1.3 Glycosyltransferasen

Aufgrund der diversen biologischen Funktionen von Glykanen (Varki et al., 2008)
und wegen des potentiellen Krankheitsrisikos bei einer Verdnderung des
Glycosylierungsmusters (Fuster and Esko, 2005; Hakomori, 1999) ist es von enormer
Wichtigkeit, auch ihre Biosynthese durch Glycosyltransferasen und ihren Abbau durch
Glycosidasen zu verstehen. Glycosidasen, welche die Hydrolyse der glycosidischen
Bindung katalysieren, sind bereits gut charakterisiert (Davies et al., 1998; Lairson and
Withers, 2004; Zechel and Withers, 1999). Der Mechanismus der Glycosyltransferasen ist
hingegen noch nicht vollstandig geklart. GTs katalysieren die regio- und stereo-
spezifische Ubertragung eines aktivierten Donorzuckers auf einen Akzeptor. Die
Aktivierung des Donorzuckers erfolgt meist durch Nucleosid-Diphosphate (z.B. UDP
oder GDP), aber auch Nucleosid-Monophosphate oder Lipid-Phosphate. Bei dem
Akzeptor handelt es sich meist um andere Zucker, aber auch um Lipide, Proteine,
Nukleinsduren, Antibiotika und andere kleine Molekiile (Lairson et al., 2008; Weadge
and Palcic, 2008). GTs machen etwa 1-2% des jeweiligen Genoms aus, was die grofie

Bedeutung dieser Enzymfamilie zusétzlich hervorhebt (Varki et al., 2008).
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1.3.1 Klassifikation und Faltungsmotive

Anhand ihrer Primérstruktur konnen GTs in 98 Familien eingeteilt werden (Campbell
et al.,, 1997; Coutinho et al., 2003) http://www.cazy.org, Stand Januar 2016). Trotz der
grofien Sequenzinhomogenitdt unterscheidet man nur zwischen zwei prinzipiellen
Faltungsmustern, der GT-A- und GT-B-Faltung (Abbildung 1.1) (Bourne and Henrissat,
2001; Coutinho et al., 2003; Unligil and Rini, 2000). Des Weiteren wurden erste Proteine
mit einer GT-C-Faltung gefunden (Alderwick et al., 2011). Die GT-C-Faltung wurde
durch eine iterative Sequenzanalyse mittels BLAST gefunden (Liu and Mushegian,
2003). Es handelt sich um Transmembranproteine, welche lipidphosphataktivierte
Donorsubstrate verwenden (Lairson et al., 2008).

Die GT-A-Faltung ldsst sich durch zwei aneinandergrenzende B/o/B-Rossmann-
Domaénen beschreiben, die an der Nucleotid- und Akzeptorbindung beteiligt sind
(Unligil and Rini, 2000). Viele Enzyme mit GT-A-Faltung besitzen ein DXD-Motiv,
welches ein bivalentes Kation und/oder eine Ribose koordiniert (Breton et al., 1998).

GT-B Enzyme besitzen auch zwei B/o/B-Rossmann-Domiénen, diese sind jedoch
weniger eng miteinander assoziiert. Das aktive Zentrum befindet sich zwischen den
beiden Domanen. Wie bei der GT-A-Faltung kommt es innerhalb der Domédnen zur
Donor-und Akzeptor-Bindung. Das Vorhandensein eines Metallions ist enzymabhangig
(Morera et al., 2001).

GTs sind typischerweise im endoplasmatischen Retikulum oder im Golgi-Apparat
lokalisiert, einige befinden sich aber auch im Cytosol oder im Zellkern (Spiro, 2002).
Trotz der grofien Sequenzunterschiede zwischen den GT-Familien haben alle Golgi-
standigen GTs den gleichen Aufbau. Es handelt sich um Typ II Transmembranproteine,
bestehend aus einer kurzen N-terminalen cytoplasmatischen Domaéne, einer
Transmembrandomane, gefolgt von einer Stammregion und der katalytischen Doméane
im Lumen des Golgi-Apparates (Paulson and Colley, 1989; Varki et al., 2008). Durch
proteolytische Spaltung im Bereich der Stammregion entstehen auch 19sliche GTs. Diese
werden sekretiert und sind in Korperfliissigkeiten wie Milch oder Serum zu finden
(Varki et al., 2008).
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Abbildung 1.1: Faltungsmuster von Glycosyltransferasen. (A) GT-A Faltung am Beispiel von
SpsA aus Bacillus subtilis (PDB 1QGQ). (B) GT-B Faltung am Beispiel von B-Glucosyltransferase
aus T4-Phagen (PDB 1JG7). In rot ist der jeweilige Ligand und in orange ein Metallion dargestellt.

1.3.2 Katalysemechanismen

Zusitzlich zu der Einteilung aufgrund von Sequenzhomologien und aufgrund des
Faltungsmusters werden GTs auch nach ihrer Stereospezifitat unterteilt. Je nach der
anomeren Konfiguration des Donorzuckers vor und nach Ubertragung unterscheidet
man zwischen konfigurationserhaltenden und —invertierenden GTs (Sinnott, 1990)
(Abbildung 1.2). Diese Einteilung ist unabhédngig vom Faltungsmuster (Coutinho et al,,
2003).
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Abbildung 1.2: Stereochemie von konfigurationserhaltenden und invertierenden GTs.

Abbildung nach (Lairson, Henrissat et al. 2008) mit R als Donor- bzw. Akzeptorsubstratrest.
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Der Mechanismus der invertierenden GTs ist gut charakterisiert. Es handelt sich um
einen sogenannten direct displacement Sn2-like Mechanismus (Abbildung 1.3). Eine
katalytische Base im aktiven Zentrum deprotoniert den Akzeptor, wodurch es zu einem
nukleophilen Angriff des Akzeptors auf den Donor kommt. Die Phosphat-
Abgangsgruppe wird entweder durch ein Metallion oder durch eine bestimmte

Aminosaure stabilisiert (Breton et al., 2006).

Oxocarbenium-lonen-ahnlicher
Ubergangszustand

Abbildung 1.3: Direct displacement Sn2-like Mechanismus der invertierenden GTs, gezeigt mit
einer metallionenabhidngigen Reaktion. Abbildung iibernommen von (Lairson and Withers

2004) mit R als Donor- bzw. Akzeptorsubstratrest.

Der Mechanismus der konfigurationserhaltenden GTs ist hingegen trotz vieler
Versuche nicht geklart (Lairson et al., 2008; Soya et al., 2010). Eine Moglichkeit ist der
double displacement Mechanismus (Abbildung 1.4 A). Hier kommt es zu einem
nukleophilen Angriff einer Aminosaure des Enzyms auf das anomere Zentrum des
Donors. Es bildet sich ein kovalentes Glycosyl-Enzym-Intermediat, welches durch den
nukleophilen Angriff des Akzeptors wieder aufgeldst wird (Breton et al., 2006; Davies,
2001). Bei Enzymmutanten konnte zwar ein Glycosyl-Enzym-Intermediat
massenspektrometrisch nachgewiesen werden (Lairson et al., 2004; Soya et al., 2010),
jedoch bisher nie bei Wildtyp-Enzymen. Aufierdem blieben viele andere strukturelle,
kinetische und spektroskopische Nachweisversuche des double displacement
Mechanismus erfolglos (Gibson et al.,, 2002; Lobsanov et al., 2004; Ly et al., 2002;
Martinez-Fleites et al., 2006; Monegal and Planas, 2006; Pedersen et al., 2003).
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Abbildung 1.4: Mogliche Mechanismen von konfigurationserhaltenden GTs. (A) double

displacement Mechanismus mit kovalentem Glycosyl-Enzym-Intermediat (Davies, 2001). (B) Sxi

Mechanismus mit Oxicarbenium-Tonen-ghnlichem Ubergangszustand (Davies, 2001). (C) Sni-

dhnlicher Mechanismus mit Bildung eines kurzlebigen Ionenpaar Intermediat (Lairson et al.,

2008). Abbildung tibernommen von (Soya et al., 2010).
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Eine Alternative bietet der Sni Mechanismus (auch orthogonaler Mechanismus
genannt) (Abbildung 1.4 B). Das Nukleophil und die Abgangsgruppe agieren an der
gleichen Seite, es bildet sich ein Oxocarbenium-Ionen-dhnlicher Ubergangszustand.
Dieser Ubergangszustand ist zwar entropisch ungiinstig, jedoch favorisieren einige
strukturelle und theoretische Berechnungen diesen Mechanismus (Gomez et al., 2012;
Schuman et al., 2013). Eine weitere Moglichkeit ist der Sxi-dhnliche Mechanismus. Hier
wird ein kurzlebiges Ionenpaar-Intermediat gebildet. Es kommt zu einer
Positionsanderung dieses Intermediates im aktiven Zentrum, wodurch ein Angriff des
Akzeptors auf den Donor stattfinden kann. Uber einen Oxocarbenium-Ionen-éhnlichen
Ubergangszustand kommt es zur Produktbildung (Goedl and Nidetzky, 2009; Lairson
et al, 2008) (Abbildung 1.4 C). Auch dieser Mechanismus wird fiir einige
konfigurationserhaltenden GTs vermutet, wie z.B. die GTA (Bobovska et al., 2014a), die
Lipopolysaccharyl-a-1,4-Galactosyltransferase C (LgtC) (Tvaroska, 2004), die Trehalose-
Phosphorylase (Goedl et al, 2006) sowie die Mannosyltransferase Kre2p/Mntlp
(Bobovska et al., 2014b). Jedoch kann auch dieser Mechanismus nicht auf alle GTs
zutreffen, da nicht alle ein katalytisches Nukleophil im Bereich des aktiven Zentrums
besitzen.

Trotz vieler Untersuchungen der letzten Jahre konnte der Mechanismus der
konfigurationserhaltenden GTs noch nicht eindeutig geklart werden. Es ist auch
moglich, dass einige GTs den double displacement Mechanismus und andere den Sni-
ahnlichen Mechanismus nutzen. Es wird auch diskutiert, ob der Mechanismus eine

Kombination aus der Sx1, Sn2 und Sni-dhnlichen Reaktion ist (Lairson et al., 2008).

1.3.3 Proteindynamik

Die Analyse von Strukturen allein kann jedoch nicht die Funktion und das
biologische Verhalten von Proteinen erkldren. Proteine sind dynamische
Makromolekiile. Sie bewegen sich im Bereich von Picosekunden bis hin zum
Sekundenbereich. Diese Bewegungen sind wichtig fiir viele biologische Prozesse wie die
vorher beschriebene Katalyse, allosterische Regulation, Ligandenbindung und
Proteinfaltung (Boehr et al., 2006; Loria et al., 2008). Die NMR-Spektroskopie ist eine sehr
leistungsfahige Methode, um diese Bewegungen in den verschiedenen Zeitbereichen mit
atomarer Aufldsung zu untersuchen. Diese Untersuchungen beruhen auf den
Interaktionen zwischen NMR-aktiven Kernen, welche durch Relaxationsmessungen

sichtbar gemacht werden konnen (Bieri et al., 2011; Palmer, 2004) .
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Zu schnellen Bewegungen im Bereich von ps-ns gehoren Bindungsvibrationen, die
Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen und Seitenkettenrotationen. Diese
Bewegungen lassen sich u.a. mit Ri und Re-Relaxationsraten und anhand des NOE-
Effektes zwischen Amidprotonen und dem gebundenen Stickstoff bestimmen, wodurch
man Bewegungen des Proteinriickgrates charakterisieren kann (Farrow et al., 1994a;
Morin, 2011). Konformationsanderungen durch z.B. Ligandenbindung und Katalysen
finden im us-ms Bereich statt. Solche Bewegungen lassen sich anhand von Relaxations-
Dispersions-Messungen sichtbar machen. Dabei konnen kinetische, thermodynamische
und strukturelle Daten von sogenannten angeregten Zustanden gewonnen werden, die
nur gering populiert und dadurch nicht direkt detektierbar sind (Loria et al., 1999;
Mulder et al., 2001). Sehr langsame Bewegungen im hohen Millisekundenbereich wie
z.B. Proteinfaltungen lassen sich durch Wasserstoff-Deuterium-Austausch messen.
Ligandenbindung kann auch zu einem langsamen Austausch zwischen zwei Zustanden
fithren. Es entstehen zwei diskrete Signale, welche durch ZZ-Austauschexperimente
naher charakterisiert werden konnen (Farrow et al., 1994b) (Abbildung 1.5).

Die Analyse dieser dynamischen Prozesse kann auch helfen, um den Mechanismus
der konfigurationserhaltenden Glycosyltransferasen weiter aufzukldaren. Im Sni-
dhnlichen Mechanismus ist beispielsweise eine Positionsdanderung der Liganden von
essentieller Bedeutung (siehe 1.3.2). Diese Positionsanderung hat auch einen Einfluss auf
die umliegenden Aminosduren und damit auch auf deren Dynamik. Des Weiteren
kommt es zur Bindung von Donor- und Akzeptorsubstrat. Eine genaue Analyse dieser
Bindung und der moglichen induzierten Konformationsanderung der GTs ist von
enormer Wichtigkeit fiir die Charakterisierung des Mechanismus.

Aus Kristallstrukturen der konfigurationserhaltenden humanen Blutgruppen A und
B Glycosyltransferasen ist bekannt, dass es durch die Bindung des Donor- und
Akzeptorsubstrates zu einer Konformationsanderung kommt. GTA und GTB besitzen
eine interne flexible Schleife und einen flexiblen C-Terminus. Ohne Substrat liegt vor
allem der C-Terminus ungeordnet vor. Wenn jedoch die beiden Substrate UDP und H-
Antigen vorhanden sind, kommt es zu einer Ordnung dieser Region (Alfaro et al., 2008).
Solche konformationellen Anderungen konnten auch bei anderen GTs beobachtet
werden (Chiu et al.,, 2004; Persson et al, 2001). Eine genaue Dynamikanalyse der
Schleifen und der dadurch resultierenden Veranderungen im Enzym konnen helfen, um
den Mechanismus von konfigurationserhaltenden GTs weiter zu charakterisieren und

aufzuklaren.
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Abbildung 1.5: Zeitbereiche der Proteindynamik (A) und NMR-Experimente (B). Abbildung
angepasst nach (Palmer, 2004).

1.4 Humane Blutgruppe A und B Glycosyltransferasen -

Biosynthese von A- und B-Blutgruppenantigenen

Durch ihre vielfiltigen Funktionen ist die Erforschung von Glykanen und ihrer
Biosynthese durch GTs von enormer Bedeutung. Da der Mechanismus der
konfigurationserhaltenden GTs noch nicht vollstindig aufgekldrt ist, dienen die
humanen Blutgruppe A und B Glycosyltransferasen als Modell. GTA (a-(1—3)-N-
Acetylgalactosaminyltransferase) und GTB (a -(1—3)-Galactosyltransferase) sind fiir
den letzten Schritt der ABH-Antigensynthese (siehe Abschnitt 1.2) verantwortlich. Die
Gene befinden sich auf dem AB0-Genlocus und verhalten sich codominant zueinander.
Sind beide Gene vorhanden, werden sowohl A- als auch B-Antigene produziert.
Menschen mit Blugruppe 0 besitzen 2 defekte Allele, sodass das H-Antigen unverandert
bleibt (Yamamoto et al., 1990).

Das Grundgeriistet fiir die A- und B-Antigensynthese bildet hierfiir das H-Antigen,
welches in sechs verschiedenen Varianten vorliegt (Clausen and Hakomori, 1989;
Meloncelli and Lowary, 2009). Es besitzt terminal das Disaccharid L-Fuc-a(1,2)-3-D-Gal,
welches auch als H-Disaccharid (HDis) bezeichnet wird. Es fungiert als minimaler
Akzeptor, auf den die GTA das N-Acetyl-a-D-galactosamin des Donors
Uridindiphosphat-N-Acetyl-a-D-galactosamin =~ (UDP-GalNAc) iibertragt. Die
Galactoseeinheit von UDP-a-D-Galactose (UDP-Gal) wird von der GTB auf das H-
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Antigen tibertragen (Abbildung 1.6). GTA und GTB gehoren nach der CAZy Datenbank

zur Familie 6 der GTs.
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Abbildung 1.6: A- und B-Antigenbildung durch Ubertragung eines aktivierten Donorzuckers
von UDP-GalNAc bzw. UDP-Gal auf das H-Antigen durch die Enzyme GTA bzw. GTB. Die
Reaktion findet nur in Anwesenheit eines bivalenten Kations statt. R steht fiir ein Glycoprotein

oder Glycolipid.

1.4.1 Strukturelle Eigenschaften und Ligandenbindung

Die humanen Blutgruppen A und B Glycosyltransferasen sind Typ II-
Transmembranproteine (Cai et al., 2003), welche im Golgi-Apparat lokalisiert sind
(Berger et al., 1981; Roth et al., 1988). GTA und GTB bestehen aus 354 Aminosauren und
haben ein Molekulargewicht von 41 kDa. Sie setzen sich aus einer kurzen N-terminalen
cytoplasmatischen Domaéne, einer Transmembrandomine gefolgt von einer
Stammregion und einer grofSen katalytischen Domane zusammen, welche in das Lumen
des Golgi ragt. Wie viele andere GTs kénnen GTA und GTB durch Abspaltung der
katalytischen C-terminalen Domaéne auch sekretiert in Korperfliissigkeiten vorliegen
(Nagai et al., 1978a; Nagai et al.,, 1978b; Whitehead et al., 1974). Fiir systematische
Studien konnten die 16slichen Doménen — ein Teil der Stammregion und die katalytische

Domaine — rekombinant in E. coli synthetisiert werden. Die Aminosduren 63-354 haben
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ein Molekulargewicht von 35 kDa. Die Aktivitat und Substratspezifitat der rekombinant
hergestellten und der aus Seren isolierten GTA und GTB ist vergleichbar (Marcus et al.,
2003; Seto et al., 1997; Seto et al., 1995). Mit Hilfe von Massenspektrometrie konnte
gezeigt werden, dass GTA und GTB unter neutralen Bedingungen in Losung als
Homodimere vorliegen. Die Homodimere sind nicht kovalent miteinander verbunden
und besitzen zwei dquivalente Substratbindungsstellen (Abbildung 1.7) (Shoemaker et
al., 2007; Soya et al., 2009). Die Homodimer- als auch Heterodimerbildung ist typisch fiir
GTs (Hassinen et al., 2010) und es wird vermutet, dass sie einen Einfluss auf den Verbleib
der GTs im Golgi-Apparat hat und auch ihre Prazision und Effizienz erhoht (Colley,
1997; de Graffenried and Bertozzi, 2004).

Abbildung 1.7: Kristallstruktur der Chimidren AABB (G176R, S235G-GTB). Dargestellt ist ein
Homodimer mit gebundenem UDP-Gal (rot), 3-Desoxy-H-Disaccharid (dunkelrot) und Mn?
(orange). (PDB 2R]7)

In den letzten Jahren konnten viele Kristallstrukturen von GTA, GTB und diversen
Mutanten gelost werden (Alfaro et al., 2008; Letts et al., 2006; Patenaude et al., 2002).
GTA und GTB sind Metallionen-abhangige Enzyme mit einer GT-A-Faltung (siehe
1.3.1). Das aktive Zentrum befindet sich zwischen den zwei Doméanen. Die N-terminale
Domédne mit dem Rossmann-Faltungsmotiv erkennt das Donor-Nucleotid, die C-
terminale Doméne hingegen bindet den Akzeptor (Patenaude et al, 2002). Ein
konserviertes DXD-Motiv (Asp211-Val212-Asp213) im aktiven Zentrum koordiniert ein
bivalentes Kation — Mn?* oder Mg?* — welches fiir die Donorbindung von UDP-GalNAc
bzw. UDP-Gal essentiell ist.
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GTA und GTB unterscheiden sich nur in vier Aminosauren — Argl176Gly, Gly235Ser,
Leu266Met, Gly268Ala (Yamamoto et al., 1990). Diese vier Aminosauren sind jedoch
verantwortlich fiir die hohe Donorsubstratspezifitit und ein unterschiedliches
kinetisches Verhalten. Die Umsatzrate der GTA liegt bei 17,5 s, die der GTB hingegen
nur bei 5,1 s' (Marcus et al., 2003). Anhand von Kristallstrukturen und kinetischen
Untersuchungen der Enzyme und ihrer Chimaren konnte die Struktur-Funktions-
Beziehung dieser vier Aminosauren aufgeklart werden. Die Chiméaren werden nach den
vier kritischen Aminosauren benannt, so beschreibt AAAA GTA, ABBB hingegen GTB
mit einer Mutation an Position 176 von Glycin zu Arginin. Die Aminosauren an Position
266 und 268 sind verantwortlich fiir die Unterscheidung zwischen den Donorsubstraten
(Alfaro et al., 2008; Seto et al., 1999). Die Aminosauren Met266 und Ala268 der GTB sind
grofler als die der GTA. Die Bindungstasche der GTB ist damit kleiner, sodass eine
Bindung von UDP-GalNAc sterisch nicht moglich ist, die Bindung von UDP-Gal jedoch
schon. Das aktive Zentrum der GTA ist hingegen zu grofs, um auch das GTB-Substrat
UDP-Gal korrekt zu binden. Durch die hohe Beweglichkeit von UDP-Gal in der GTA-
Bindungstasche werden essentielle Interaktionen zwischen Donor und Enzym nur in
sehr geringem Mafle gebildet (Patenaude et al, 2002). Geringe Kreuzreaktionen
zwischen den Enzymen und den Donorsubstraten konnten jedoch festgestellt werden
(Seto et al., 2000).

Fiir die Akzeptorerkennung sind hingegen die Aminosauren an Position 235 und 266
wichtig (Alfaro et al., 2008; Letts et al., 2006; Patenaude et al., 2002). Trotz sonst sehr
guter Elektronendichte der Kristallstrukturen konnten zwei Bereiche nicht aufgeldst
werden. Wie auch viele andere GTs besitzen GTA und GTB zwei ungeordnete Regionen:
den C-Terminus (Aminosauren 346-354) und eine interne Schleife (Aminosauren 176-
195). Eine der vier kritischen Aminosduren befindet sich am ,Scharnier” der internen
Schleife. Anhand von Kiristallstrukturen konnte gezeigt werden, dass ein Arginin an
Position 176 die Ordnung der internen Schleife sowie der C-Terminus erhéht und die
Umsatzrate beeinflusst (Alfaro et al., 2008; Seto et al., 1999). Es wird vermutet, dass die
interne Schleife und damit auch Aminosdure 176 wichtig fiir die Produktfreilassung ist
(Abbildung 1.8) (Patenaude et al., 2002).

In Abhéangigkeit von der Substratbindung nehmen die interne Schleife und der
C-Terminus verschiedene Konformationen ein. Es wird von einem offenen, halb-

geschlossenen und geschlossenen Zustand ausgegangen (Alfaro et al, 2008).
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Abbildung 1.8: GTB-Kristallstruktur. GTB-Monomer (A) ohne Liganden (PDB 2RIT) und (B) in
Anwesenheit von UDP-Gal (rot), 3-Desoxy-H-Disaccharid (dunkelrot) und Mn? (orange) (PDB
2R]J8). In blau sind Aminosduren dargestellt, in denen sich GTA und GTB unterscheiden. Interne
Schleife und C-Terminus sind schwarz dargestellt. Durch Bindung der Liganden kommt es zu
einer Konformationsanderung, was eine bessere Auflosung der Aminosauren der Schleifen zur

Folge hat.

Ohne Substrate und wenn nur das HDis gebunden ist, liegen die Enzyme im offenen
Zustand vor, welches anhand von ABBB, AABB und BBBB gezeigt werden konnte. Der
C-Terminus ist komplett und die interne Schleife teilweise ungeordnet. Die interne
Schleife bildet zwei nur teilweise aufgeloste a-Helices. Die Bindung von UDP an die
Chiméren fiihrt zu einer Bewegung der internen Schleife um ca. 6 A zum gebundenen
UDP, sodass die beiden a-Helices in einer Linie sind. Man spricht von einem halb-
geschlossenem Zustand. Die Ordnung in den beiden flexiblen Bereichen wird durch die
UDP-Bindung nicht erhoht. Wenn beide Substrate vorhanden sind, wird der
geschlossene Zustand gebildet. Beide flexiblen Bereiche sind geordnet und die interne
Schleife stabilisiert den C-Terminus. Sie interagieren mit den Substraten und
Aminosauren des aktiven Zentrums (Abbildung 1.9) (Alfaro et al., 2008).

In welchem Zeitbereich diese Bewegungen stattfinden, ist bisher noch nicht bekannt.
Die kinetische Charakterisierung von BAAA zeigt jedoch eine dreifach erhohte
Umsatzrate ke fiir UDP-GalNAc im Vergleich zu GTA. Der Vergleich von ABBB mit
GTB zeigt hingegen keinen wesentlichen Unterschied. Die Aminosédure an Position 176
hat demzufolge einen Einfluss auf die Umsatzrate von GTA, jedoch nicht auf die von
GTB (Alfaro et al., 2008; Seto et al., 1999).
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Es wird davon ausgegangen, dass bei der Katalyse die Donorbindung der
Akzeptorbindung vorausgeht (Alfaro et al., 2008; Angulo et al., 2006; Kamath et al.,
1999). Des Weiteren konnte ein positiver kooperativer Effekt zwischen den beiden
Substraten beobachtet werden (Shoemaker et al., 2008; Sindhuwinata et al., 2013;
Sindhuwinata et al., 2010).

interne

Schleife/' '

C-terminus

Abbildung 1.9: Offene (gelb) und geschlossene (griin) Konformation von ABBB. Ohne
Substrate liegt ABBB in der offenen Form vor (PDB 2RIZ), der C-Terminus ist ungeordnet. Die
Bindung von UDP (rot), H-Disaccharid (dunkelrot) und Mn?" (orange) (PDB 2R]8) fiihrt zur
geschlossenen Konformation. Die interne Schleife bewegt sich in Richtung des aktiven Zentrums

und der C-Terminus wird geordnet. Das DXD-Motiv ist in dunkelgrau dargestellt.

Das minimale Akzeptorbindungsmotiv ist das H-Disaccharid. Die verwendeten H-
Disaccharide tragen am reduzierenden Ende entweder eine Methylgruppe (HDis-O-
Methyl) oder einen Octylrest (HDis-octyl) (Lowary and Hindsgaul, 1994; Palcic et al.,
1988). Anhand von STD-NMR Experimenten konnte gezeigt werden, dass Uracil das
minimale Donorbindungsmotiv darstellt. Uracil, UMP und UDP haben die gleichen
Bindungsepitope wie UDP-Gal und binden mit aufsteigender Affinitat (Blume et al.,
2006). UDP eignet sich daher hervorragend als Donorsubstratanalogon, da UDP-Zucker
durch die Enzyme hydrolysiert werden (Sindhuwinata et al., 2010).

NMR-Studien zeigen auch, dass UDP-Gal und UDP-Glc beide in einer riickgefalteten
Konformation an GTB binden (Angulo et al., 2006). Diese Konformation ist fiir eine

Katalyse erforderlich. Jedoch wird UDP-Glc nur in geringem Mafle umgesetzt (Seto et
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al., 2000). Eine Ursache hierfiir konnte der hohere negative entropische Bindungsbeitrag
sein (Sindhuwinata et al., 2013). AufSerdem wird vermutet, dass die Glucose-Einheit die
fiir die Katalyse erforderliche Schleifenbewegung verhindert (Gagnon et al., 2015). Die
UDP-Einheit ist demzufolge fiir die Affinitdt, die Galactose-Einheit hingegen fiir die
Spezifitat verantwortlich (Angulo et al., 2006). Neue Kristallstrukturen zeigen auch, dass
UDP-Gal und UDP-GIc in vier verschiedenen Konformationen an GTA, GTB und ihre
Chimaéren binden konnen. Dabei ist die Position des UDP konserviert, der Zuckerrest
hingegen interagiert je nach Konformation mit verschiedenen Aminosduren des
Proteins. Es wird vermutet, dass diese verschiedenen Konformationen nach der Bindung
in die katalytisch aktive riickgefaltete Konformation umgewandelt werden (Gagnon et
al., 2015).

Die Bewegung der flexiblen Schleifen ist essentiell fiir die Produktbildung und geht
moglicherweise mit weiteren konformationellen Anderungen einher. Die alleinige
Untersuchung der Struktur und der thermodynamischen Beitrige kann die
beobachteten Effekte jedoch nicht vollstandig erklaren. Eine genaue Untersuchung der
Proteindynamik bei der Substratbindung, als auch bei der Katalyse ist daher unerlasslich
und kann weitere Informationen fiir die Aufklarung des Mechanismus der

konfigurationserhaltenden GTs liefern.

1.5 Caliciviren

Die Familie der Caliciviridae (Caliciviren) wird in Gruppe IV der Baltimore
Klassifikation eingeteilt. Es handelt sich um unbehdillte, lineare, positiv-einzelstrangige
RNA Viren. Das Kapsid besitzt eine icosaedrische Symmetrie. Ein Virion hat
typischerweise einen Durchmesser von 35-40 nm und das Genom umfasst ca. 8 kb (Flint
et al., 2004). Zu den Caliciviren gehoren die fiinf Gattungen Lago-, Nebo-, Noro-, Sapo-
und Vesivirus, welche wiederrum in weitere Spezies unterteilt sind (International
Committee on Taxonomy of Viruses, http://ictvonline.org). Caliciviren sind ubiquitar
und eine haufige Krankheitsursache bei Menschen und Tieren. Das Rabbit Haemoragic
Disease Virus (RHDV) gehort beispielsweise zur Gattung der Lagoviren. Dieses Virus
befallt nur Kaninchen und hat eine hamorrhagische Viruserkrankung zu Folge, die meist
innerhalb von 48 h todlich verlauft (Liu et al., 1984; Parra and Prieto, 1990). Vesiviren
verursachen u.a. vesikuldre Lasionen in Schweinen und Meeressaugern (Neill et al.,
1995). Noroviren (NoV) hingegen befallen sowohl Menschen als auch Tiere und sind die

am besten untersuchte Gattung. Sie fiithren u.a. zu Gastroenteritis bei Menschen, Kiihen,
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Schweinen und Méausen. Humane Noroviren sind fiir ca. 90% der nicht-bakteriellen,
epidemischen Ausbriiche von Gastroenteritis beim Menschen verantwortlich (Hansman
et al., 2010) und fordern jahrlich bis zu 200.000 Todesopfer bei Kindern unter 5 Jahren
(Patel et al., 2008).

1.6 Humane Noroviren — Bindung an HBGAs

Humane Noroviren wurden 1972 erstmals in Norwalk, Ohio als Ursache fiir einen
epidemischen Gastroenteritis-Ausbruch beschrieben (Kapikian et al, 1972). Zu
Infektionen mit humanen NoV kommt es meist durch Aufnahme von kontaminierter
Nahrung oder kontaminiertem Wasser bzw. durch direkten Kontakt mit einer infizierten
Person oder Aerosolen, sowie durch den fakal-oralen Weg (Parashar and Monroe, 2001).
Noroviren haben eine sehr geringe Infektionsdosis, d.h. 10-100 Virionen reichen aus, um
eine Infektion hervorzurufen. Aufserdem sind die Viren sehr stabil und lassen sich durch
herkommliche Desinfektionsmittel nicht zerstoren (Caul, 1994; Teunis et al., 2008).
Durch diese Eigenschaften kommt es zu epidemischen Ausbriichen des Virus. Vor allem
altere, sehr junge und immunsupprimierte Menschen sind anfillig fiir eine Infektion
bzw. einen schwereren Krankheitsverlauf (Mattner et al., 2006). Die Inkubationszeit liegt
zwischen 24-48 h und klinische Symptome (Erbrechen, Durchfall, Ubelkeit,
Unterleibskrampfe) dauern ca. 12-72 h an (Donaldson et al., 2008; Kaplan et al., 1982).
Durch den schnellen Krankheitsverlauf kommt es meist zu keiner Langzeitimmunutat
gegen NoV. Durch die hohe Diversitdt zwischen den Virusstimmen helfen Antikorper
gegen einen Stamm meist nicht bei der Infektion mit einem anderen (Siebenga et al.,
2007). Bisher ist die einzige Behandlungsmethode bei einer NoV-Infektion die Gabe von
Wasser und Elektrolyten. Zurzeit existiert auch kein reproduzierbares Zellkultur- oder
Tiermodell-System, was die Entwicklung von Medikamenten und Vakzinen erschwert.
Die hohe genetische Drift von NoV ist eine weitere Limitierung bei Entwicklung von
Medikamenten (Duizer et al., 2004; Lay et al., 2010). Eine Moglichkeit diese Limitationen
zu umgehen, ist die Entwicklung von sogenannten Entry-Inhibitoren. Sie sollen den
initialen Kontakt zwischen NoV und der Wirtszelle verhindern (Fiege, 2012). In vielen
Studien konnte gezeigt werden, dass dieser initiale Kontakt durch die Bindung von
Kapsidproteinen des humanen NoV an die HBGAs erfolgt (siehe 1.2) (Cao et al., 2007;
Huang et al., 2005; Hutson et al., 2002; Hutson et al., 2003). Die Analyse dieser Bindung
stellt daher ein ideales Target fiir die weitere Charakterisierung der humanen NoV und

der Entwicklung von Inhibitoren zur Verhinderung von Ausbriichen dar.

33



Einleitung

1.6.1 Klassifikation und genomische Organisation

Das humane NoV Genom hat eine Grofie von ~ 7,5 kb mit drei offenen Leserastern
(ORF, open reading frame), welche fiir Struktur (ORF2 und ORF3) und nicht-Struktur
Proteine (ORF1) kodieren (Xi et al., 1990). ORF1 wird in ein grofies Polyprotein
translatiert, welches durch eine virale Protease in sechs Replikase-Protein gespalten
wird. VP2, ein kleineres Strukturprotein, wird aus ORF3 translatiert. ORF2 kodiert fiir
das 60 kDa grofie Kapsidprotein VP1. Dieses teilt sich wiederrum in die N-terminale
Shell-Domaéne (S) und die Protruding-Domane (P) auf ( A). Die P2-Domaéne enthalt
Antigen-Bindungsstellen und attachment Faktoren. Diese binden auch HBGAs, welche
u.a. auf den Epithelien des Gastrointestinaltraktes zu finden sind (Hutson et al., 2003).
Anhand ihrer VP1-Sequenz werden Noroviren in fiinf Genogruppen unterteilt (GI-V),
von denen Viren aus GI, GII und GIV Infektionen im Menschen hervorrufen konnen. Bei
GIII bzw. GV handelt es sich um bovine bzw. murine NoV. Viren der Genogruppe Il
infizieren neben Menschen auch Schweine (Scipioni et al., 2008; Zheng et al., 2006). Die
Genogruppen werden weiter in Gencluster unterteilt. Die Sequenzvariation innerhalb
der Gencluster einer Gruppe liegt bei 20-40% und zwischen Gruppen bei 40-60% (Bok et
al., 2009; Zheng et al., 2006).

Die meisten bisherigen humanen NoV-Ausbriiche wurden durch Viren der Gruppe
GIL.4 ausgelost (Noel et al., 1999). Trotz der grofien Sequenz-Diversitit sind die
Aminosauren, welche direkt an der HBGA-Bindung in GII.4 Stammen beteiligt sind, seit
den letzten 30 Jahren konserviert (Bok et al., 2009). Es wird davon ausgegangen, dass die
Bindung an HGBAs essentiell fiir eine erfolgreiche Virusinfektion ist und es daher zu
einem Selektionsdruck kommt. Mutationen in Aminosduren rund um die
Bindungsstelle sind jedoch hdufig und konnen die Bindungsspezifitit beeinflussen

(Lindesmith et al., 2008).
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S-Domane
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Abbildung 1.10: Genomischer Aufbau und Kapsidstruktur von humanen Noroviren. (A)
Schematischer Aufbau des NoV Genoms. ORF1 kodiert fiir nicht-Struktur Proteine, ORF2 und
OREF3 fiir die Strukturproteine VP1 und VP2. VP1 wird weiter in die Shell (S)- und Protruding (P)-
Doméne unterteilt, welche durch eine Schleife voneinander getrennt sind. (B) Kristallstruktur des
Kapsidproteins VP1 von GIL.1 Norwalk Virus. VP1 bildet Dimere (intensive und schwache
Farbgebung fiir das jeweilige Monomer). 90 Dimere bilden das Virus-Kapsid. Mit gelb: Shell-
Domiéne, rot: P1-Domaéne, blau: P2-Domaéne. Kapsidstruktur iibernommen von (Hutson et al.,

2004). (PDB 1ihm)

1.6.2 Strukturelle Eigenschaften und Ligandenbindung an das Kapsid

Die Charakterisierung der attachment Faktoren fiir Viren wird normalerweise durch
Zell- oder Gewebekulturen und Tiermodellen erriecht. Solche Systeme sind fiir humane
Noroviren bisher jedoch nicht verfiigbar bzw. bisher nicht reproduzierbar (Duizer et al.,
2004; Jones et al., 2014; Lay et al., 2010). Durch die Entwicklung eines rekombinanten
in vitro Expressionssystems konnen die Kapsidproteine in ausreichenden Mengen
hergestellt werden und so die Bindung an HBGAs weiter charakterisiert werden. Das
gesamte VP1 kann in Baculoviren rekombinant in einem Insektenzellkultursystem

hergestellt werden (Hale et al., 1999; Jiang et al., 1992). Die VP1-Proteine lagern sich
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spontan zu sogenannten Virus-like-Particles (VLP) zusammen. Diese sind morphologisch
identisch und besitzen die gleichen Antigene wie die NoV Virionen. VLPs konnen fiir
Virus-Liganden-Interaktionen, Immunantwort- und Vakzin-Studien verwendet
werden. Kristallstrukturen von VLPs zeigen, dass 180 VP1 Kopien, welche in Form von
90 Homodimeren vorliegen, das Kapsid mit einer T = 3 icosaedrischen Symmetrie bilden
(Prasad et al., 1994). Die Monomere sind in die N-terminale S- und die C-terminale P-
Domane unterteilt, welche durch einen flexiblen Linker miteinander verbunden sind.
Die P-Domane ist wiederrum in zwei Unterdoméanen P1 und P2 unterteilt. P1 bildet die
Stammregion zwischen der S- und P2-Domaine. P2 ist am weitesten exponiert und
enthdlt die Kohlenhydrat-Bindungsstellen (Abbildung 1.10 B). Die P2 Sequenz ist
genetisch sehr variabel (Prasad et al., 1999). Verkiirzte P-Doméanen konnen auch in
E. coli rekombinant synthetisiert werden. Je nach Konstrukt werden entweder P-Dimere
(Tan et al., 2004a) oder P-Partikel — 12 zusammengelagerte P-Dimere — (Tan and Jiang,
2005) gebildet. P-Dimere und P-Partikel zeigen eine dhnliche Antigenitat und ein
ahnliches HBGA Bindungsverhalten wie VLPs (Tan and Jiang, 2005; Tan et al., 2004b).
Es wurden jedoch unterschiedliche Bindungsaffinititen und unterschiedliches
Verhalten beziiglich der Immunogenitat festgestellt (Tamminen et al., 2012).

Die Bindungsstellen der HBGAs an P-Dimere konnte mittels Kristallographie gezeigt
werden (Cao et al., 2007; Choi et al., 2008; Hansman et al., 2011; Mallagaray et al., 2015).
Die erste Struktur von 2007 zeigt den Erregerstamm GII.4 VA387 mit A- bzw. B-
Trisaccharid. Die Bindung erfolgt in der duflersten Region der P2-Domaine, nahe der
Dimerisierungsstelle. A- und B-Trisaccharide zeigen ein dhnliches Bindungsmotiv,
wobei die Fucose-Untereinheit durch Wasserstoffbriickenbindungen hauptsachlich mit
dem P-Dimer interagiert (Cao et al., 2007). Stamme der Gruppe GIL.4 zeigen dhnliche
Bindungstaschen mit einigen konservierten Aminosauren (Hansman et al., 2011). Die
HBGA-Bindung an Stamme der Genogruppe GIL1 und GIIL4 erfolgt jedoch an
unterschiedlichen Bindungsstellen (Cao et al., 2007; Choi et al., 2008). Jedes Monomer
bindet einen Liganden, welcher mit beiden Dimeren interagiert. Es wurde davon
ausgegangen, dass die Bindungsstellen dquivalent und unabhangig voneinander sind.
Neuste Studien zeigen jedoch, dass P-Dimere der Genogruppe GIL4 nicht nur zwei,
sondern vier Fucose-Bindungsstellen besitzen (Abbildung 1.11) (Koromyslova et al.,
2015; Mallagaray et al, 2015). NMR-Studien zeigen auch, dass es sich bei der
Ligandenbindung um einen kooperativen, mehrstufigen Prozess handelt (Mallagaray et
al., 2015). Diese Virus-HBGA-Interaktion stellt wahrscheinlich einen Selektions- oder

Kontrollmechanismus bei der Virusaufnahme in die Zelle dar. Eine genaue
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Untersuchung dieses schrittweisen Bindungsprozesses und der daraus resultierenden
Dynamik im Virusprotein ist von enormer Wichtigkeit fiir das Verstindnis der
Infektiositdt von humanen Noroviren. Auch fiir die Entwicklung von Entry-Inhibitoren

sind diese Informationen essentiell.

Abbildung 1.11: P-Dimer Kristallstruktur von GII.10 mit vier gebundenen Fucose-Molekiilen
in (A) Seitenansicht und (B) Draufsicht. Mit rot: P1-Domane, blau: P2-Domaéne (intensive und
schwache Farbgebung fiir das jeweilige Monomer), grau: Proteinoberfldche und Fucose in Stab-
Darstellung. (PDB 4Z4R)
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2 Zielsetzung

In dieser Arbeit sollen die humane Blutgruppen-Glycosyltransferase GTA sowie die
P-Dimere des humanen Norovirus naher charakterisiert werden. Dabei stehen vor allem
die Untersuchung von Protein-Ligand-Interaktionen und die Bestimmung der
Proteindynamik im Vordergrund. Beide Proteine erkennen und binden HBGAs.
Wahrend GTA fiir den letzten Schritt in der Biosynthese des A-Antigens verantwortlich
ist, binden P-Dimere an HBGAs, was eine Infektion mit humanen Noroviren zur Folge
hat. Beide Dimere haben eine Grofse von etwa 70 kDa.

Der genaue Mechanismus konfigurationserhaltender Glycosyltransferasen ist nach
wie vor umstritten. Um diesen naher zu charakterisieren, wurden in den Arbeiten von
Nora Sindhuwinata (Sindhuwinata, 2012) und Lena Lisbeth Grimm (Grimm, 2015)
bereits die Bindungsaffinitaten verschiedener Substrate und Substratanaloga bestimmt.
Auflerdem wurde Experimente zur Zuordnung des Proteinriickgrates der GTB
durchgefiihrt. Es wurden auch NMR-spektroskopische Analysen beziiglich der
Seitenkettendynamik von Isoleucinen der GTB durchgefiihrt.

In dieser Arbeit sollen nun speziell strukturelle Anderungen sowie die
Proteindynamik der GTA bei Ligandenbindung untersucht werden. Weiterhin soll ein
Vergleich mit den bereits ermittelten Daten der GTB erfolgen. Im ersten Teil der Arbeit
wird das Proteinriickgrat der GTA betrachtet. Wie bei GTB soll auch hier eine partielle
Signalzuordnung mit Hilfe von Tripelresonanzexperimenten erfolgen. Aufserdem soll
der Einfluss der UDP-Bindung auf die chemische Verschiebung der Proteinriickgrat-
Signale und auf die Dynamik im Picosekunden- bis Nanosekundenbereich analysiert
werden.

Bei einer Proteingrdfie von 70 kDa sind in den 'H,®N-HSQC-Spektren haufig
erhebliche Signaliiberlagerungen zu beobachten. Des Weiteren fithren verschiedene
Relaxationsprozesse zu breiten bzw. nicht detektierbaren Signalen. Um diese Probleme
zu umgehen, sollen zusatzlich zu den Untersuchungen am Proteinriickgrat auch
Methylgruppen verschiedener Aminosauren selektiv markiert werden. Dies hat eine
Vereinfachung der Spektren zur Folge, da weniger Signale markiert werden.
Gleichzeitig steigt die Signalintensitdt, da hier drei Protonen detektiert werden, im
Vergleich zu nur einem Proton bei Amiden. Die Markierung von Isoleucinen und

Methioninen ist fiir GTA und GTB besonders interessant, da sie iiber das gesamte
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Protein verteilt sind (Abbildung 2.1). Durch die Analyse einzelner Aminosauren konnen

so Einblicke in verschiedene Bereiche im Protein erhalten werden.

Abbildung 2.1: Kristallstruktur der Chimidren AABB. Dargestellt ist ein Monomer mit
gebundener UDP-Gal (dunkelblau), 3-Desoxy-H-Disaccharid (dunkelblau) und Mn?* (hellblau).
(A) Isoleucine sind gelb und (B) Methionine rot hervorgehoben. Die Methylgruppen sind jeweils
als Kugel dargestellt. (PDB 2R]7)

GTA weist insgesamt 10 Isoleucine auf, von denen eins am Rand der internen Schleife
(Ile 192) und eins im aktiven Zentrum (Ile 123) zu finden ist. Eine der vier
charakteristischen Aminosauren, die GTA und GTB unterscheiden, ist ein Methionin an
Position 266. Um dieses genauer zu analysieren soll fiir GTB eine Markierung der e-

Methylgruppe stattfinden. GTB besitzt insgesamt 11 Methionine von denen drei in der
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internen Schleife (M186, M189 und M191), zwei im aktiven Zentrum (M214 und M266)
und zwei in der ndheren Umgebung des aktiven Zentrums (M288 und M289) liegen.
Alle anderen Isoleucine und Methionine haben eine grofiere Entfernung zum aktiven
Zentrum.

Durch die selektive Markierung der §1-Methylgruppe von Isoleucinen der GTA und
der e-Methylgruppe von Methioninen der GTB sollen Aussagen iiber strukturelle
Anderungen der Methylgruppen bei der Zugabe von UDP und HDis getroffen werden.
Dabei soll nicht nur der Einfluss auf das aktive Zentrum, sondern auch auf weiter
entfernte Aminosauren untersucht werden. Dafiir ist jedoch eine partielle Zuordnung
der Signale notwendig, die mit Hilfe von Punktmutanten erreicht werden soll.
Auflerdem soll mit Hilfe von CPMG-RD-Messungen die Dynamik im ps-ms-Bereich
untersucht werden und inwiefern die Ligandenbindung einen FEinfluss auf diese
Dynamik hat. Die gefundenen Ergebnisse sollen mit den Daten der Isoleucin-
methylgruppenmarkierten GTB (Grimm, 2015) verglichen werden.

Die Methode der Methylgruppenmarkierung soll auch zur Charakterisierung der
Bindungsstasche und zur Analyse der Orientierung von Liganden genutzt werden.
Dafiir soll das Prinzip des inversen Sattigungstransfers auf 'H,"*C-markierte Proben
angewendet werden. Bei 'H,'’N-markierten Proteinen konnte bereits ein selektiver
Sattigungstransfer vom Liganden auf das Protein nachgewiesen werden (Sakakura et al.,
2008). Diese Methode soll am Beispiel einer Isoleucin-, Leucin- und Valin-
methylgruppenmarkierten GTA-Probe mit dem Substratanalogon UDP-Gal etabliert
werden.

Zusiatzlich zu den  Ligandenbindungs- und  Dynamik-Studien  der
Glycosyltransferasen soll auch anhand von P-Dimeren die Kohlenhydratbindung von
humanen Noroviren untersucht werden. Bei P-Dimeren handelt es sind um eine
Untereinheit des VP1-Kapsid, welches den initialen Kontakt zwischen Virus und Wirt
herstellt. Das minimale Bindungsmotiv bei humanen Noroviren bildet die Fucose.
Aufgrund der Dimergrofie von 70 kDa soll auch hier mit einer Isoleucin- und Valin-
methylgruppenmarkierten Probe gearbeitet werden. Durch ihre Verteilung iiber das
gesamte Protein, kann so ein Einblick in verschiedene Proteinregionen gewonnen
werden (Abbildung 2.2). Es sollen erstmals Dynamikstudien durchgefiihrt werden, um
den Bindungsprozess zu charakterisieren. Dies soll mit Hilfe von CPMG-RD-
Experimenten  erfolgen. Die  Experimente  werden bei verschiedenen
Fucosekonzentrationen durchgefiihrt, um den Einfluss der Ligandenbesetzung auf die

Dynamik zu untersuchen. Fiir diese und zukiinftige Experimente ist jedoch eine
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Zuordnung erforderlich. Daher soll auflerdem die Zuordnung der Isoleucin-81-
Methylgruppen mit Hilfe von paramagnetischen Liganden getestet werden. Als Ligand
soll daiir eine Fucose mit chelatierendem Element und gebundenem Gadolinium dienen
(Abbildung 3.2 und (Mallagaray et al., 2016)). Gadolinium fiihrt abstandsabhangig zu
einer Relaxationsverstarkung und damit zur Linienverbreiterung von raumlich nahen
Signalen. Die Zuordnung soll anschlieffend durch Punktmutationen tiberpriift werden.
Die Nutzung von paramagnetischen Liganden fiir die Signalzuordnung ist vor allem fiir
grofie Proteine interessant, da sie eine Ergdnzung zu Tripelresonanzexperimenten

darstellen.

Abbildung 2.2: P-Dimer Kristallstruktur von GIL.10 mit vier gebundenen Fucose-Molekiilen.
Mit rot: P1-Domaéne, blau: P2-Domaine, gelb: Ile-Methylgruppen, grau: Val-Methylgruppen
(intensive und schwache Farbgebung fiir das jeweilige Monomer) und griin: Fucose in Stab-

Darstellung. (PDB 474R)
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3 Methoden

Alle Arbeiten wurden, wenn nicht anders angegeben mit Reinstwasser durchgefiihrt,
welches im Folgenden als H2O abgekiirzt wird. Fiir Bakterienkulturen verwendete
Néahrmedien, Losungen und Plastik-Reaktionsgefdfie wurden vor der Benutzung bei
121°C fiir 20 min und verwendete Glasgerdte bei 134°C fiir 5 min sterilisiert.
Temperaturempfindliche Substanzen wurden mit einem 0,22 um Filter steril filtriert.
Zusatzlich wurden die Arbeiten mit Bakterienkulturen an einer Bunsenbrennerflamme
durchgefiihrt. Fliissige Abfdlle der biologischen Sicherheitsstufe 1 wurden fiir 20 min
bei 121°C und feste S1 Abfille fiir 15 min bei 134°C inaktiviert.

3.1 Einbringen von Punktmutationen

Um einzelne NMR-Signale von GTA, GIB und von P-Dimeren eindeutig
zuzuordnen, wurde die gerichtete Mutagenese verwendet. Das Einbringen der
Punktmutationen in das Genom erfolgt mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Fiir
GTA bzw. GTB wurde das Plasmid pCWAlac-10GTA bzw. -10GTB verwendet und fiir
P-Dimere pMalc2X.

Plasmidpriparation

Um die Plasmid-DNA aus transformierten E. coli Zellen zu isolieren, wurden 15 mL
LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin versetzt und mit der entsprechenden
Glycerinkultur inokuliert. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 37°C und 200 rpm. Die
Bakterienkultur wurde fiir 10 min bei 3000xg zentrifugiert. Die Aufarbeitung des
Bakterienpellets erfolgte mit dem QIAprep® Spin Miniprep Kit von QIAGEN.
Abweichend davon wurde die Plasmidelution mit 30 uL autoklaviertem Wasser
durchgefiihrt. Die spektroskopische Konzentrationsbestimmung fand bei 260 nm statt.

Sie beruht auf der Annahme, dass 50 pug/uL doppelstrangige DNA eine ODz2s0 von 1 hat.

Mutagene PCR

Die Mutagenese erfolgte nach dem Protokoll des QuickChange II Site-Directed
Mutagenesis Kits von Agilent Technologies. Die verwendeten Primer wurden bei
Eurofins Genomics bestellt und sind im Anhang (Tabelle 7.4) zu finden. Ein 50 uL PCR-

Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:
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50 ng Plasmid
125 ng Primer 1 (forward)
125 ng Primer 2 (reverse)
0,2 mM dNTP
5 uL 10x Pfu-Polymerase-Puffer
1 pL Pfu Turbo DNA Polymerase (2,5 U/uL)
Die PCR fand unter folgenden Bedingungen statt:
120 s bei 95°C
40 s bei 95°C
60 s bei 55°C 19 Zyklen
6 bzw. 9 min bei 65-68°C bei -10GTA/GTB bzw. P-Dimer
6 bzw. 9 min bei 65-68°C bei -10GTA/GTB bzw. P-Dimer
bis zur Entnahme bei 4°C
Die Ansdtze wurden anschlieflend fiir 1 h mit Dpn I bei 37°C behandelt und danach
bei -20°C gelagert. Die Hybridisierungstemperatur wurde an die jeweiligen

Schmelztemperaturen der Primer angepasst.

Herstellung von LB-Agarplatten mit Ampicillin

Fiir 500 mL LB-Agar wurden 5 g Trypton, 2,5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl und 7,5 g Agar
mit H20 aufgefiillt und autoklaviert. Nach dem Abkiihlen des Mediums auf etwa 50°C
wurde 100 pg/ml Ampicillin hinzugefiigt und die Platten unter der Sterilbank gegossen.
Die LB-Agarplatten wurden bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.

Herstellung von elektrokompetenten Zellen

Die Transformation der E. coli Zellen mit dem Plasmid erfolgte mittels
Elektroporation. Hierfiir wurden elektrokompetente E. coli DH5a, BL21 und BL21 (DE3)
Zellen bendtigt. Je 5 mL SOB-Medium (ohne MgClz) (Tabelle 3.1) wurden mit dem
jeweiligen Bakterienstamm inokuliert und tiber Nacht bei 37°C und 200 rpm inkubiert.
250 mL SOB-Medium (mit MgCl.) wurden mit der Uber-Nacht-Kultur angeimpft und
bei 37°C und 200 rpm bis zu einer ODew von 0,6-0,8 wachsen gelassen. Alle folgenden
Schritte erfolgten auf Eis, um die Stoffwechselaktivitdt der Bakterien herabzusetzen. Die
Zellen wurden 10 min bei 2600xg und 4°C in sterilen 50 mL-Rohrchen zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und in 250 mL kaltem 10%igen Glycerin resuspendiert, um die
Ionenstarke herabzusetzen. Nach erneuter Zentrifugation fiir 10 min bei 2600xg und 4°C,

wurde dieser Vorgang mit 100 mL 10%igem Glycerin wiederholt. AnschliefSfend wurden
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die Pellets vereinigt (Volumen ca. 1,5 mL), je 100 pL in sterile 1,5 mL-Reaktionsgeféafie

aliquotiert und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die kompetenten Zellen

wurden bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

Tabelle 3.1: Verwendete Vollmedien

Medium f.c.

Substanz

Super Optimal Broth (SOB)-Medium, pH 7 20 g/L
5¢g/L

0,5 g/L

2,5mM

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

KCl

Sterile Zugabe direkt vor Verwendung:

10 mM

SOB mit Katabolit-Inhibierung 100%
(SOC)-Medium 20 mM

Lysogeny Broth (LB)-Medium 10 g/L
5¢g/L
10 g/L

Terrific Broth (TB)-Medium 13,2 g/L
26,4 g/L

4,4 mL

6 g/L

3g/L

1g/L

0,5g/L

MgCl2

SOB-Medium

Glucose

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

Trypton
Hefeextrakt
Glycerin
Na:HPOs
KH2POs
NH4Cl
NaCl

Sterile Zugabe direkt vor Verwendung:

1 mM
1mM

5 mg/mL
0,2%

0,4%

100 pg/mL

MgCl2

CaClz

Thiamin
Glucose
Casaminosauren

Ampicillin
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Bakterientransformation mittels Elektroporation

Die Elektroporation ist im Vergleich zur Transformation mittels Hitzeschock
effektiver und vor allem fiir Plasmide >5000 bp gut geeignet. In einem ersten Schritt
erfolgt die Transformation von DH5a Zellen mit dem durch die PCR erhaltenen
Produkt. Wenn die Klone das korrekte Plasmid trugen, wurden BL21-Zellen (bei -
10GTA und -10GTB) bzw. BL21 (DE3) (beim P-Dimeren) mit diesen Plasmiden
transformiert.

Fiir die Elektroporation wurden 3 oder 6 pl des PCR-Produkts bzw. 0,5 uL einer
gereinigten 5 ng/uL Plasmidlosung zu den aufgetauten elektrokompetenten Zellen
gegeben und in eine gekiihlte Elektroporationskiivette tiberfiihrt. Die Elektroporation
erfolgte bei 400 Q, 25 uF und 1,75 kV. Anschlieffend wurden die Zellen mit 1 mL SOC-
Medium (Tabelle 3.1) aus der Kiivette in ein steriles 1,5 mL-Rektionsgefafs tiberfiihrt und
fiir 1 h bei 37°C schiittelnd inkubiert. Nach einer 30 s Abtrennung bei 12000xg wurden
die Zellen in 200 pL LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin resuspendiert. Je 50 bzw. 100
uL dieser Suspension wurden auf LB-Agarplatten mit Ampicillin ausgestrichen und

uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Anlegen von Glycerinkulturen

Um Klone {iiber einen ldngeren Zeitraum verwenden zu konnen, werden
Glycerinkulturen angelegt und bei -80°C gelagert. Dabei ist es wichtig, dass diese nicht
auftauen, da es beim Auftauen zum Verlust des Plasmids kommen kann.

Zum Anlegen einer Glycerinkultur wurden 1-3 isolierte Klone einer LB-Agarplatte
gepickt und in 5-10 mL LB-Medium mit 100 ug/mL Ampicillin bei 37°C und 200 rpm bis
zur Triibung des Mediums inkubiert. Anschlieffend wurde die Bakteriensuspension mit
f.c. 15% Glycerin versetzt und in Cryorchrchen in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

Die Klone erhielten fiir die institutseigene Dokumentation folgende Nummerierung;:

-10 GTA #171 - V184l #172 - V212A #173 — V3511
-10 GTB #117 - M189A #118 - M191A #135 - M189V
#136 — M186A #177 — M288A #178 — M142A
P-Dimere #174 — 1231V #175 - 1330V #176 — 1509V
Sequenzierung

Um sicherzustellen, dass es sich bei den verwendeten Klonen um die gewiinschte

Mutante handelt, wurde das mittels Plasmidpraparation isolierte Plasmid bei der Firma
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Eurofins Genomics bzw. LGC Genomics sequenziert. Die verwendeten Primer sind im

Anhang (Tabelle 7.4) zu finden. Die Auswertung erfolgte mittels GENtle 1.9.4.

3.2 Prdparation rekombinanter GTA und GTB

In dieser Arbeit wurden die Enzyme GTA und GTB rekombinant hergestellt. Des
Weiteren wurden diverse Mutanten der GTA (V184I, V212A, V351I), sowie GTB
(M186A, M189A/V, M191A, M142A, M288A) fiir Zuordnungsexperimente synthetisiert.

3.2.1 Plasmid und Bakterienstamm

Fiir die Synthese der katalytischen Doméne von GTA und GTB wurde das Plasmid
pCWAlac verwendet. Das Plasmid tragt u.a. ein Gen mit Ampicillinresistenz und einen
lac-Promotor fiir die Induktion mit IPTG. Das codonoptimierte Gen der -10GTA
und -10GTB wurde von Marcus et al. in das Plasmid kloniert (Marcus et al., 2003) und
ist durch die Restriktionsschnittstellen EcoRI und Hindlll flankiert. Das Gen kodiert fiir
die Aminosduren 63-354 der natiirlich vorkommenden GTA bzw. GTB. Auf die
cytosolische Domaéne, die Membrandoméane und 10 Aminosduren der Stammregion
wurde dabei verzichtet, um das Enzym in l6slicher Form zu synthetisieren und die
Stabilitat und Aktivitdt zu verbessern. Aufgrund der Klonierung weist das Protein N-
terminal noch die Aminosduren M-A-I-G-E-F auf. Auf dem jeweiligen Plasmid
der -10GTA bzw. -10GTB beruhen die eingebrachten Punktmutationen (siehe 3.1). Als
Expressionsstamm wurde E. coli BL21 von Novagen verwendet. In dieser Arbeit wurde
nur mit den -10 Varianten der Enzyme gearbeitet, weshalb sie im Folgenden vereinfacht
als GTA und GTB bezeichnet werden.

3.2.2 Proteinbiosynthese

Fur Struktur- und Dynamikmessungen waren unterschiedliche
Isotopenmarkierungen erforderlich. GTA wurde [U-?H, *NJ; [U-°H, {Arg-'>N}]; [U-?H,
{Met-*N}]; [U-2H,*C,5N]; [U-2H, {Iled1-®CHs}] und [U-2H, {Iled1-*CHs}, {Leudl/2-
13CHs}, {Valy1/2-3CHs}] hergestellt. GTB wurde mit einer [U-?H, {Metf,y->CHz}, {Metel-
13CHs}]-Markierung hergestellt. Im Folgenden werden die Seitenkettenmarkierungen als
Ile-GTA, ILV-GTA und Met-GTB bezeichnet. Einige Mutanten (Met-M189V-GTB, Met-
M142A-GTB, V-V184I-GTA, V-V212A-GTA) wurden in H20 synthetisiert, aufgrund von

zu geringen Ausbeuten und da fiir einige NMR-Experimente eine Deuterierung nicht
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erforderlich war. Die isotopenmarkierte Proteinbiosynthese erfolgte nach dem Protokoll
von Tugarinov et al. (Tugarinov et al., 2006). Fiir die STD-NMR Experimente war

weiterhin die Herstellung von unmarkierter GTA erforderlich.

Kulturmedien

Um einen moglichst hohen Deuterierungsgrad zu erreichen, wurden die Salze und
Puffer vor Verwendung in D20 (99,85%) gelost und 1-2x lyophilisiert. Danach wurden
die Substanzen in D20 aufgenommen und bei -20°C gelagert. Die verwendeten Puffer
wurden erst in H20 gel6st, der pH auf 6,7 bei 25°C eingestellt, anschliefSend lyophilisiert
und 1-2x in D20 gelost und erneut lyophilisiert. Die Vitaminlosung in D20 wurde selbst
angesetzt (Tabelle 3.2). Fiir die Proteinbiosynthese in H2O wurden alle Losungen in
Wasser angesetzt und die Minimalmedien entsprechend angepasst (siehe Tabelle 3.4).

Fiir die selektive Markierung der 01-Methylgruppe von Isoleucin wurde 2-Keto-3-d2-
4-3C-butyrat verwendet. Dies wurde aus 2-Keto-4-'*C-butyrat hergestellt, wobei die
Protonen an Position 3 durch Deuteronen ausgetauscht wurden. Hierfiir wurden 60 mg
2-Keto-4-13C-butyrat in 200 mL D20 mit 0,57 g KH2POu gelost und der pH Wert mit
NaOD auf 10,5 eingestellt. Die Losung wurde iiber Nacht bei 45°C inkubiert. Am
ndchsten Tag wurde die Deuterierung mit einem 'H-NMR-Spektrum iiberpriift. Es
wurden 1,2 g Na2HPOs x 2H2O zugegeben und der pH auf 7,4 eingestellt. Bis zur
Verwendung wurde die Substanz bei -20°C gelagert.

2-Keto-3-methyl-ds-3-di-4-C-butyrat ist der Vorldaufer fiir die spezifische *C-
Markierung der Methylgruppen Leudl/2 und Valyl/2. Es wird je eine der beiden
Methylgruppen isotopenmarkiert. Da die beiden Methylgruppen in der Nahe eines
Chiralitatszentrums liegen, sind sie magnetisch nicht aquivalent und geben beide je ein
Signal im 'H,*C-Methyl-TROSY-Spektrum. Durch die Zugabe von deuteriertem Leucin-
d1, kann die Leud1/2-Markierung reduziert werden, sodass nur noch isotopenmarkierte
Valy1/2 Methylgruppen detektierbar sind.

Durch die Zugabe von L-Arginin (**N) oder L-Methionin (**N) wird nur die jeweilige
Aminosaure '"N-markiert. L-Methionin (methyl-*C) wurde fiir die Isotopenmarkierung
des Methylgruppen-Kohlenstoffes ¢ von Methionin verwendet.

Die Minimalmedien wurden wie in Tabelle 3.3 und Tabelle 3.4 beschreiben angesetzt
und mit einem 0,22 um Filter steril filtriert. Fiir die Proteinriickgrat-Markierung wurden
500 mL bzw. 1000 mL fir die [U-2H3C5N]-GTA Probe und fir die

Seitenkettenmarkierung 100-500 mL Medium verwendet.
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Tabelle 3.2: Zusammensetzung der Vitaminlésung in D20

Zusammensetzung

Riboflavin (Vitamin B2)

D-Biotin (Vitamin B7 oder H)
Cholinchlorid

Folsaure (Vitamin B9, B11 oder M)
Nicotinamid (Vitamin B3)
D-Pantothensdure (Vitamin B5)
Pyridoxal x HCl (Vitamin B6)
Cobalamin (Vitamin B12)

myo-Inositol

0,01 g/L
0,1g/L
0,1¢g/L
0,1¢g/L
0,1g/L
0,1¢g/L
0,1g/L
0,1g/L
0,2 g/L

Tabelle 3.3: Verwendete Minimalmedien fiir die GTA Proteinriickgrat-Markierung in D:0.

Zusammensetzung [U-2H,5N] [U-?H, {Arg-"*N}] bzw. [U-2H,3C,>N]
[U-2H, {Met-">N}]
Eco E.coliOD 2D - 20% v/v -
Eco E. coli OD 2 DN 20% v/v - -
Eco E. coli OD 2 CDN - - 20% v/v
Na:HPO: 6 g/L 6 g/L 6 g/L
KH2POs 3g/L 3g/L 3g/L
NaCl 1g/L 1g/L 1g/L
NH.Cl 1g/L - 1g/L
4NH.CI - 1g/L -
MgClz 1 mM 1 mM 1 mM
CaClz 0,1 mM 0,1 mM 0,1 mM
MgSOs 4 mM 4 mM 4 mM
[U-2H]-Glucose 2g/L 2g/L -
[U-2H,3C]-Glucose - - 2¢g/L
Thiamin 20 pg/mL 20 pg/mL 20 pg/mL
Vitaminlosung 1x 1x 1x
Ampicillin 100 pg/mL 100 pg/mL 100 pg/mL
Zugabe je nach Isotopenmarkierung und 1 h vor Induktion mit IPTG:
L-Arginin (**N) 400 mg/L
L-Methionin (**N) 250 mg/L
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Tabelle 3.4: Verwendete Minimalmedien fiir die jeweilige Methylgruppen-Markierung in

D20 bzw. H20 der GTA bzw. GTB.

Ilebzw. Met-GTB  Met-GTB  V-V184I- LV-V351I-

ILV-GTA (D20) (H20) bzw. GTA

Zusammensetzung (D20) V212A- (D0)
GTA
(H0)

Eco E. coliOD 2 D 20% v/v 20% v/v - - 20% v/v
Na:HPOs 6 g/L 6 g/L 6 g/L 6 g/L 6 g/L
KH2POs 3g/L 3g/L 3g/L 3g/L 3g/L
NaCl 1¢g/L 1¢g/L 1g/L 1g/L 1g/L
4NH4Cl 1¢g/L 1¢g/L 1g/L 1g/L 1g/L
MgClz 1 mM 1 mM 1mM 1 mM 1 mM
CaCl2 0,1 mM 0,1 mM 0,1 mM 0,1 mM 0,1 mM
MgSOs 4 mM 4 mM 4 mM 4 mM 4 mM
Glucose - - 2g/L 2¢g/L -
[U-2H]-Glucose 2g/L 2g/L - - 2¢g/L
Glycerin - - 0,4% 0,4% -
Thiamin 20 ug/mL 20 pg/mL 20 pg/mL 20 pg/mL 20 pg/mL
100x Vitamin- 1x 1x - - 1x
16sung (D:0)
BME 100x Vitamin- - - 1x 1x -
l6sung (H20)
Ampicillin 100 pg/mL 100 pug/mL 100 ug/mL 100 ug/mL 100 pug/mL
Zugabe je nach Markierung und 1 h vor Induktion mit IPTG:
2-Keto-3-d»-4-13C- 60 mg/L - - - -
butyrat
2-Keto-3-methyl- 120 mg/L - -  120mg/L 120 mg/L
ds-3-di-4-13C
butyrat
L-Methionin - 200mg/L 200 mg/L - -
(methyl-3C)
Leucin-dio - - - 40 mg/L -
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Unmarkierte Proteinbiosynthese

Die unmarkierte Proteinbiosynthese fand in einem speziell fiir GTA und GTB
optimierten TB-Medium statt (Tabelle 3.1). 40 mL TB-Medium wurden mit der
entsprechenden E. coli Glycerinkultur versetzt. Die Inkubation der Bakterienlosung fand
durchgehend bei 30°C und 200 rpm statt. Am nachsten Tag wurde 1 L TB-Medium mit
der Ubernachtkultur auf eine ODsoo von 0,1 angeimpft. Sobald die Bakteriensuspension
eine ODeoo von 0,6-0,8 erreicht hatte, wurde die Proteiniiberexpression mit 1 mM IPTG
induziert. Nach ca. 20 h wurden die Zellen bei 4°C und 5000 rpm geerntet und das Pellet
bei -20°C bis zur Verwendung gelagert.

Isotopenmarkierte Proteinbiosynthese

Die Proteinbiosynthese isotopenmarkierter Proteine erfolgte am Institut fiir Chemie
nach dem Protokoll von Marley et al. (Marley et al., 2001). Um den Deuterierungsgrad
zu erhohen wurde ein weiteres Protokoll von Tugarinov (Tugarinov et al., 2006) in
Zusammenarbeit mit L.L. Grimm getestet. Dies lieferte vergleichbare Ausbeuten bei
einem deutlich verbesserten Deuterierungsgrad (Grimm, 2015). In dieser Arbeit fand
daher die Proteinbiosynthese basierend auf dem Protokoll von Tugarinov (Tugarinov et
al., 2006) statt. Die Proteinbiosynthese in H-O erfolgte analog.

Fiir die Proteinbiosynthese wurden 40 mL TB-Medium (Tabelle 3.1) mit dem
entsprechenden Klon inokuliert und tiber Nacht inkubiert. Alle Inkubationsschritte
wurden bei 37°C und 200 rpm durchgefithrt. Um 10mL des verwendeten
Minimalmediums (Tabelle 3,4) mit einer ODew von 0,1 anzuimpfen, wurde eine
entsprechende Menge der Ubernachtkultur bei 1200xg fiir 10 min bei RT zentrifugiert.
Das Wachstum der Starterkultur erfolgte bis zu einer ODeoo von 0,6. Anschliefsend wurde
die Bakteriensuspension zentrifugiert und in 10% des finalen Minimalmedium-
Volumens (bei einer 500 mL Kultur, also in 50 mL Minimalmedium) resuspendiert,
sodass die ODsw 0,1 betrug. Die Inkubation fand bis zu einer ODso von 0,4-0,5 statt. Die
Bakteriensuspension wurde auf 20% des finalen Volumens mit Minimalmedium
verdiinnt (hier 100 mL) und weiter inkubiert bis zu einer ODeoo von 0,4-0,5. Die Kulturen
fiir die Proteinriickgrat-Markierung wurden anschlieffend auf das finale Volumen
verdiinnt. Die Kulturen mit Ile-Seitenkettenmarkierung wurden auf 80% (400 mL)
verdinnt und alle anderen auf ca. 95%. Nach der Inkubation bis zu einer ODeoo von 0,25
wurde der jeweilige Vorldaufer zugegeben. Der Vorlaufer fiir die Isoleucin-Markierung
2-Keto-3-d2-4-1*C-butyrat liegt, wie weiter oben beschrieben, bereits in Losung vor, alle

anderen Vorldaufer wurden im restlichen Minimalmedium gelost. Die Kulturen wurden
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ca. 1 h bis zu ODsoo 0,3-0,4 inkubiert. Nach Induktion mit 1 mM IPTG und einer erneuten
Zugabe von 250 uL Ampicillin wurden die Zellen weiter tiber Nacht inkubiert und nach
maximal 20 h bei 5000xg, 4°C fiir 15 min geerntet. Die Lagerung bis zur Verwendung
erfolgte bei -20°C.

3.2.3 Proteinreinigung

Die Proteinreinigung aus den Bakterienzellen wurde nach dem speziell fiir die GTA
und GTB entwickelten Protokoll durchgefiihrt (Seto et al, 1997). Nach dem
Zellaufschluss erfolgten eine Kationenaustauschchromatographie und anschliefSend
eine UDP-Hexanolamin-Affinitdtschromatographie. Die einzelnen Schritte wurden mit

Hilfe des AKTA-Systems durchgefiihrt und fanden bei 4°C statt.

Reinigungspuffer
Die verwendeten Reinigungspuffer (Tabelle 3.5) wurden in H2O angesetzt. Das
Reduktionsmittel wurde erst kurz vor Gebrauch zugegeben. Die im AKTA-System

verwendeten Puffer wurden vor Gebrauch mit einem 0,45 uM Filter filtriert und entgast.

Tabelle 3.5: Reinigungspuffer der GTA und GTB

Reinigungspuffer f.c. Substanz
Resuspensionspuffer 50 mM MOPS, pH 6,7
1mM EDTA
1mM DTT

1 Proteaseinhibitortablette auf 50 mL

SP-Sepharose-Waschpuffer 50 mM MOPS, pH 6,7
1mM DIT

SP-Sepharose-Elutionspuffer 50 mM MOPS, pH 6,7
500 mM NaCl
1mM DTT

UDP-Hexanolamin- 50 mM MOPS, pH 6,7
Waschpuffer 500 mM NaCl

1mM DTT

5mM MnClz
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UDP-Hexanolamin- 50 mM MOPS, pH 6,7
Elutionspuffer 500 mM NaCl

8 mM UDP

1mM DTT

5mM MnCl

Dialyse-Puffer I 25 mM Na:HPOs/NaH2POs, pH 6,7
1mM 2-Mercaptoethanol
5mM MgCL

Dialyse-Puffer II 50 mM MOPS, pH 6,7
25 mM NaCl
1mM DTT
5mM MnCl

Zellaufschluss

Die Zellen wurden langsam aus Eis aufgetaut und im Resuspensionspuffer
resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte zweimal bei einem Druck von 1200 psi mit
Hilfe einer French Press. Anschlieffend wurde die Suspension bei 110.000xg und 4°C fiir
1 h ultrazentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einem 0,8 uM Filter filtriert und das

Protein daraus gereinigt.

Kationenaustauschchromatographie

Der erste Schritt der Proteinreinigung erfolgte mittels des starken
Kationenaustauschers SP-Sepharose. GTA und GTB besitzen einen theoretischen pl von
8,27 und sind unter den gegeben Pufferbedingungen (pH 6,7 bei 25°C) positiv geladen.
Sie binden somit an die negativ geladenen Sulfopropylgruppen der Sepharosematrix.
Die Elution erfolgte durch Erhéhung der Ionenstarke.

Eine Saule wurde mit 70 mL SP-Sepharose gepackt und mit 1-2 Sdulenvolumina erst
in H20 und dann in SP-Sepharose-Waschpuffer dquilibriert. Alle Schritte am AKTA-
System fanden mit einer Flussrate von 1 mL/min statt. Wenn der Druck im AKTA-
System 0,57 MPa {iiberstieg, wurde die Flussrate auf 0,4 mL/min reduziert. Die Saule
wird 3x mit dem Zelllysat im Kreislauf beladen. Anschlieffend wurde die Saule mit SP-

Sepharose-Waschpuffer bis zu einer konstanten Absorption bei 280 nm gespiilt. Die
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gebundenen Proteine wurden durch den SP-Sepharose-Elutionspuffer eluiert. Das Eluat
wurde in 10 mL Fraktionen gesammelt. Mit Hilfe des qualitativen Bradford-Tests (siehe
3.4.2) wurden die Fraktionen bestimmt, welche Protein enthielten. Diese Fraktionen
wurden vereinigt, mit 5 mM MnCl: versetzt und mittels Affinitadtschromatographie
weiter gereinigt.

Nach jeder Benutzung wurde das Sdulenmaterial regeneriert. Dafiir wurde es
nacheinander mit drei Sdulenvolumina der folgenden Substanzen gewaschen: 8 M
Harnstoff, H-O, 2 M NaCl, H2O, 1 M NaOH, H:O, 30 % Isopropanol, H20, 30 % Ethanol.
Die Lagerung des Sdulenmaterials erfolgte in 30% Ethanol bei 4°C.

Affinititschromatographie mit UDP-Hexanolamin-Sepharose

Im zweiten Schritt der Reinigung wurde die spezifische Bindung von GTA und GTB
an UDP in Anwesenheit von Mn? ausgenutzt. Als Saulenmaterial dient UDP-
Hexanolamin-Sepharose. Die Elution erfolgte mittels UDP im Laufpuffer.

Die Saule wurde mit 10-15 mL UDP-Hexanolamin-Sepharose gepackt und mit
5-6 Sdulenvolumina UDP-Hexanolamin-Waschpuffer 4dquilibriert. Die Flussrate
wiahrend des gesamten Laufes lag bei 0,4 ml/min bzw. bei 0,1 ml/min, wenn der
Systemdruck einen Wert von 0,32 MPa tiberschritten hat. Nach dem Beladen der Saule
mit den vereinigten Elutionsfraktionen aus der Kationenaustauschchromatographie,
wurde die Sdule mit UDP-Hexanolamin-Waschpuffer bis zu einer konstanten
Absorption bei 280 nm gewaschen. Die Elution von GTA bzw. GTB erfolgte mit UDP-
Hexanolamin-Elutionspuffer. Es wurden 4 mL-Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen,
welche Protein enthielten, wurden anhand eines qualitativen Bradford-Test (siehe 3.4.2)
ermittelt und vereinigt.

Nach jeder Benutzung wurde das Saulenmaterial regeneriert. Dafiir wurde es
nacheinander mit je 10-20 Saulenvolumina in folgender Reihenfolge gewaschen: H-0,
8 M Harnstoff, H20 und 30 % Ethanol. Die Lagerung des Saulenmaterials erfolgte bei
4°C in 30 % Ethanol.

Dialyse

Die vereinigten Fraktionen wurden gegen Dialyse-Puffer I bzw. II dialysiert um
uberschiissiges UDP aus den Proteinlosungen zu entfernen und ggf. einen
Pufferwechsel durchzufiihren.

Der Dialyseschlauch bzw. eine Slide-a-Lyzer-Kassette mit einer Ausschlussgrofie von

10 kDa wurden im Dialyse-Puffer dquilibriert. Bei der Dialyse gegen Dialyse-Puffer I
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(Tabelle 3.5) wurde die Proteinldsung vorher mit 10 mM EDTA versetzt, um Mn?-Ionen
zu komplexieren. Die Dialyse erfolgte 2x fiir 24 h gegen 4 L des jeweiligen Puffers bei
4°C. Die Proteinproben wurden anschliefSend bei 4°C gelagert.

3.3 Prdparation von P-Dimeren des humanen Norovirus GII.4

Saga

Neben den Glycosyltransferasen wurden in dieser Arbeit auch die P-Dimere des
humanen Norovirus GIL4 Saga untersucht. P-Dimere sind mafsgeblich an der Bindung
des Virus an die Wirtszelle beteiligt. Die Proteindynamik im ps-ms Bereich in
Abhiangigkeit von gebundener Fucose wurde anhand von RD Experimenten untersucht.
Des Weiteren wurden Zuordnungsexperimente mittels paramagnetischer Substanzen
durchgefiihrt.

Die P-Dimere wurden rekombinant [U-2H,N, {Iled1-*CHs}, {Valy1/2-13CHs}]-
isotopenmarkiert hergestellt. Sie werden im Folgenden nur noch als IV-P-Dimere
bezeichnet. Weiterhin wurden drei Mutanten (I231V, 330V und I509V) fiir

Zuordnungsexperimente in H>O mit {Iled1-*CHs}-Markierung synthetisiert.

3.3.1 Plasmid und Bakterienstamm

Das codonoptimierte Gen der P-Dimere (Aminosduren 224-539 der P-Domaéne des
VP1-Kapsid, GenBank Nummer AB447457) wurde in das Plasmid pMalc2X kloniert. N-
terminal befindet sich zusatzlich das Gen fiir das Maltose-Bindungsprotein (MBP) und
eine Asparagin-reiche Region, um die Proteinldslichkeit zu erhohen, sowie zwei Poly-
Histidin Bereiche (His-Tag), fiir eine effiziente Bindung an das NiNTA-Saulenmaterial.
Anschlieflend folgt eine HRV-3C Spaltstelle, um dieses Konstrukt wieder abzutrennen,
sodass am Ende nur die P-Dimere isoliert werden konnen. Das Plasmid tragt weiterhin
ein Gen mit Ampicillinresistenz und einen lac-Promotor fiir die Induktion mit IPTG.
E. coli BL21 (DE3) Zellen wurden mit dem Plasmid transformiert. Die Punktmutationen

wurden ausgehend von diesem Plasmid eingebracht.
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3.3.2 Isotopenmarkierte Proteinbiosynthese

Kulturmedien

Die Herstellung der deuterierten Losungen und von 2-Keto-3-d2-4-*C-butyrat wurde,

wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben, durchgefiihrt. Die Minimalmedien wurden wie in

Tabelle 3.6 beschrieben angesetzt und mit einem 0,22 um Filter steril filtriert.

Tabelle 3.6: Verwendete Minimalmedien fiir die Methylgruppen-Markierung in D:0 bzw.

H:0 bei P-Dimeren.

Zusammensetzung

IV-P-Dimere (D20)

[-12231V, 1330V,
I509V-P-Dimere

(H:0)
Eco E. coli OD 2 DN 20% v/v -
Na:HPO: 6 g/L 6 g/L
KH2POs 3g/L 3g/L
NaCl 1¢g/L 1g/L
SNH.Cl 1g/L -
4NH.4Cl - 1g/L
MgClz 1 mM 1 mM
CaClz 0,1 mM 0,1 mM
MgSOs 4 mM 4 mM
Glucose - 2¢g/L
[U-2H]-Glucose 2¢g/L -
Glycerin - 0,4%
Thiamin 20 pug/mL 20 ug/mL
100x Vitaminlosung (D20) 1x -
BME 100x Vitaminl6sung (H20) - 1x
Ampicillin 100 pg/mL 100 pg/mL
Zugabe 1 h vor Induktion mit IPTG:
2-Keto-3-d2-4-3C-butyrat 60 mg/L 60 mg/L
2-Keto-3-methyl-ds-3-d1-4-1*C-butyrat 120 mg/L -
Leucin-dio 40 mg/L -

Isotopenmarkierte Proteinbiosynthese

Die isotopenmarkierte Proteinbiosynthese der P-Dimere fand wie fiir GTA und GTB

in Kapitel 3.2.2 beschrieben statt. Nach der Zugabe der jeweiligen Vorldufer fiir die
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spezifische Methylgruppenmarkierung und dem Wachstum bis zu einer ODew von 0,3-
0,4 wurde die Bakteriensuspension jedoch fiir 15 min auf Eis abgekiihlt. AnschliefSend
erfolgte die Induktion mit 1 mM IPTG. Die weitere Inkubation fand bei 16°C und
200 rpm statt, bis die Zellen sich in der stationdren Phase befanden, was nach ca. 72 h
eintrat. Alle 24 h wurde erneut 100 pg/mL Ampicillin zugegeben. Nach der Ernte bei
5000 rpm und 4°C wurden die Zellen bis zur Reinigung bei -20°C gelagert.

3.3.3 Proteinreinigung

Die Reinigung der P-Dimere erfolgte in drei Schritten. Nach der Zelllyse wurde eine
NiNTA-Affinitaitschromatographie durchgefiihrt. Der His-Tag und das MBP wurden
anschlieflend durch die HRV-3C Protease von den P-Dimeren getrennt. Eine weitere
NiNTA-Affinitaitschromatographie wurde durchgefiihrt, wobei der Durchfluss
aufgefangen wurde und mittels Grofienausschlusschromatographie weiter gereinigt
wurde. Die NiNTA-Affinitdtschromatographie fand im Batchverfahren im Kiihlraum

statt. Fiir die Groenausschlusschromatographie wurde das AKTA-System verwendet.

Tabelle 3.7: Reinigungspuffer fiir P-Dimere

Reinigungspuffer Konzentration Substanz
PBS 8 g/L NaCl
0,2 g/L KCl

1,78 g/ Na2HPOs x 12 H.0
0,24 g/L. KH2POs
pH 7,4 mit NaOH eingestellt

10 mM-Imidazolpuffer 20mM TRIS, pH 7,4
200 mM NacCl
10 mM Imidazol

20 mM-Imidazolpuffer 20 mM TRIS, pH 7,4
200 mM NaCl
20 mM Imidazol

50 mM-Imidazolpuffer 20 mM TRIS, pH 7,4

200 mM NacCl
50 mM Imidazol
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250 mM-Imidazolpuffer 20 mM TRIS, pH 7,4
200 mM NaCl
250 mM Imidazol

500 mM-Imidazolpuffer 20mM TRIS, pH 7,4
200 mM NaCl
500 mM Imidazol

GF-Puffer 25mM TRIS, pH 7,4
300 mM NaCl

Zellaufschluss

Das Zellpellet wurde nach dem Auftauen in 15 mL PBS gelost und pro Gramm
Bakterienpellet folgende Losungen zugegeben: 4 uL von 1 mg/mL Aprotinin, 4 uL von
1 mg/mL Leupeptin, 25 uL von 10 mg/mL Hiihnereiweif$ Lysozym und 0,1 puL von
25 U/uL Benzonase. Die Bakteriensuspension wurde 30 min bei 4°C rollend inkubiert
und anschlieflend mittels French Press bei 1200 psi aufgeschlossen. Die Suspension

wurde fiir 1 h und 4°C und 125.000xg ultrazentrifugiert.

NiNTA-Affinititschromatographie

Circa 4 mL des NiNTA Saulenmaterials wurden in PBS dquilibriert und anschlieflend
fiir 1 h mit dem proteinhaltigen Uberstand nach der Ultrazentrifugation bei 4°C rollend
inkubiert. Die Suspension wurde in eine 40 mL-Qiagen-Saule tiberfiihrt, der Durchfluss
aufgefangen und mit einem Sdulenvolumen 10 mM-, 20 mM- und 50 mM-
Imidazolpuffer gewaschen. Die Elution des P-Dimer Konstruktes fand mit 20 mL
250 mM-Imidazolpuffer statt. Anschliefend wurde mit 10 mL 500 mM-Imidazolpuffer
gewaschen, um das restliche gebundene Protein zu eluieren. Die Proteinkonzentration
der Eluate wurde spektralphotometrisch bei 280 nm bestimmt (siehe 3.4.2) Die Eluate
wurden vereinigt und iiber Nacht gegen 2 L 10 mM-Imidazolpuffer in einem
Dialyseschlauch mit einer Ausschlussgrofie von 10 kDa dialysiert. Die Saule wurde
anschlieflend mit einem Sdulenvolumen 500 mM- und zwei Sdulenvolumen 10 mM-
Imidazolpuffer gewaschen. Nach jedem Schritt wurden Proben genommen, die am
folgenden Tag mittels SDS-PAGE (siehe 3.4.1) analysiert wurden. Anhand der

Verunreinigungen im Gel und der Konzentrationsbestimmung der Eluate wurde die
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Menge an Fusionsprotein abgeschatzt und die HRV-3C Protease im Verhaltnis 1:300-
1:400 zugegeben. Zusitzlich wurden zweimal 28 mM DTT zugegeben um die
Spaltungseffektivitat zu erhohen. Die Spaltung erfolgte iiber Nacht bei 4°C rollend und
wurde am ndchsten Tag mittels SDS-PAGE {iberpriift. Anschliefend wurde die
Proteinlosung erneut fiir 1 h mit dem NiNTA-Saulenmaterial inkubiert und in eine
Qiagensdule tiberfiihrt. Nach der HRV-3C-Spaltung band nur noch der His-Tag mit
MBP an das Saulenmaterial. Die P-Dimere befanden sich im Durchfluss. Dieser wurde
aufgefangen und die Saule mit 3x 5 mL 10 mM-Imidazolpuffer gewaschen. Das
Saulenmaterial wurde mit je einem Saulenvolumen 20 mM-, 50 mM-, 250 mM-, 500 mM-
und 10 mM-Imidazolpuffer regeneriert und anschliefiend in 30% Ethanol gelagert. Das
Eluat wurde auf ca. 3 mL konzentriert mit Hilfe von Amicon-Filtern mit einer
Ausschlussgrofie von 10 kDa. Die Proteinlésung wurde iiber Nacht gegen 2 L GF-Puffer

in einem Dialyseschlauch mit einer Ausschlussgrofie von 10 kDa dialysiert.

Grofienausschlusschromatographie

Die GréBenausschlusschromatographie wurde am AKTA-System durchgefiihrt.
Dafiir wurden die Puffer vor der Verwendung mit einem 0,45 um Filter filtriert und
entgast. Es wurde eine vorgepackte Saule (HiLoad 26/600 Superdex 75 prep grade von
GE Healthcare) verwendet, bestehend aus einer Matrix aus Dextran und hoch vernetzter
Agarose.

Die Sdule wurde mit einem Sdulenvolumen H20 gewaschen und anschliefiend in GF-
Puffer bis zu einer konstanten Basislinie bei 280 nm aquilibriert mit einer Flussrate von
2 mL/min. Das dialysierte Protein wurde mit Hilfe eines 5 mL-Loops mit einer Flussrate
von 0,5 mL/min aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte mit GF-Puffer bei einer Flussrate
von 0,5 ml/min. Die ersten 90 mL wurden separat gesammelt und die folgenden 80 mL
in 2,5 mL-Fraktionen. Mittels SDS-PAGE wurden die proteinhaltigen Fraktionen
bestimmt und anschliefiend vereinigt, konzentriert und umgepuffert. Die Konzentration
wurde spektroskopisch bestimmt. Die Saule wurde mit einem Saulenvolumen H>0 und

20% Ethanol gespiilt und darin bei 4 °C gelagert.

3.4 Proteinanalytik
Zur Uberpriifung der Reinheit und Qualitit der Proteine wurden verschiedene

Analysemethoden verwendet. Die Reinheit wurde mittels SDS-PAGE, die

Konzentration spektralphotometrisch mittels NanoDrop und dem Bradford-Test

59



Methoden

bestimmt. Die enzymatische Aktivitit von GTA und GTB wurde durch einen

radiochemischen Test ermittelt.

3.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ermoglicht die Auftrennung
von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht und ldsst so auch Riickschliisse auf das
Vorhandensein von Verunreinigungen in der Probe zu. Fiir die Untersuchungen von
GTA und GTB wurden Trenngele mit einem Polyacrylamidgehalt von 12% verwendet,
bei den P-Dimeren von 10%. Das Sammelgel hatte einen Polyacrylamidgehalt von 6%
(Tabelle 3.8) (Laemmli, 1970) . Die Proben wurden 1:1 mit reduzierendem bzw. nicht-
reduzierendem Probenpuffer (Tabelle 3.9) versetzt und fiir 15 min bei 85°C denaturiert.
Es wurden je 5-20 uL der jeweiligen Proben zusammen mit einem Proteinstandard (6,5-
200 kDa von Bio-Rad) aufgetragen. Die Kammer wurde mit Elektrodenpuffer (6 g/L Tris,
28,8 g/L Glycin und 1 g/L SDS) aufgefiillt. Die Auftrennung erfolgte im Sammelgel bei
80 V, im Trenngel bei 120-180 V. Anschliefend wurde das Gel 3x 10 min in HO
gewaschen und mit GelCode® Blue Stain Reagent gefarbt. Die Entfarbung erfolgte in
H:0. Das Gel wurde danach bei 80°C unter Vakuum fiir 2 h auf Filterpapier getrocknet.

Tabelle 3.8: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele. Die Zugabe von TEMED startet die

Polymerisation. Mengen reichen aus fiir 2 Gele.

SDS-Polyacrylamidgel: 12 %iges 10 %iges 6 Yiges
Trenngel Trenngel Sammelgel
Rotiphorese® Gel 30 (Bis- 4 mL 3,33 mL, 1'mL
Acrylamid/Acrylamid)
1,5 M TRIS (OH-Form), pH 6,8 - - 1,25 mL
1,5 M TRIS (OH-Form), pH 8,8 2,5mL 2,5mL -
H-0 3,2mL 3,87 mL 2,58 mL
10% SDS 100 pL 100 pL 50 puL
87% Glycerin 200 pL 200 pL 100 pL
20% Ammoniumpersulfat 50 uL. 50 pL. 25 uL
TEMED 10 pL 10 pL 10 pL
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Tabelle 3.9: Zusammensetzung der Probenpuffer nach Limmli.

Probenpuffer: 2x reduzierend 2x nicht-reduzierend
100% Glycerin 1,2 mL 1,2 mL
1,5 M TRIS (OH-Form), pH 6,8 1,2 mL 1,2 mL
10% SDS 3 mL 1,5mL
2-Mercaptoethanol 0,5 mL -
Bromphenolblau 10 mg 10 mg
Harnstoff 3g 3g
H0 ad 10 mL ad 10 mL

3.4.2 Proteinbestimmung

Spektroskopische Proteinbestimmung

Um die Konzentration von Proteinen zu bestimmen, wurde die UV-Spektroskopie
verwendet. Sie beruht auf dem Absorptionsmaximum der Aminosédure-Seitenketten von
Tryptophan, Tyrosin und Cystin bei 280 nm. Anhand der Absorption kann mittels des
Lambert-Beerschen Gesetzes (A = ¢ x ¢ x d, mit A = Absorption, € = molare Absorption,
¢ = Konzentration und d = Schichtdicke) die Konzentration bestimmt werden. ¢ ist eine
stoffspezifische Konstante und betrdgt fiir die P-Dimere 70820 M cm bei einem
Molekulargewicht von 72,65 kDa. Alternativ zur molaren Absorption kann auch der
Absorptionskoeffizient eingesetzt werden (Pace et al., 1995), welcher bei GTA und GTB
auf A3%) = 10 abgeschitzt werden kann (Sindhuwinata, 2007). GTA und GTB haben ein
Molekulargewicht von 34,6 kDa (Monomer). Um eine Vergleichbarkeit zwischen den
hier angegebenen Konzentrationen mit denen aus bereits verdffentlichten Daten zu
gewahrleisten, beziehen sich in dieser Arbeit alle GTA und GTB Konzentrationen auf
ein Monomer, die P-Dimer-Konzentrationen hingegen auf ein Dimer.

Die Absorptionsmessung erfolgte mindestens in Doppelbestimmung mit einem
NanoDrop ND 1000 Spektralphotometer. Zusatzlich zur Absorption bei 280 nm wurde
auch die Absorption bei 260 nm bestimmt, wodurch man die Verunreinigung mit DNA
abschadtzen kann. Wenn Aze/A2s0 = 0,6 kann von einer reinen Proteinprobe ausgegangen

werden.

Kolorimetrische Proteinbestimmung
Bei der Proteinbestimmung nach Bradford bindet der Farbstoff Coomassie-
Brillantblau G-250 an basische und aromatische Aminosaure-Seitenketten. Es kommt

dabei zu einer Verschiebung seines Absorptionsmaximums von 465 auf 595 nm
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(Bradford, 1976), welche mit bloffem Auge sichtbar ist. Dies wurde beim qualitativen
Bradford-Test ausgenutzt. Dafiir wurden 20 uL der Proben mit 200 uL Bradford-
Reagenz gemischt. Fand ein Farbumschlag von rot-braun zu blau statt, befand sich
Protein in der Losung.

Fiir den quantitativen Bradford-Test wurde zusatzlich ein Standardprotein benétigt,
welches zur Bestimmung einer Kalibriergerade genutzt wurde. Bei den
Glycosyltransferasen diente Bovines Gammaglobulin (BGG) als Standard. Die
Kalibriergerade bestand aus folgenden Konzentrationen: 100, 200, 300, 400 und
500 pg/mL. Die Proteinprobe wurde so verdiinnt, dass sie innerhalb der Standards lag.
Der Leerwert, die Standards und drei Kontrollen wurden in Doppelbestimmung, die
Proteinproben in Vierfachbestimmung gemessen. Dabei wurden je 10 pL Probe mit
200 pL Bradford-Reagenz in Mikrotiterplatten versetzt, fiir 15 min bei RT inkubiert und
anschliefSend die Extinktionen bei 630 nm gemessen. Anhand der Kalibriergerade wurde

der Proteingehalt bestimmt.

3.4.3 Aktivititstest fiir GTA und GTB

Die Aktivitdit von GTA und GTB wurde mit Hilfe eines radiochemischen Tests
bestimmt (Keshvara et al., 1992). Dabei wurde das uniform “C markierte N-
Acetylgalactosamin (GalNAc) von UDP-GalNAc bzw. die Galactose von UDP-Gal auf
den Akzeptor H-Disaccharid mit Octylspacer (HDis-octyl) tibertragen. Das entstandene
A- bzw. B-Trisaccharid band an eine C18-reversed-phase Saule in wassriger Umgebung
und konnte so vom nicht umgesetzten Donor getrennt werden. Die Menge des
gebildeten Produktes wurde mittels Fliissigszintillationszahlung bestimmt.

Die Proteinprobe wurde auf eine Konzentration von 300-500 ng/uL mit 1x A/B-Puffer
(siehe Tabelle 3.10) verdiinnt, sodass die am Ende gemessene Zerfallsrate unter 10 % der
maximalen Aktivitat (Amax) von ca. 50.000 dpm lag. 4 uL dieser Verdiinnung wurden mit
1 uL 10x A/B-Puffer und 5 pL des jeweiligen Stockmix gemischt, fiir 1 min bei 13.000 rpm
zentrifugiert und anschlieffend fiir 10 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 180 pL eiskaltem H:0 gestoppt. Die C18-reversed-phase Saulen wurden
wahrend der Inkubationszeit mit dreimal 2 mL Methanol und zweimal 2 mL Wasser
unter Vakuum gewaschen. Die Probe wurde anschlieffend auf die noch etwa 100 pl H.O
enthaltende Saule gegeben, unter Vakuum getrocknet und zweimal mit 2 mL H20
gewaschen. Das gebundene Produkt wurde dreimal mit 2mL Methanol in
Szintillationsrohrchen eluiert, mit 6 mL Szintillationsfliissigkeit Aquasafe 800 vermischt

und mit einem Fliissigszintillationszdhler vermessen.
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Anhand der erhaltenen Aktivitit (Aprbe in dpm) kann unter den gegeben
Bedingungen (Avecerwert = 100 dpm, Inkubationszeit t = 10 min, Vrrbe = 4 uL und
Nbonor= 2,66 nmol) die Volumenaktivitat (VA in U/mL) nach Gleichung 3.1 berechnet

werden.

VA = (Aprobe—ALeerwert)*NDonor Gleichung 31
(Amax—ALeerwert)*VProbe*t

Die Aktivitat von 1 U entspricht dabei der Umsetzung von 1 pmol des Donors pro
Minute durch das Enzym. Mit Hilfe der Volumenaktivitat und der Proteinkonzentration

konnte dann die spezifische Enzymaktivitat in U/mg bestimmt werden.

Tabelle 3.10: Puffer fiir Aktivititstest der GTA und GTB

Puffer Konzentration Stoffmenge Substanz
10x A/B-Puffer 500 mM MOPS (pH 7 bei 4°C)
200 mM MnClz
10 mg/ml BSA
GTA Stockmix (5 pL) 0,992 mM 4,96 nmol H-Disaccharid-octyl
0,454 mM 2,27 nmol UDP-GalNAc
0,077 mM 0,386 nmol UDP-[U-“C]-GalNAc
GTB Stockmix (5 pL) 0,992 mM 4,96 nmol H-Disaccharid-octyl
0,532 mM 2,66 nmol UDP-Gal
0,007 mM 0,067 nmol UDP-[U-“C]-Gal

3.5 NMR-Spektroskopie

Die Kernspinresonanzspektroskopie (Nuclear Magnetic Resonance, NMR) ist eine
wichtige biophysikalische Analysemethode zur Strukturanalyse von Molekiilen. Zwei
weitere grofie Anwendungsgebiete sind die Analyse von Ligandenbindung und die
Untersuchung der Molekiildynamik. Des Weiteren liefert die NMR-Spektroskopie aber
auch Informationen zur Kinetik und wird bei der Analyse von Metaboliten eingesetzt
(Claridge, 1999; Keeler, 2010).

In dieser Arbeit wurde die Struktur und Dynamik von GTA auf Proteinebene
untersucht, dafiir wurden Zuordnungsexperimente aufgenommen und der Einfluss von

Ligandenbindung auf Ti und T>-Zeiten untersucht. Aufgrund der Proteingrofse wurden
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des Weiteren die Methylgruppen der Isoleucine der GTA und die Methylgruppen der
Methionine der GTB isotopenmarkiert. Dabei wurde der Einfluss der Ligandenbindung
und die Dynamik im ps-ms-Bereich mittels Relaxations-Dispersions-Messungen
analysiert. Zusatzlich wurde das Prinzip des inversen Sattigungs-Transfers, also vom
Liganden auf die Methylgruppen der Isoleucine, Valine und Leucine der GTA etabliert.

Aufierdem wurden auch die Methylgruppen der Isoleucine, Valine und Leucine der
P-Dimere weiter charakterisiert. Die Dynamik der Methylgruppen im us-ms Bereich
wurde in Anwesenheit von verschiedenen Fucose-Konzentrationen analysiert. Die
Zuordnung der Isoleucin-Methylgruppen-Signale wurde mit Hilfe von Liganden
durchgefiihrt, welche ein paramagnetisches Metallion gebunden hatten.

Die NMR-Messungen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit einem Bruker
Avance AVIII 500 Spektrometer mit einem TCI-Kryoprobenkopf bei 298 K durchgefiihrt.
Ein Teil der Relaxations-Dispersions-Messungen wurde zusatzlich am Avance AVI 700
Spektrometer mit TXI-Kryoprobenkopf durchgefiihrt. Die Auswertung der Spektren
erfolgte mit Topspin 3.1. Die Zuordnungsexperimente wurden am Zentrum fiir
Biomolekulare Magnetresonanzspektroskopie der Goethe Universitdt Frankfurt an

einem 600 MHz-, 800 MHz- oder 950 MHz-Spektrometer durchgefiihrt und prozessiert.

3.5.1 Probenpriparation

Die nach der Reinigung erhaltenen Proteinproben mussten fiir NMR-Experimente
umgepuffert werden. Die Proben wurden mittels Ultrafiltration mit Amicon® Ultra
4 mL Filtern mit einer Ausschlussgrofie von 10 kDa bei 4°C und 3000xg umgepuffert.
Fiir Experimente am Proteinriickgrat wurden Puffer mit 10% D20 und 90% H20 (NMR-
Puffer I und II, siehe Tabelle 3.11) verwendet, fiir Seitenkettenexperimente wurden
vollstindig deuterierte Puffer verwendet (NMR-Puffer III und IV, siehe Tabelle 3.11).
Die Reinigungspuffer (siche Tabelle 3.5) von GTA und GTB enthielten 5 mM MnClL.
Mangan ist paramagnetisch und fiithrt zu ungewollten Linienverbreiterungen im NMR-
Spektrum. Um Mn?-Ionen vollstandig aus der Proteinldsung zu entfernen, wurde die
Proteinlosung zweimal mit einem EDTA-haltigen Puffer gespiilt. Anschliefiend erfolgte
die Umpufferung in den jeweiligen NMR-Puffer (Tabelle 3.11), solange bis die
Konzentration von ungewollten Substanzen, wie z.B. MOPS-Puffer oder EDTA nur noch
im nanomolaren-Bereich lag. Die Proteinkonzentration wurde spektralphotometrisch
(siehe 3.4.2) bestimmt.

Die Messung der Proben erfolgte in 3 mm NMR-Rohrchen mit einem Fiillvolumen

von 160 bis 180 uL, die Zuordnungsexperimente wurden in einem auf D20 optimierten
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5 mm Shigemi-Rohrchen durchgefiihrt. Alle GTA- und GTB-Proben enthielten 100 uM
TSP-d4, die P-Dimer Proben enthielten 100 uM DSS-de als interne Referenz. Dabei wurde

das 'H-Signal auf 0 ppm referenziert, daraus wurde die ®N-Verschiebung tiber das

Frequenzverhaltnis

’N/'H=0,101329118 und "*C-Verschiebung tiiber

das

Frequenzverhaltnis von 3C/'H=0,25144953 berechnet (Markley et al., 1998). Teilweise

wurde noch 0,02% Natriumazid zugegeben, um einen moglichen Proteinverdau durch

Mikroorganismen zu verhindern.

Tabelle 3.11: Verwendete NMR-Puffer fiir GTA, GTB und P-Dimere

Puffer Konzentration Substanz
EDTA-Puffer I 25mM MOPS, pH 6,7
H0 50 mM NaCl
10mM EDTA
1mM 2-Mercaptoethanol

EDTA-Puffer I
H0

NMR-Puffer I
10% D20 / 90% H20

NMR-Puffer II
10% D20 / 90% H20

NMR-Puffer III
99,8% D20

NMR-Puffer IV
99,8% D20

25 mM
10 mM
1 mM

25 mM
50 mM
5mM
1 mM
100 pM

25 mM
5 mM
1 mM
100 uM

25 mM
5 mM
1 mM
100 uM

25 mM
300 mM
100 pM

Na:HPOs/NaH:POs, pH 6,7
EDTA
2-Mercaptoethanol

MOPS, pH 6,7

NaCl

MgClz
2-Mercaptoethanol-de
TSP-d4

Na:HPOs/NaH:POs, pH 6,7
MgClz
2-Mercaptoethanol-ds
TSP-d4

Na:HPO4/NaH:POs, pH 6,7
MgClz
2-Mercaptoethanol-ds
TSP-d4

TRIS-du, pH 7,4
NaCl
DSS-ds
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3.5.2 H,N-TROSY-HSQC-Experimente

Sowohl bei GTA und GTB als auch bei den P-Dimeren handelt es sich um
Homodimere mit einer Grofie von etwa 70 kDa. Neben Signaliiberlagerungen, aufgrund
der hohen Anzahl an Resonanzen, zeigen Protein dieser Grofie ungiinstige
Relaxationseigenschaften. Mit steigender Proteingrofle sinkt die transversale
Relaxationszeit T2, was zu einer Linienverbreiterung bis hin zum Verschwinden von
Signalen fithren kann (Bloembergen et al., 1948; Cavanagh et al., 2001). Eine Moglichkeit
um dem entgegen zu wirken, ist die Deuterierung des Proteins. Dadurch kommt es u.a.
zur Reduktion der Relaxation und Spin-Diffusion und damit zu scharferen Linien, einer
besseren Auflosung und einem verbesserten Signal-zu-Rausch Verhaltnis (Gardner and
Kay, 1998). Eine weitere Mdoglichkeit ist die Nutzung des sogenannten Transverse
Relaxation Optimized SpectroscopY-(TROSY)-Effektes (Pervushin et al., 1997). Bei dieser
Methode werden bestimmte Relaxationsterme selektiert, was eine signifikante
Verbesserung der Spektren zur Folge hat.

Bei einem 'H,"N-HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) wird die
chemische Verschiebung eines Protons mit der des direkt gebundenen Heteroatoms,
hier N, korreliert. Die Kopplungskonstante 'Jun betragt ca. 90 Hz. Das 'H,">N-HSQC-
Experiment wird normalerweise mit Entkopplung aufgenommen, d.h. anstelle der
eigentlich vier gekoppelten Resonanzsignale, wird nur ein gemitteltes Signal detektiert.
Der Einfluss der Dipol-Dipol Relaxation und der Chemischen-Verschiebungs-
Anisotropie ist auf diese vier Komponenten unterschiedlich stark, sodass die einzelnen
Signale unterschiedliche Linienbreiten aufweisen. Fiir das TROSY-Spektrum wird nur
die Komponente mit den besten Relaxationseigenschaften, also das Signal mit der
schmalsten Linienbreite, selektiert und dargestellt (Pervushin et al., 1997; Pervushin et
al., 1998). Der TROSY-Effekt ist bei hoheren Feldstirken (Optimum von 'HN und *N-
Kernen bei 1,1 GHz) und deuterierten Proteinen verstarkt (Pervushin, 2000). Die TROSY-
Sequenz kann neben der Verwendung in 2D-Experimenten wu.a. auch in
Tripelresonanzexperimente integriert werden.

Eine weitere Methode zur Verbesserung der Spektren ist die Nutzung von BEST-
Sequenzen. Hier werden selektiv nur die Amidgruppen des Proteinriickgrates angeregt,
was eine Verkiirzung der Messzeit bei gleicher Anzahl an Scans und eine Erhohung der
Signalintensitat zur Folge hat (Lescop et al., 2007).

Die 2D 'H,N-HSQC-Experimente wurden mit einer TROSY-Sequenz (trosyetf3gpsi)
oder BEST-TROSY-Sequenz (b_trosyetf3gpsi.tb) (sieche Anhang 7.2) aufgenommen. Es

wurden 2k Datenpunkte bzw. 256 Inkremente mit einer spektralen Breite von 16/18 bzw.
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32/45 ppm und einem spektralen Mittelpunkt von 4,7 bzw. 122 ppm in der 'H- bzw. 1*N-
Dimension aufgenommen. Je nach Proteinkonzentration wurde die Anzahl an Scans
angepasst. Bei der BEST-TROSY-Sequenz wurden zusdtzlich die Abschwachung
folgender Pulse kalibriert: 90°-Anregungspuls (PC9_4_90.100 von 2,2 ms und 0,9 kHz),
180°-Refokussierungspuls (Reburp.1000 von 1,5 ms und 42 kHz) und 90°-
Anregungspuls (Eburp2.100 bzw. Eburp2tr.1000 von 1,4 ms und 2,9 kHz) (Geen and
Freeman, 1991).

3.5.3 Zuordnungsexperimente

Eine Zuordnung der Signale im 'H,*N-HSQC Spektrum ist die Grundlage fiir
strukturelle NMR-Untersuchungen an Proteinen. Hierfiir werden
Tripelresonanzexperimente aufgenommen. Dabei werden die drei NMR-aktiven Kerne
'H, ®N und #C miteinander korreliert. Die Zuordnung basiert auf der sequentiellen
Verkniipfung der Proteinriickgrat-Signale einzelner Aminosduren. Fiir sehr grofse
Proteine (> 250 Aminosduren) ist dafiir neben der *N- und *C-Markierung noch eine
Deuterierung erforderlich. Durch die Deuterierung kann die Spin-Diffusion und die
Dipol-Dipol-Relaxation der C, reduziert werden, was zu deutlich verbesserten
Spektren fiihrt (Sattler et al., 1999). Durch Signaliiberlagerung ist es zusatzlich von
Vorteil, einen Teil der Spektren an Spektrometern mit hoheren Feldstdarken zu messen,
um die Aufldsung zu verbessern. Je nach Proteingrofle, empfehlen sich verschiedene
Spektren. Fiir GTA und GTB wurden die Spektren HNCA, HN(CO)CA, HNCO,
HN(CA)CO und HNCACB aufgenommen. Der Transfer der Magnetisierung aufgrund
von skalarer Kopplung spiegelt sich dabei in den Namen wider, wobei in Klammern
stehende Kerne nicht detektiert werden (mit CA = C,, CB=Cg und CO = C’). In alle
Pulsprogramme war die TROSY- und BEST-Sequenz integriert. Im HNCA-Spektrum
wird die chemische Verschiebung der NH-Gruppe mit dem C, der eigenen (i) und dem
C. der vorherigen Aminosaure (i-1) korreliert. Dies ist moglich, da die Kopplungskonten
Inocom  und  2Ngcoen  dhnlich  sind. Im  HN(CO)CA-Spektrum erfolgt der
Magnetisierungstransfer tiber die Carbonylgruppe der vorherigen Aminosdure, sodass
nur die Korrelation zwischen NH(i) und C,(i-1) sichtbar ist. Die Korrelation im HNCO
und HN(CA)CO sind analog, nur dass hier Carbonylgruppen detektiert werden. Durch
die Kombination von HNCA und HN(CO)CA sowie von HNCO und HN(CA)CO ist
eine sequentielle Zuordnung des Proteinriickgrates moglich. Mit Hilfe des HNCACB-
Spektrums, welches auch die Korrelationen zu den Cp-Kernen der (i)-ten und (i-1)-ten

Aminosdure zeigt, lassen sich einzelne Aminosduren mit charakteristischen Cg-
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Verschiebungen, wie z.B. Alanine einfach zuordnen. Dies liefert einen weiteren
Ansatzpunkt fiir die sequenzielle Zuordnung des Proteinriickgrates.

Die Zuordnungsspektren wurden iiber Bio-NMR (http://www.bio-nmr.net/,
letztmalig ~ abgerufen am  25.11.2015) am Zentrum fiir = Biomolekulare
Magnetresonanzspektroskopie an der Universitit Frankfurt von Dr. Frank Lohr
aufgenommen. Die [U-2H,*C,">N]-GTA Probe wurde in NMR-Puffer I umgepuffert und
in einem 5 mm Shigemi-Rohrchen gemessen. Die finale Konzentration betrug 500 uM.
Die Messparameter sind in Tabelle 3.12 zusammengefasst. Zur Uberpriifung der
Stabilitit der Probe wurde an allen Spektrometern 'H,"N-BEST-TROSY-HSQC-
Experimente aufgenommen mit 1 - 2k Datenpunkten bzw. 512 - 640 Inkrementen in der
'H- bzw. ®N-Dimension, einer spektralen Breite variierend von 14 - 18 bzw. 50 ppm und
mit 4,7 ppm bzw. 118 ppm als Mittelpunkt des Spektrums in der 'H- bzw. ®N-
Dimension. Beim HNCA und beim HNCACB wurde zusétzlich die Methode des Non-
Uniform-Sampling (NUS) angewendet (Manassen and Navon, 1988).

Die Prozessierung erfolgte in allen Dimensionen mit einer quadratischen Sinus-
Funktion (QSINE) mit anschlieSender Fouriertransformation. Die Auswertung der

Spektren wurde mit CCPNmr Analysis 2.3.1 durchgefiihrt (Vranken et al., 2005).

Tabelle 3.12: Messbedingungen fiir Tripelresonanzexperimente mit GTA. Die Probe enthielt
500 uM [U-2H, BC, 5N]-GTA in 25 mM MOPS, pH 6,7, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl;, 1 mM
2-Mercaptothanol-ds und 100 uM TSP-ds in 10% D20. Die Messung erfolgte bei 298 K in einem
5mm Shigemi-Rohrchen. Die von Dr. Frank Lohr modifizierten Pulsprogramme enthielten

TROSY- und BEST-Sequenzen. Ein Teil der Spektren wurde mit Non-Uniform-Sampling (NUS)

aufgenommen.

Experiment v(IH) Scans Datenpunkte Spektrale Mitte des NUS
(Pulsprogramm) [MHz] / Inkremente Breite Spektrums [%]

(*H/®=C/®*N)  (*H/®C/N) (*H/BC/'5N)

[ppm] [ppm]

HNCA 950 40 1200/108/ 12/28/28 4,7/52,7/118  25%
(b_hncatr2H.fI) 184
HN(CO)CA 600 48 768/64/136  12/26/28  4,7/52,7/118 -
(b_hncocacrtr2H.fl)
HNCO (b_hncotr.fl) 800 8 1k/80/160  12/14/28 4,7/173/117,6 -
HN(CA)CO 800 64 1k/76/136 12/14/28  4,7/173/118 -

(b_hncacotr2H.fl)
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HNCACB 950 48 1k/200/184 12/63,4/28 47/40/118  28%
(b_hncacbtr2H.{I)

3.5.4 Bestimmung von Ti- und T:-Zeiten

Die Proteindynamik im Bereich von Picosekunden bis Nanosekunden kann durch die
Messung von Ti- und T2-Zeiten bestimmt werden. In diesem Zeitbereich kommt es u.a.
zu Bindungsvibrationen und -librationen und Schleifenbewegungen (Kleckner and
Foster, 2010). Diese Bewegungen konnen bei der Katalyse, Ligandenspezifitat
und -affinitdt und allosterischen Effekten wichtig sein (Popovych et al., 2006; Tzeng and
Kalodimos, 2009).

Die Bestimmung der longitudinalen Relaxation (auch Spin-Gitter-Relaxation) Ti
beruht auf dem Inversion-Recovery-Experiment. Nach einem 180° Inversionspuls kommt
es zu einer variablen Wartezeit 1, gefolgt von einem 90°-Puls und der Detektion. In
Abhiangigkeit von t zeigen die Signale unterschiedlich Intensitaten I(t) (Keeler, 2010).
Durch Anpassung an eine Exponentialfunktion (Gleichung 3.2), konnen daraus die Ti-
Zeiten bestimmt werden. Die NMR-Experimente wurden mit einer 512 uM [U-?H,">N]-
GTA (2)-Probe und einer 205 uM [U-?H,*N]-GTA (2)-Probe mit 6,15 mM UDP
(Nummerierung siehe Tabelle 4.1) in NMR-Puffer II durchgefiihrt. Das pseudo-3D-
Experiment trtletf3gpsi3d wurde mit den Wartezeiten t =0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8;
1,0; 1,5; 3,0 und 5,0 s aufgenommen. Es wurden 2 k Datenpunkte bzw. 256 Inkremente
bei einer spektralen Weite von 18 bzw. 45 ppm und einem spektralen Mittelpunkt von
4,7 bzw. 122 ppm in der 'H bzw. >N Dimension aufgenommen. Die Anzahl der Scans

betrug im Spektrum ohne UDP 12 und mit UDP 16.
I, = I,e /T2 Gleichung 3.2

Fiir die Bestimmung der transversalen Relaxation (auch Spin-Spin-Relaxation) T2
wurde das Spin-Echo-Experiment angewendet (Keeler, 2010; Zhu et al., 2000). Die
erhaltenen Intensitaten werden in Abhangigkeit von 12 aufgetragen und daraus durch
Anpassung an eine Exponentialfunktion die T>-Zeiten bestimmt. Die NMR-Experimente
wurden mit einer 512 uM [U-2H,®N]-GTA (II)-Probe und einer 205 uM [U-?H,!*N]-
GTA (II)-Probe mit 6,15 mM UDP in NMR-Puffer II durchgefiihrt. Das pseudo-3D-
Experiment trt2etf3gpsi3d wurde mit den Wartezeiten 1= 16,96; 33,92; 50,88; 67,84; 84,8;
101,76; 118,72; 135,68; 152,64; 169,60; 186,56 und 203,52 ms aufgenommen. Es wurden 2k
Datenpunkte bzw. 128 (ohne UDP) / 176 (mit UDP) Inkremente bei einer spektralen
Weite von 18 bzw. 45 ppm und einem spektralen Mittelpunkt von 4,7 bzw. 122 ppm in
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der 'H bzw. ®N Dimension mit 32 Scans aufgenommen. Die Auswertung aller Spektren

erfolgte mit Topspin 3.1 und CCPNmr 2.3.1 (Vranken et al., 2005).

3.5.,5 'H,3C-methyl-TROSY Experimente

Trotz diverser Moglichkeiten die Qualitdt von 'H,*N-HSQC-Spektren grofier
Proteine zu verbessern, besteht das Problem der Uberlagerung weiterhin. Auch eine
vollstandige Zuordnung ist aufgrund fehlender Signale meist nicht moglich. Aus diesem
Grund wurden andere Methoden zur Charakterisierung grofier Proteine entwickelt.
Eine vielversprechende Methode stellt die Isotopenmarkierung der Methylgruppen
einzelner Aminosduren dar, in einem ansonsten deuterierten Protein. Methylgruppen
geben intensivere NMR-Signale als Amide, da sie drei entkoppelte Protonen tragen.
Auflerdem gibt es im Vergleich zu Spektren des Proteinriickgrates insgesamt weniger
Signale, sodass die Spektren tibersichtlicher sind. Durch die Deuterierung des Proteins
und die Nutzung von vollstindig deuteriertem Puffer kann auch die Relaxation der
tibrigen Protonen verlangsamt werden (Ollerenshaw et al., 2003).

Neben den oben beschriebenen Vorteilen, die die Analyse von Methylgruppen bietet,
soll auch der TROSY-Effekt bei der Aufnahme der 'H,"*C HSQC-Spektren ausgenutzt
werden, um eine weitere Verbesserung der Spektren zu erreichen. In grofien,
deuterierten Proteinen kann es unter bestimmten experimentellen Bedingungen im
13C,'Hs-Spinsystem zur Aufhebung der 'H-'H und der "H-**C Dipol-Dipol-Relaxation
kommen. Dies ist beim HMQC-Experiment (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation)
der Fall, wo nur langsam relaxierende Komponenten das Signal bilden und damit
scharfe Signale entstehen. Beim HSQC-Experiment werden hingegen langsam und
schnell relaxierende Komponenten vermischt. Dies hat zur Folge, dass fiir grofie
Proteine die Signale im HMQC-Spektrum dreimal intensiver sind als im HSQC-
Spektrum (Ollerenshaw et al., 2003). Das in dieser Arbeit verwendete 'H,"*C methyl-
TROSY Experiment beinhaltet zusatzlich purge-Pulse und Gradienten, um die
Entstehung von Artefakten zu reduzieren (Tugarinov et al., 2003).

Die spezifische Markierung der Methylgruppen (*C'Hs) bei einem sonst deuterierten
Protein kann durch die Zugabe spezieller Aminosdure-Vorldufer erreicht werden. Diese
werden an einem bestimmten Punkt im Proteinbiosyntheseweg eingebaut. Eine
Ubersicht iiber mogliche Methylgruppenmarkierungen ist in Tabelle 3.13 zu finden. Die
Zuordnung dieser Signale kann tiiber das Einbringen von Punktmutationen erreicht

werden. Wenn eine Zuordnung des Proteinriickgrates vorhanden ist, konnen auch die
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Aminosédure-Seitenkette mit dem jeweiligen Amid korreliert werden (Tugarinov and

Kay, 2003).

Tabelle 3.13: Ubersicht iiber mogliche Methylgruppenmarkierungen einzelner Aminosiuren.

Aminosaure Position der Markierung Literatur

Alanin 1-Methylgruppe (Ayala et al., 2009)
Isoleucin d1-Methylgruppe (Tugarinov and Kay 2004)
Leucin eine der 01/2-Methylgruppen  (Tugarinov and Kay 2004)
Valin eine der y1/2-Methylgruppen  (Tugarinov and Kay, 2004)
Methionin e1-Methylgruppe (Gelis et al., 2007)
Threonin y1-Methylgruppe (Velyvis et al., 2012)

Fir alle 'H,"*C-methyl-TROSY Experimente wurde das Pulsprogramm metr-
hmgqcph_new.tb (sieche Anhang 7.2) verwendet. Alle Experimente mit GTA und GTB
wurden in NMR-Puffer IIl (Tabelle 3.11) durchgefiihrt. Im Vergleich zu den
Zuordnungs-Spektren fand ein Pufferwechsel von MOPS-Puffer zu Na2HPOs/NaH2POs-
Puffer statt. MOPS-Puffer ist nicht deuteriert und erzeugt somit Signale im '"H-Spektrum,
welche nahe den Methylgruppen sind. Es kommt zu unerwiinschten
Relaxationseffekten und damit zu breiteren Signalen. Die Proteinkonzentrationen lagen
zwischen 50 und 350 M.

Fiir alle P-Dimer Experimente wurde der NMR-Puffer IV verwendet. Die
Probenkonzentration lag zwischen 340 und 400 uM.

Die Aufnahmeparameter sind in Tabelle 3.14 dargestellt. Je nach Konzentration
wurde die Aufnahmedauer angepasst. Die Relaxations-Wartezeit D1 lag bei 1,5 s. Die
Prozessierung erfolgte durch eine quadratische Sinusfunktion (QSINE) mit

anschliefSender Fouriertransformation.
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Tabelle 3.14: Aufnahmeparameter diverser methylgruppen-markierter Proben. Diese
Bedingungen galten auch fiir die jeweiligen Mutanten. Die Anzahl an Scans wurde an die

Probenkonzentration angepasst.

Probe v(*H) Datenpunkte / Spektrale Breite Mitte des Spektrums
[MHz] Inkremente (*H / =C) [ppm] (*H / =C) [ppm]
(*H /3C)
Ile-GTA 500 768 /120 8/20 0,5/12
700 1024 /120 6/11 05/11,5
ILV-GTA 500 1024 / 350 7,5/25 0,5/16,5
Met-GTB 500 1024 /176 79/5 1,5/15,5
700 1024 /120 7915 1,5/155
P-Dimer 500 256 / 480 2/15 0,6/16,5

3.5.6 HMOQC-NOESY-Spektren

Fiir die eindeutige Zuordnung der Met-GTB Signale wurden zusatzlich HMQC-
NOESY-Spektren  aufgenommen  (Pulsprogramm  hmgqcetgpno). Aus den
Kristallstrukturen ist bekannt, dass einige Methylgruppen nur einen Abstand von 6 A
zueinander haben. Raumlich nahe Methylgruppen koénnen hier durch ihre dipolare
Kopplung sichtbar gemacht werden. Es erscheint ein zusatzliches Korrelationssignal im
HMQC-NOESY-Spektrum. Die Mischzeit betrug 500 ms. Die Aufnahmeparameter sind
in Tabelle 3.14 zu finden.

3.5.7 CPMG-Relaxations-Dispersions Messungen

Mit Hilfe von Kristallographie und NMR-Spektroskopie kann u.a. die Struktur von
Proteinen aufgeklart werden. Die erhaltenen Strukturen sind jedoch nur
Momentaufnahmen. Haufig besitzen Proteine flexible Regionen oder es kommt zu
konformationellen Anderungen, welche fur die Funktion essentiell sind. Die NMR-
Spektroskopie ist eine der wenigen Methoden, die fiir die Aufklarung solcher
dynamischer Prozesse und damit auch der Funktionsweise eines Proteins genutzt
werden kann. Vereinfacht kann man von zwei Zustinden A und B mit den
Resonanzfrequenzen wa und ws (in Hz) ausgehen, die sich im Austausch befinden. Dies
kann z.B. bei Ligandenbindung, oder einer Konformationsanderung der Fall sein. Man

unterscheidet zwischen schnellem, mittlerem und langsamem Austausch zwischen
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diesen beiden Zustanden (Kleckner and Foster, 2010). Beim schnellen Austausch (kex >>
| Awl), geben die beiden Zustdnde nur ein scharfes Signal. Die chemische Verschiebung
ist je nach Population der Zustande gemittelt. Die Messung von Relaxationsraten Ri, Rz
sowie heteronuklearen NOEs (siehe auch 3.5.4) konnen Informationen tiiber den
schnellen Austausch geben (Jarymowycz and Stone, 2006; Kempf and Loria, 2003).
Weitere Moglichkeiten zur Bestimmung der Dynamik im ps-ms Bereich sind RDCs
(Residual Dipolar Coupling) (Lakomek et al., 2008) und PREs (Paramagnetic Relaxation
Enhancement) (Clore and Iwahara, 2009). Der mittlere Austausch zwischen zwei
Zustdnden (kex # |Aw|) wird durch eine starke Linienverbreiterung charakterisiert. Der
mittlere bis schnelle Austausch kann mittels CPMG-RD- (Carr-Purcell Meiboom-Gill-
Relaxations-Dispersions) Experimenten gemessen werden und wird im Folgenden
genauer beschrieben. Beim langsamen Austausch sind zwei distinkte Signale
detektierbar, wobei die Intensitdt die jeweilige Population beschreibt. Der langsame
Austausch kann mit Hilfe von EXSY-Spektren (Palmer et al., 2001) oder Lineshape
Analysis (Doucet et al., 2009) untersucht werden.

Mit CPMG-RD Messungen kann der intermediare bis schnelle Austausch im ps-ms-
Bereich untersucht werden. Dabei werden strukturelle, thermodynamische und
kinetische Eigenschaften, sowie Relaxationseigenschaften die austauschenden Zustande
naher charakterisiert. Austauschende Signale erfahren eine verstarkte Relaxation, da es
neben der transversalen Relaxation (R2=1/Tz2) zusatzlich zu einem chemischen Austausch
zwischen den beiden Zustianden kommt (Rex), was auch eine Linienverbreiterung zur
Folge hat. Die CPMG-RD-Messungen beruhen auf dem Spin-Echo Experiment. Durch
einen 180° Puls zwischen zwei Wartezeiten 1t kommt es zur Refokussierung der
chemischen Verschiebung. Kommt es jedoch zu einem zusétzlichen chemischen
Austausch (Rex), kann die chemische Verschiebung nicht refokussiert werden, sodass es
zu einer Reduktion der Signalintensitat kommt. Je langer die Wartezeit t ist, umso mehr
Austausch kann stattfinden und umso geringer ist die Signalintensitat. Fir die
Bestimmung von Rex wurde eine Reihe von NMR-Spektren mit einer Mischzeit Tcrmc,
die der Dauer der Pulskaskade entspricht, aufgenommen. Innerhalb dieser Mischzeit
wurde eine variable Anzahl an Spin-Echo Elementen mit verschiedenen Wartezeiten
7 (t=0,5-5ms, alternativ auch als Feldstdrke vermc= 1/(4t) ausgedriickt) durchgefiihrt.
Aus den Signalintensititen bei entsprechender vcemc — Feldstarke,  der
Referenzsignalintensitdt Io und der konstanten Wartezeit Tcemc wird nach Gleichung 3.3
die effektive transversale Relaxationsrate (Rzeff(vermc) in s7) berechnet (Korzhnev et al.,

2004).
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— In(XCPMG) U(CPMG))

Ryerr(epmg) = Gleichung 3.3

Tcpmae

Die erhaltenen effektiven transversalen Relaxationsraten Ref(vcrmc) werden in
Abhiéngigkeit von der vcrvmc Feldstdarke als Relaxations-Dispersions Profil dargestellt.
Die Profile werden mit der Carver-Richards-Formel (Carver and Richards, 1972;
Kleckner and Foster, 2010) angepasst. Es handelt sich um eine Fiinf-Parameter-
Anpassungt, welche ein Zweizustandsmodell beschreibt. Bei den fiinf angepassten
Parametern handelt es sich um die Austauschrate (kex in s?), die Population (Pa in %),
die chemische Verschiebungsdifferenz (I Awul bzw. | Awx|) der beiden Zustande in der

jeweiligen Dimension, sowie die Relaxationsrate des hoher populierten Zustands in

Abwesenheit von chemischem Austausch (R2° in s) (siehe Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: RD-Profil. Abbildung iibernommen aus (Kleckner and Foster, 2010). Gezeigt ist
ein Zweizustandsmodell. (a) Signal A und B beschreiben zwei Zustdnde mit chemischen
Verschiebungen in der 'H (ox) und AX (mx) Dimension. Die Signale befinden sich im chemischen
Austausch. Aufgrund der Linienverbreiterung oder einer zu geringen Population des Zustandes,
ist Signal B im NMR-Spektrum nicht detektierbar. Der Austausch zwischen A und B hat einen
quantitativen Effekt auf das RD-Profil von Signal A. (b) Das Multiquanten RD-Profil wird durch
fiinf Parameter des Zweizustandsmodell beschrieben und liefert strukturelle, thermodynamische
und kinetische Eigenschaften, sowie Relaxationseigenschaften der austauschenden Zusténde.
Mit (1) I Awnl bzw. (2) | Awx| als Unterschied der chemischen Verschiebung zwischen den beiden
Zustanden in der jeweiligen Dimension (lAwnl wird bei Einzelquanten-Experimenten nicht
detektiert) und (3) Pa = ks/kex als Gleichgewichtspopulation des Zustandes A mit Pa + Ps=1. (4)
kex = ka + ks beschreibt die Austauschrate zwischen Zustand A und B und R:° die transversale
Relaxation in Abwesenheit von chemischem Austausch zwischen A und B. Es wird

angenommen, dass Rz = Roa® = Reslist (Ishima and Torchia, 2006).
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Durch Messungen bei verschiedenen Spektrometer-Feldstarken und Temperaturen
kann die Anpassung deutlich verbessert werden. Messungen bei verschiedenen
Temperaturen ermoglichen weiterhin eine Arrhenius sowie van't Hoff Analyse (Winzor
and Jackson, 2006). Die Analyse der Daten erfolgte mit dem Softwarepaket GUARDD
(Kleckner and Foster, 2011), welches in Matlab implementiert ist.

Mit den Proben Ile-GTA, Met-GTB und P-Dimer wurden CPMG-RD Messungen an
einem 500 MHz Spektrometer durchgefiihrt. Die Messungen mit Ile-GTA und Met-GTB
wurden ohne Ligand, sowie unter Anwesenheit von Donor- bzw. Donor- und
Akzeptorsubstrat durchgefiihrt. Diese Messungen erfolgten auch an einem 700 MHz-
Spektrometer. Es wurden Mischzeiten Tcemc = 20 ms und Tcrmc = 40 ms getestet. Die
finalen Experimente wurden mit einer Mischzeit von Tcemc= 20 ms fiir GTA und GTB
bzw. Tcemc=40 ms fiir die P-Dimere und Feldstarken veemc von 50 Hz bis 500 Hz
aufgenommen. Das verwendete Pulsprogramm am 500 MHz Spektrometer hief3
hmgqcrexgpphpr.tb bzw. hmqcrexgpphpr_HH.2.tb (siehe Anhang 7.2) am 700 MHz
Spektrometer.

Die Ile-GTA Dispersionsprofile am 500 MHz Spektrometer wurden bei 283 K und
298 K aufgenommen. Die Probenkonzentration bei den Messungen ohne Ligand betrug
110 uM in NMR-Puffer III. Die Experimente unter Anwesenheit des Donorsubstrates
fanden mit 71 uM Ile-GTA und 6 mM UDP statt. Die Experimente mit Donor- und
Akzeptorsubstrat fanden mit 71 uM Ile-GTA, 6 mM UDP und 1 mM HDis mit O-Methyl-
Spacer (HDis-O-13C-Methyl) statt. Die Messungen am 700 MHz Spektrometer erfolgten
mit einer 106 uM Ile-GTA Probe bei 283 K, 290 K und 298 K. Die UDP- Konzentration
betrug 5,7 mM und die HDis-O-Methyl-Konzentration 1 mM.

Die Dispersionprofile der Met-GTB Proben wurden am 500 MHz Spektrometer bei
288 K, 293 K und 298 K angenommen. Die Messungen ohne Ligand erfolgten mit einer
Probenkonzentration von 130 uM Met-GTB. Die Konzentration des Donorsubstrates
UDP betrug 6,1 mM bei einer Proteinkonzentration von 290 uM. Die Messungen mit
Donor- und Akzeptorsubstrat wurden mit 276 uM Met-GTB, 6,1 mM UDP und 772 uM
HDis-O-Methyl durchgefiihrt. Bei den Messungen am 700 MHz Spektrometer betrug die
Proteinkonzentration 215 uM, die UDP-Konzentration 6 mM und die HDis-O-Methyl-
Konzentration 800 uM. Die Spektren wurden bei 288 K, 293 K und 298 K aufgenommen.

Die RD-Profile der P-Dimere wurden nur am 500 MHz Spektrometer bei 283 K, 290 K
und 298 K durchgefiihrt. Die Proteinkonzentration betrug 170 uM bei den Messungen
ohne Ligand und mit 6 mM Fucose. Bei den Messungen mit 160 mM Fucose betrug die

P-Dimer Konzentration 160 uM.
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Alle Experimente fanden, wenn nicht anders angegeben, in Doppelbestimmung statt.
Die Aufnahmebedingungen entsprachen den in Tabelle 3.14 dargestellten. Die Anzahl
der Scans wurde je nach Probenkonzentration angepasst. Die Zugabe von UDP, HDis-
O-Methyl bzw. Fucose fiihrte zu einer Relaxationsbeschleunigung, sodass die
aufgenommenen Inkremente in der indirekten Dimension gegebenenfalls reduziert
wurden. Anhand der durch CCPNmr 2.3.1 extrahierten Intensitaten, wurde mittels
Gleichung 3.3 die effektive transversale Relaxationsrate Rzetf(vermc) bestimmt, welche

mit GUARDD weiter ausgewertet wurden.

3.5.8 STD-NMR- und inverse Sittigungstransfer Experimente

Die Sattigungstransfer-Differenz  (STD)-NMR-Spektroskopie wird bei der
Charakterisierung von Protein-Ligand-Wechselwirkungen eingesetzt. Es konnen
Bindungsepitope (Mayer and Meyer, 2001) und Ko-Werte (Fielding, 2003; Mayer and
Meyer, 1999) bestimmt werden, auflerdem konnen auch Bindungspartner aus
Substanzbibliotheken identifiziert werden (Rademacher et al., 2010).

Bei der STD-NMR-Spektroskopie wird ein Protein selektiv gesattigt, wobei die
Sattigungsfrequenz (On-Resonanz-Frequenz) weit genug von der Anregungsfrequenz
des Liganden entfernt sein muss, um eine direkte Ligandenanregung zu vermeiden. Die
Sattigung wird innerhalb des Proteins durch Spin-Diffusion iibertragen. Kommt es zur
Bindung eines Liganden an das Protein, erfahren auch die Protonen des Liganden
Sattigung. Je dichter der Ligand an dem Protein und je langer die Verweildauer, umso
grofier die tbertragene Sattigung. Da sich die Liganden im stindigen Austausch
zwischen dem gebundenen und ungebundenen Zustand befinden, hauft sich die Anzahl
an Liganden, welche Séttigung erfahren. Die Sattigung fiihrt zur Abschwachung des
Ligandensignals im 'H-Spektrum. Das Spektrum, in welchem das Protein direkt
gesattigt wird, wird als On-Resonanz-Spektrum bezeichnet. Als Referenzspektrum dient
das Off-Resonanz-Spektrum, in welchem die Sittigungsfrequenz weit entfernt von
Protein- und Liganden-Resonanzen liegt. Die Subtraktion des On-Resonanz- vom Off-
Resonanz-Spektrum liefert das sogenannte STD-Spektrum. In diesem sind nur Signale
von bindenden Molekiilen sichtbar (Mayer and Meyer, 1999, 2001; Meyer and Peters,
2003).

Der inverse Séttigungstransfer beruht auf dem gleichen Prinzip. Hier werden jedoch
spezifisch Signale des Liganden geséttigt und die Sattigung abstandsabhangig auf das
Protein tibertragen. Eine Isotopenmarkierung des Proteins ist dafiir erforderlich. Diese

Methode wurde bereits auf 'H, ®N markierte Proteine angewendet (Sakakura et al.,
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2008). In dieser Arbeit wurde das Prinzip des inversen Séttigungstransfers auf 'H, 13C-
methylgruppenmarkierte Proteinproben tiibertragen. Als Modell diente ILV-GTA mit
dem Substratanalogon UDP-Gal. Die Intensitdatsunterschiede der Proteinsignale
zwischen dem  Spektrum mit und ohne einer selektiven Liganden-
Sattigungspulskaskade wurden bestimmt.

Mit Hilfe eines STD-NMR Experiments wurden die Bindungsepitope von UDP-Gal
an GTA bestimmt. Dafiir wurde unmarkierte GTA in NMR-Puffer III (Tabelle 3.11)
umgepuffert. Die NMR-Proben enthielten 20 uM GTA und 2 mM UDP-Gal. Das
Pulsprogramm stddiffesgp.3.tb (siehe Anhang 7.2) mit Wasserunterdriickung wurde
verwendet. Die On-Resonanz-Frequenz lag bei -2 ppm, die Off-Resonanz-Frequenz bei
80 ppm. Die Sattigungszeit betrug 2 s mit einer Kaskade von Gaufs-Pulsen mit einer
Feldstdrke von 50 Hz. Das Spektrum wurde mit 24 k Datenpunkten aufgenommen, die
spektrale Breite lag bei 14 ppm und der Mittelpunkt des Spektrums bei 4,7 ppm. Es
wurden 1496 Scans aufgenommen mit einer Wartezeit D1 von 5 s. Die Auswertung
erfolgte mittels Topspin 3.1. Die relativen STD-Effekte wurden durch Skalierung des
Off-Resonanz-Spektrums an das On-Resonanz-Spektrum bestimmt. Das Signal, welches
die grofite Sattigung erhielt, wurde auf 100% gesetzt und die anderen relativ dazu
skaliert (Angulo et al., 2010). Um eine direkte Anregung des Liganden auszuschliefsen,
wurde ein Kontrollexperiment unter den gleichen Bedingungen aufgenommen, jedoch
ohne Protein.

Fiir die Etablierung des inversen Sattigungstransfers an selektiv isotopenmarkierte
Methylgruppen, wurden erst Kontrollmessungen am Liganden bzw. am Protein allein
durchgefiihrt. Die Bedingungen fiir den Sattigungspuls wurden am Liganden mit Hilfe
von STD-NMR Experimenten bestimmt. Die Probe enthielt 2 mM UDP-Gal in NMR-
Puffer III. Die optimale Séttigung der Signale bei 5,56 ppm, 5,91 ppm und 7,87 ppm
(Angaben ohne TSP-ds-Referenzierung) wurde mit einer 2 s-Sattigungspulskaskade von
Gaufs-Pulsen mit einer Feldstarke von 70 Hz (Abschwiachung der Gaufs-Pulse von 45 dB
bei einer maximalen Leistung von -7 dB) erreicht. Um direkte Proteinsattigung
auszuschliefsen, wurde die Sattigung dieser Frequenzen an einer ILV-markierten GTA
Probe mit einer Konzentration von 250 uM in NMR-Puffer III getestet. Bei dem
Pulsprogramm stdmetrhmqcph_new.tb (sieche Anhang 7.2) wurde das Spektrum mit
dem entsprechenden Sattigungspuls und das Referenz-Spektrum ohne Sattigungspuls
alternierend aufgenommen. Die Aufnahmebedingungen sind in Tabelle 3.14 dargestellt.
Die finalen Spektren wurden mit einer 250 pM ILV-GTA Probe mit 2 mM UDP-Gal in
NMR-Puffer IIT aufgenommen. Die Sattigungszeit betrug 2 s, die Gauf3-Pulse hatten eine
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Feldstdarke von 70 Hz und die Wartezeit zwischen den Durchgangen betrug 4 s. Es
wurden 16 Scans aufgenommen. Die Auswertung der Spektren erfolgte mit Hilfe von
Topspin 3.1 und mit CCPNmr Analysis 2.3.1 (Vranken et al.,, 2005). Die relative
Intensitatsreduktion RIR wurde nach Gleichung 3.4 mit Lsat bzw. I« als Intensitédt des
jeweiligen Signals im Sattigungs- bzw. Referenz-Spektrum berechnet. Die Unsicherheit

dieser Quantifizierung wurde nach Gleichung 3.5 bestimmt (Taylor, 1988).

Iyrer—1
RIR = L =%+ 100 Gleichung 3.4
Iref
I
A(RIR) = =% Loy, ref T — Luoise,sat Gleichung 3.5
Lref ! Iyef ’

3.5.9 Titration verschiedener Liganden in GTA und GTB

Um den Einfluss der Ligandenbindung an das jeweilige System zu untersuchen,
wurden Titrationen durchgefiihrt. Durch die schrittweise Zugabe des Liganden kénnen
Anderungen in der chemischen Verschiebung nachvollzogen werden und so
Riickschliisse auf die Proteindynamik erhalten werden.

Zu [U-?H,"N]-GTA wurde das Substratanalogon UDP zugegeben, zu Ile-GTA, Met-
GTB und Mutanten der Met-GTB wurde erst UDP und dann gegebenenfalls
HDis-O-Methyl zu titriert. UDP-Gal wurde zu ILV-GTA schrittweise zugegeben. Die
Ligandenzugabe erfolgte bis zu einer >90%igen Sattigung (Berechnung siehe Gleichung
3.6) der Proteinbindungsstellen mit Ligand. Die dafiir verwendeten Kp-Werte sind

Tabelle 3.15 zu finden.

Sattigung [%] = % %100 Gleichung 3.6

mit [PL] = %* (([P1+ [L] + Kp) = /([P + [L] + Kp)? — 4+ [P] * [L])

Es wurden je 4-9 Schritte durchgefiihrt, die genauen Schritte sind dem jeweiligen
Ergebnissteil zu entnehmen. Das Protein wurde aus dem 3 mm-Rdhrchen entfernt, mit
einer Stammlosung versetzt und wieder ins NMR-Rohrchen gefiillt. Die Stammldsung
hatte dieselbe Zusammensetzung wie die NMR-Probe, versetzt mit einer geniigend
hohen Ligandenkonzentration. Vor den jeweiligen 2D-Experimenten (Parameter siehe

Tabelle 3.14 und Abschnitt 3.5.2) wurde ein 1D-Spekrum mit Wasserunterdriickung
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(Pulsprogramm zgesgp) mit 32k Datenpunkten, einer spektralen Breite von 18 ppm,
einem spektralen Mittelpunkt von 4,7 ppm und 16 Scans aufgenommen. Anhand der
BC-Verschiebung der Isoleucin-Methylgruppen kann man zusatzlich den Anteil

p der Methylgruppen in Gauche(-)-Konformation bestimmen (Gleichung 3.7)

(Hansen et al., 2010a).
[ 1 fiir 3(C™) < 9,3 ppm
PGauche(-) = 0 fiir 3(C*) > 14,8 ppm
- sonst
[14,8 ppm - 8(C*)]/5,5 ppm Gleichung 3.7

Tabelle 3.15: Dissoziationskonstanten verschiedener Substrate gegeniiber GTA und GTB.
Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH6,7 bei 25°C), 100 mM NaCl, 5 mM MgCl: und teilweise
1 mM 2-Mercaptoethanol durchgefiihrt. Kps wurden mit Isothermaler Titrationskalorimetrie
(ITC) bzw. Surface Plasmon Resonance (SPR) bestimmt. Substrat, mit welchem das Protein vor der
Titration gesattigt wurde, steht in Klammern. @ Werte aus (Grimm, 2015), * Werte aus
(Sindhuwinata et al., 2013), < Abschédtzung aufgrund der vorhanden GTB-Daten (Sindhuwinata
et al., 2013).

Protein Substrat Kb (Bestimmungsmethode)

GTA uDP 540 puM= (SPR)
HDis-octyl (UDP) 20 uMe
UDP-Gal 1,6 mM=? (SPR)

GTB UDP 570 uMP (SPR, STD)
HDis-octyl (UDP) 7 uMp (ITC)

3.5.10 Kp-Bestimmung bei [U-’H, ’"N]-GTA und Met-GTB

Aus den Titrationsexperimenten von [U-?H, ®N]-GTA mit UDP und von Met-GTB
mit UDP und HDis-O-Methyl wurden Dissoziationskonstanten bestimmt. Dafiir
wurden die Daten mittels CCPNmr 2.3.1. (Vranken et al., 2005) und Origin 7 weiter
ausgewertet. Es wurden die chemischen Verschiebungen (UDP-Titrationen) und die
Intensitaten (HDis-O-Methyl-Titration) extrahiert und die durchschnittliche euklidische
Verschiebung nach Gleichung 3.8 berechnet (Williamson, 2013).

d= \/% [67 + (a * 6¢)?] Gleichung 3.8
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du und &c stehen dabei fiir die Differenz der chemischen Verschiebungen zwischen
dem jeweiligen Titrationspunkt und der Referenz der jeweiligen Kerne. a ist ein
Skalierungsfaktor errechnet aus dem Signalbereich von 'H und >N bzw. *C und betragt
hier 0,14 bzw. 0,37 (Williamson, 2013). Fiir die Kp-Bestimmung wurden nur Abstande
betrachtet, die grofer als die einfache Standardabweichung aller Abstande sind. Bei der
Bestimmung des Ko-Wertes fiir die HDis-O-Methyl-Titration bei Met-GTB wurden nur
Intensitdten der entstehenden Signale betrachtet, da sich die Signale im langsamen
Austausch befanden.

Die euklidischen Verschiebungen bzw. Intensititen wurden gegen die
Ligandenkonzentration aufgetragen. Aus den Bindungsisothermen wurden durch

Anpassung an Gleichung 3.9 die Dissoziationskonstanten bestimmt.

(n+[P]+[L]+Kp)— (n*[P]+[L]+K p)?—4n<[P]+[L]
2+nx[P]

Ad = Ad 0y Gleichung 3.9

3.5.11 SVD-Analyse und Kp-Bestimmung bei ILV-GTA

Fiir die Titration von ILV-GTA mit UDP-Gal wurde zusétzliche eine SVD-Analyse
durchgefithrt um das Signalrauschen zu entfernen und die Anzahl an
Bindungsereignissen zu bestimmen. Es wird angenommen, dass die chemische
Verschiebung &cs eine Linearkombination der chemischen Verschiebung des
Grundzustandes O und der NMR-spektroskopisch nachgewiesenen
ligandengebundenen Zustande & ist, unter Beriicksichtigung des Anteils an freiem und

ligandengebundenem Protein pr und p1 (siehe Gleichung 3.10) (Arai et al., 2012).
8ops = O * pr + X (6 * o) Gleichung 3.10

Durch die SVD Analyse konnten vier Komponenten identifiziert werden, deren
Autokorrelations-Wert grofier als Null ist und deren vi Vektor einen gleichmafiigen
Verlauf zeigt. Die Daten wurden anschlieffend mit diesen vier Komponenten
rekonstruiert und waren mit den Rohdaten vergleichbar (siehe Anhang 7.4). Bei der
Nutzung von weniger Komponenten kommt es zu einem Verlust von Daten. Dabei
entspricht eine Komponente dem Grundzustand und drei den gebundenen Zustanden.
Aus diesen Daten wurden chemische Verschiebungsdifferenzen A$ der einzelnen
Titrationsschritte in der 'H- und C-Dimension gebildet und gegen die
Ligandenkonzentration aufgetragen. Die drei Zustinde spiegeln sich in den Kurven
wider (sieche Abbildung 4.34). Aus den grofiten Verschiebungsdifferenzen Ad der

einzelnen Signale wurde die Standardabweichung fiir "H- und *C-Dimension getrennt
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bestimmt. Alle Signale, deren chemische Verschiebungsdifferenzen grofler als die
jeweilige berechnete Standardabweichung waren (23 Signale in der direkten und 19
Signale in der indirekten Dimension), wurden fiir die Kp-Bestimmung weiter betrachtet.

Die Anpassung der Daten erfolgte an die Hill-Gleichung (Gleichung 3.11) unter

Annahme von n = 3 kooperativen Bindungsereignissen.

hi
Ab = . Abmaxy + 2t u

Kpr+1L] i=2 o Ry g Abmaxi Gleichung 3.11

Mit A8 als chemische Verschiebungsdifferenz, Admax als maximale chemische
Verschiebungsdifferenz, Kb als Dissoziationskonstante, n als Anzahl der
Bindungsereignisse und hi als Hill-Koeffizient. Die Bestimmung von Kbs erfolgte unter
der Annahme, dass [L] =[L]:wt, da der Ligand hier im deutlichen Uberschuss im Vergleich
zum Protein vorliegt. Fiir die ersten beiden Dissoziationskonstanten Ko: und Koz wurde
die Ligandenkonzentration anhand von Gleichung 3.12, welche auf dem

Massenwirkungsgesetz basiert, korrigiert.
a = 2 [P]tot = [L]tot + Kp1 + Kbz
b = ([P]tot — [L]tot )*( Kp1 4 Kb2) + (Kp1 * Kpz)
c=-Kp1 *Kp2 * [L]tot
—2a® 4+ 9ab — 27c

d = arcos
2,/(a%? — 3b)3
—_ a2z o d i
[L] = 5t 3 (a2 — 3b) cos 3 Gleichung 3.12

Die Dissoziationskonstanten wurden erst von einzelnen Kurven bestimmt und als
Grundlage fiir die globale Kurvenanpassung nach der Hill-Gleichung verwendet. Fiir
die globale Anpassung wurden alle Parameter als variabel betrachtet. Aufgrund der
geringen Anzahl an Datenpunkten und der dadurch hohen Fehler in den Hill-

Koeffizienten wurden diese am Ende der Anpassung fixiert.

3.5.12 NMR-Spektroskopie mit paramagnetischen Komplexen

NMR Spektroskopie mit paramagnetischen Substanzen stellt eine weitere Methode
zur Charakterisierung der Struktur und Dynamik von Biomolekiilen dar.
Paramagnetismus tritt bei Stoffen mit einem magnetischen Moment und ungepaarten
Elektronen auf, wie z.B. bei Mn?, Fe?, Ni* und Co? und den meisten Metallionen der
Lanthanoide (Otting, 2010). Bei der Bindung von Paramagneten an Biomolekiile kommt
es abhdngig vom Abstand und der Orientierung des Paramagneten zu Veranderungen

in der chemischen Verschiebung, der Linienbreite und den Kopplungskonstanten im
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NMR-Spektrum (Pintacuda et al., 2004). Fiir Struktur- und Dynamikuntersuchungen
werden vor allem vier Effekte ausgenutzt: Paramagnetic Relaxation Enhancement (PRE),
Pseudocontact Shifts (PCS), Residual Dipolar Couplings (RDCs) und Cross-Correlated
Relaxation (CCR) (Otting, 2010). Fiir Untersuchungen mit Paramagneten ist eine
dreidimensionale Struktur z.B. durch Kristallographie und die genaue Kenntnis einer
Bindungsstelle fiir den Paramagneten unbedingt erforderlich (Pintacuda et al., 2004).

Fiir die Zuordnung der Isoleucin-61-Methylgruppen der P-Dimere wurde eine
Fucose mit einer chelatierenden Einheit synthetisiert (siehe Abbildung 3.2 und
(Mallagaray et al., 2016)), welche u.a. Lanthanoide bindet. In einem Kontrollversuch war
La* (Lanthan) in dem Fucose-Tag chelatiert und im Hauptversuch Gd* (Gadolinium).
Beide werden im Folgenden als La*-Fucose bzw. Gd*-Fucose bezeichnet. Gd*" hat die
besondere Eigenschaft, dass es nur zu einem PRE-Effekt, nicht aber zu PCS-, RDC- und
CCR-Effekten kommt. Das heifst bei der Titration mit Gd* kommt es nur zu einer
abstandsabhéangigen Linienverbreiterung der Signale. La’* dient als Referenz, da es
diamagnetisch ist, der Ionenradius aber vergleichbar mit dem von Paramagneten ist.

Es wurden 200 uM IV-P-Dimere (2) in NMR-Puffer IV schrittweise mit 100, 250, 350,
500, 650, 750, 1000, 1250, 1500 und 1750 uM La®*- bzw. Gd*-Fucose versetzt. Bis zu einer
Konzentration von 1750 uM ist nur die erste Bindungsstelle von P-Dimeren besetzt
(Mallagaray et al., 2016). Anhand der experimentellen Daten und der Daten aus der
Kristallstruktur ist so eine potentielle Zuordnung der Isoleucin-81-Methylgruppen
moglich. Die Zuordnung wurde durch das Einbringen von Punktmutationen (siehe

Abschnitt 3.1) tiberpriift.

H H
] e H
H-0  ?
o _ ‘\ ; - 0
o/ 0
OQ 0__/_//,___ La3+—_;3\\:_b O
N N'-__-——-:
iy \'.
"N
HAC 0
OH
HO
OH

Abbildung 3.2: Fucose mit chelatierendem Element und gebundenem Lanthan-Ion.
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4  Ergebnisse

Diese Arbeit gliedert sich in zwei Teile. Im ersten Teil wird die Ligandenbindung und
Proteindynamik der GTA und GTB untersucht. Dafiir wurden unterschiedliche
Markierungsmuster angewendet. Es wurde die Proteindynamik in verschiedenen
Zeitbereichen bestimmt, wobei zwischen der Proteinriickgratdynamik und der
Seitenkettendynamik unterschieden wird. Des Weiteren wurde das Prinzip des inversen
STD-Transfers auf eine metyhlgruppenmarkierte GTA-Probe angewendet. Der zweite
Teil beschaftigt sich mit P-Dimeren von humanen Noroviren. Auch hier werden
Dynamikmessungen in Abhdngigkeit der Ligandenbindung durchgefiihrt. Eine
Zuordnung der Methylgruppensignale von Isoleucinen mittels paramagnetischer

Liganden wird gepriift.

4.1 Untersuchungen am Proteinriickgrat der GTA

Das Proteinriickgrat stellt einen hervorragenden Ansatzpunkt zur Charakterisierung
der Ligandenbindung und Proteindynamik dar, da jede Aminosdure (aufier Prolin)
einzeln betrachtet werden kann. Eine Zuordnung der GTA-Signale sollte mittels
Tripelresonanzexperimenten und der selektiven Markierung von einzelnen
Aminosduren (Arginine und Methionine) erfolgen. Die Ligandenbindung des
Substratanalogon UDP und dessen Einfluss auf die Proteindynamik im ps-ns-Bereich
wurde durch die Bestimmung von Ti- und T2-Zeiten untersucht. Die erhaltenen Daten

der GTA werden mit von Lena Lisbeth Grimm erhobenen GTB-Daten verglichen.

4.1.1 Proteinpraparation von Proteinriickgrat-markierten GTA-Proben

Mit einer Dimergrofie von 70 kDa ist eine Deuterierung der GTA erforderlich, um
ungiinstigen Relaxationseigenschaften entgegen zu wirken. Zur Charakterisierung der
Ligandenbindung und der Proteindynamik wurden [U-2H,*N]-markierte Proben
verwendet. Die Zuordnungsexperimente wurden mit einer [U->H,*C,’*N]-markierten
GTA-Probe durchgefiihrt. Um die Zuordnung zu vervollstandigen, wurden in einem
sonst deuterierten Protein zusatzlich Methionine bzw. Arginine selektiv "N-markiert.

Die jeweilige GTA-Probe wurde wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben in E. coli
synthetisiert und anschlieffend mittels Sdulenchromatographie gereinigt (siehe 3.2.3).

Die Qualitatskontrolle fand mittels SDS-PAGE (Abschnitt 3.4.1) und einem
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Aktivitatstest (Abschnitt 3.4.3) statt. Die Proteinbestimmung erfolgte durch das
NanoDrop ND100 Spektralphotometer und zusétzlich durch einen Bradford-Test mit
BGG als Standard (Abschnitt 3.4.2). Alle angegeben Konzentrationen und Aktivitdten
beruhen auf der mittels NanoDrop bestimmten Konzentration. Verunreinigungen der
Proteinprobe mit DNA oder UDP werden anhand des Quotienten Axs/A2s0, welcher
mittels NanoDrop bestimmt wird, detektiert. Die Ergebnisse sind mit den jeweiligen fiir
die NMR-Experimente verwendeten Puffer in Tabelle 4.1 zusammengefasst. Abbildung
4.1 zeigt ein SDS-Polyacrylamidgel zur Kontrolle der Reinigung von [U-?H,"*C,>N]-

GTA, alle anderen Gele waren vergleichbar und werden im Folgenden nicht dargestellt.

Tabelle 4.1: Qualititskontrolle von Proteinriickgrat-markierten GTA Proben. Angegeben ist
das eingesetzte Volumen an Minimalmedium, die Ausbeute pro Liter Kulturmedium, die
spezifische Aktivitdt und der Quotient Azso/A2s0 nach Umpufferung in den jeweiligen NMR-

Puffer. Die Pufferzusammensetzung ist in Tabelle 3.11 zu finden.* Aktivitdt nicht bestimmt.

Probe [U-2H, [U-2H, [U-2H,3C, [U-2H, [U-2H,

BN]-GTA  ®N]-GTA  ®N]-GTA {Met- {Arg-

(1) (2) 15N}]-GTA 'N}]-GTA
Kulturvolumen [mL] 500 500 1000 500 500
Ausbeute [mg/L] 6 8 14 10 6
Spezifische Aktivitat
24,3 11,6 12,5 9,6 -*

[U/mg]
Az60/A2so 0,68 0,56 0,57 0,56 0,57
NMR-Puffer II II I II II

Die Ausbeute der einzelnen GTA-Proben lag zwischen 6-14 mg pro Liter
Bakterienkultur. SDS-PAGE und der Aktivitatstest zeigen, dass alle Proteinproben rein
und aktiv sind. Eine Verunreinigung mit DNA oder UDP kann durch den Koeffizient

Ane0/A2s0 von ~0,6 ausgeschlossen werden.
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Abbildung 4.1: Exemplarisches SDS-Polyacrylamidgel mit Proben der einzelnen GTA/GTB-
Reinigungsschritte. Dargestellt ist die Reinigung von [U-2H,*C,’*N]-GTA. Proben wurden 1:1 in
2x reduzierendem Probenpuffer denaturiert und in folgender Reihenfolge auf ein 12%iges SDS-Gel
aufgetragen: (1) Zelllysat nach Ultrazentrifugation, (2) SP-Sepharose-Durchfluss, (3) SP-Sepharose-
Waschfraktion, (4) SP-Sepharose-Eluat, (5) UDP-Hexanolamin-Sepharose-Durchfluss, (6) UDP-
Hexanolamin-Sepharose-Waschfraktion, (7) UDP-Hexanolamin-Sepharose-Eluat, (M) Marker, (9) Dialysat

und (10) Dialysat in 2x nicht-reduzierendem Probenpulffer.

41.2 Bestimmung von Temperatur und Pufferbedingungen fiir NMR-

Experimente

In dieser Arbeit wurden erstmals NMR-Experimente mit isotopenmarkierten GTA-
Proben durchgefiihrt. Aus diesem Grund wurden die optimale Messtemperatur und
Pufferbedingung untersucht.

Bei einer Lagerung bei 4-8°C ist die GTA tiber einen Zeitraum von ca. 6 Monaten ohne
erhebliche Protein- und Aktivitatsverluste stabil. Bei hoheren Temperaturen ist die GTA
instabil und aggregiert mit der Zeit. Die maximale Aktivitit wird jedoch bei 37°C
erreicht. Um das Temperaturoptimum fiir die NMR-Experimente zu finden, wurde die
Probe [U-?H, ®N]-GTA (1) in NMR-Puffer II bei Temperaturen zwischen 275-318 K
gemessen. Eine Anderung der Temperatur fiihrt zu einer Verdnderung der chemischen
Verschiebung. Je hoher die Temperatur umso mehr diamagnetisch verschoben sind die
Signale. Bei 283 K sind zusatzlich deutlich weniger Signale als bei 298 K detektierbar.
(Abbildung 4.2 A). Spektren im Bereich von 298 bis 318 K zeigen ein ahnliches
Verteilungsmuster (Abbildung 4.2 B). Durch eine Erh6hung der Temperatur iiber 298 K
kommt es zu einer leichten Verbesserung der Spektren, schwache Signale werden
starker. Jedoch wird das Protein deutlich instabiler. Nach einer 10 h-Messung bei 318 K

war das Protein stark ausgefallen und konnte auch nicht wieder in Losung gebracht
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werden. Die NMR-Spektren sollten daher bei 298 K aufgenommen werden, da hier
einerseits die meisten Signale zu sehen sind und die Proben andererseits noch tiber einen

langeren Zeitraum von mindestens vier Wochen stabil sind.
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Abbildung 4.2: 'H,sN-BEST-TROSY-HSQC Spektren von [U-2H, N]-GTA (1) bei (A) 283 K
(blau), 298 K (griin) und bei (B) 298 K (griin), 310 K (gelb) und 318 K (rot). Gemessen wurde
558 uM [U-2H,"5N]-GTA (1) in NMR-Puffer II an einem 500 MHz-Spektrometer.
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Bisherige SPR- und ITC-Experimente mit GTA und GTB wurden in einem MOPS-
Puffer bei pH 6,7 bei RT mit NaCl und Mg?*- oder Mn?"-Ionen durchgefiihrt. Da Mn?"-
Ionen paramagnetisch sind, wird fiir die NMR-Experimente Mg?" verwendet. MOPS-
Puffer zeigt Resonanzsignale im Bereich von 2-4 ppm im 'H-Spektrum. Diese sind zwar
auflerhalb des Signalbereiches der Amidgruppen, es kann jedoch durch
Relaxationsprozesse zum Verlust von Magnetisierung kommen. Vor allem bei
Dynamikmessungen sollte dies vermieden werden. Aus diesem Grund wurde weiterhin
ein Phosphat-Puffer getestet. Aufgrund von austauschenden Protonen kann dieser
vollstindig deuteriert werden. Abbildung 4.3 zeigt eine Uberlagerung von [U-2H,5N]-
GTA (1) in Phosphat-Puffer und MOPS-Puffer. Es ist erkennbar, dass der Puffer bei
einigen Signalen zu einer Anderung in der chemischen Verschiebung fithrt und zu
unterschiedlichen Signalintensititen. Das GTA-Spektrum in MOPS-Puffer zeigt an
einigen Stellen mehr Signale. Prinzipiell sind beide Spektren jedoch vergleichbar, sodass

beide Puffer fiir NMR-Experimente verwendet werden kénnen.
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Abbildung 4.3: 'H,>N-TROSY-HSQC-Spektren von [U-2H,>N]-GTA (1). Griines Spektrum
zeigt 558 uM [U-2H,*N]-GTA (1) in 25 mM Na:HPO4/NaH:POs -Puffer bei pH 6,7, 5 mM MgCls,
1 mM 2-Mercaptoethanol und 100 uM TSP-d4. Gelbes Spektrum zeigt 300 uM [U-2H,>N]-GTA (1)
in 25 mM MOPS -Puffer bei pH 6,7, 5 mM MgClz, 1 mM 2-Mercaptoethanol und 100 uM TSP-da.
Gelbes Spektrum wurde mit einer anderen spektralen Weite in der indirekten Dimension
aufgenommen, sodass Signale der Arginin-Seitenketten hier bei 129 ppm in der *N-Dimension
erscheinen, anstelle von 116 ppm im Phosphat-Spektrum. Pfeil zeigt Signale, die nur bei der

Verwendung von MOPS-Puffer detektierbar sind.
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4.1.3 Aufnahme und Auswertung von Tripelresonanzspektren

Aus Kristallstrukturen ist bekannt, dass es bei Ligandenbindung an GTA und GTB
zu strukturellen Veranderungen kommt. Um diese strukturellen Veranderungen und
auch die Veranderungen in der Dynamik zu untersuchen, ist eine Zuordnung der Amid-
Signale im 'H,">N-TROSY-HSQC-Spektrum unbedingt erforderlich.

Die Zuordnung der GTB-Signale konnte bisher trotz einiger Versuche nicht erfolgen
(Grimm, 2015; Sindhuwinata, 2012). Trotz der Unterscheidung in nur vier Aminosauren,
zeigen GTA und GTB deutliche Unterschiede in ihrer Enzymkinetik und
Proteindynamik. Die Proteindynamik hat auch einen Einfluss auf die Signalqualitat von
NMR-Spektren, sodass eine Zuordnung der GTA-Signale moglicherweise
erfolgsversprechender ist. Aus diesem Grund wurden Tripelresonanzexperimente mit
einer 500 uM [U-?H,*C,">N]-GTA-Probe in NMR-Puffer I aufgenommen. Im Vergleich
zu den Zuordnungsspektren der GTB fand ein Pufferwechsel von Phosphat- zu MOPS-
Puffer statt. MOPS-Pulffer ist der Standardpuffer der GTA und GTB und wurde auch fiir
alle bisherigen kinetischen Experimente genutzt. In Abbildung 4.3 ist zusitzlich
erkennbar, dass im MOPS-Puffer mehr Signale als im Phosphatpuffer detektiert werden
konnen. Die Messungen erfolgten am BMRZ der Goethe Universitdt Frankfurt. Sie
wurden von Dr. Frank Lohr an einem 600 MHz, 800 MHz oder 950 MHz Spektrometer
durchgefiihrt, da je nach Experiment verschiedene Feldstarken von Vorteil sind. Die
Messparameter sind in Abschnitt 3.5.3 und Tabelle 3.12 zu finden. Die Messzeit betrug
ungefdhr eine Woche. Die Erhohung der Feldstirke hat eine Verbesserung der
Auflosung der Signale im 'H,"”>N-TROSY-HSQC-Spektrum zur Folge. Jedoch kommt es
trotzdem noch zu einer Uberlagerung der Signale, was eine Zuordnung erschwert
(Abbildung 4.6). Zusétzlich zu den Amidgruppen des Proteinriickgrates sind auch
Seitenkettensignale von Asparagin und Glutamin im Bereich von 6 - 8 ppm bzw. 110 -
114 ppm in der 'H bzw. N-Dimension detektierbar. Diese sind auch in
Tripelresonanzspektren zu sehen und {iiberlagern teilweise mit Signalen des
Proteinriickgrates. Die Seitenkettensignale der Arginine (Ne-He) werden gefaltet und
liegen hier bei 7 bzw. 134 ppm.

Die Tripelresonanzexperimente sind in Abbildung 4.4 dargestellt. Die Auswertung
der Spektren erfolgte mit CCPNmr 2.3.1. (Vranken et al., 2005). In Tabelle 4.2 sind die
Anzahl der erwarteten und detektierten Signale dargestellt. Im HSQC-Spektrum werden
353 Signale erwartet, diese setzen sich zusammen aus 281 Proteinriickgrat- (298
Aminosauren - 17 Proline) und 72 Seitenkettensignalen (2x 7 Asn, 2x 15 Gln, 22 Arg und
6 Trp). Mit 93% der erwarteten Signale ist das HSQC Spektrum von sehr guter Qualitat.
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Im HNCO bzw. HN(CA)CO Spektrum wird die Amidgruppe der jeweiligen
Aminosaure mit der Carbonylgruppe der vorherigen bzw. der eigenen und vorherigen
Aminosaure korreliert. Im HNCO Spektrum sind 260 von 325 Signalen zu sehen. Im
HN(CA)CO Spektrum hingegen nur 219 von 562 erwarteten. Da hier 60% der Signale
fehlen, konnen viele Konnektivitdten nicht gefunden werden. Die Korrelation der
Amidgruppe mit der Ca-Gruppe der eigenen und vorherigen Aminoséaure oder nur der
vorherigen Aminosaure findet im HNCA bzw. HN(CO)CA statt. In beiden Spektren
werden ca. 50% der erwarteten Signale detektiert. Im HNCACB wird die Amidgruppe
des Proteinriickgrates mit Co- und CB-Kohlenstoffen der eigenen und vorherigen
Aminosaure korreliert. Das HNCACB Spektrum ist wichtig fiir die Zuordnung des
Aminosadure-Typs. Serine, Threonine und Alanine haben spezifische CpB-
Verschiebungen, sodass diese eindeutig identifiziert werden konnen und so einen
Ansatzpunkt fiir die Zuordnung liefern. Es wurden 43% der erwarteten Signale
detektiert.

Insgesamt wurden 20 Verkniipfungen von zwei Aminosaure-Resten, 7
Verkniipfungen von 3 Aminosaure-Resten und eine Verkniipfung von 10 Aminosaure-
Resten gefunden, welche in Abbildung 4.5 dargestellt ist. Von diesen Verkniipfungen

konnten 18 Aminosduren eindeutig zugeordnet werden (Abbildung 4.6).

Tabelle 4.2: Erwartete und detektierte Signale in Tripelresonanzexperimenten der [U-
2H,3C,5N]-markierten GTA bei 298 K. Probe enthielt 500 uM GTA in NMR-Puffer I. * Asn, Gln
und Arg bzw. * Asn und Gln Seitenkettensignale bei Zdhlung mit beriicksichtigt, da diese nicht

eindeutig von Riickgrat-Signalen zu trennen waren. Aufnahmeparameter siehe Tabelle 3.12.

Spektrum Erwartete Signale  Detektierte Signale Prozentsatz
'H,"N-HSQC 353* 328+ 93%
HNCO 325* 260* 80%
HN(CA)CO 562 219 39%
HNCA 562 270 48%
HN(CO)CA 281 130 46%
HNCACB 1134* 492* 43%
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Abbildung 4.4: Mit [U-2H,3C,5N]-GTA aufgenommene Tripelresonanzspektren. Probe
enthielt 500 uM GTA in NMR-Puffer I. Aufnahmeparameter siehe Tabelle 3.12. Positive Signale
in dunkelgriin, negative Signale in hellgriin dargestellt. F1 ist die 1*C-, F2 die *N- und F3 die 'H-

chemische Verschiebung.
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Abbildung 4.5: Zuordnungsbeispiel von [U-2H,3C,*N]-GTA durch

Tripelresonanzexperimente. Probe enthielt 500 uM GTA in NMR-Puffer I. Beispiel zeigt
Zuordnung der Reste 161-170. Gezeigt sind die jeweiligen '>N-Ebenen von (A) HNCO (blau) und
HN(CA)CO (griin), (B) HNCA (braun) und HN(CO)CA (rot) und (C) HNCACB Spektren.
Korrelationen sind durch schwarze Linien dargestellt. Korrelation im HNCACB Spektrum sind
iiber CB-Signale (orange) durch durchgezogenen Linien bzw. iiber Ca-Signale (blau) durch

gestrichelte Linien dargestellt.
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Abbildung 4.6: TH,5N-TROSY-HSQC Spektrum von [U-2H,3C,5N]-GTA bei 800 MHz. Probe
enthielt 500 uM GTA in NMR-Puffer I. Gezeigt sind zusatzlich durch Tripelresonanzspektren

zugeordnete Aminosauren.

414 Selektive *"N-Markierung von Argininen und Methioninen

Mit Hilfe der Tripelresonanzspektren konnten nur 6% der Aminosauren zugeordnet
werden. Um trotzdem einen Einblick in das aktive Zentrum bzw. die Schleifenregionen
zu bekommen, sollten einzelne Aminosauren selektiv markiert werden. Dafiir konnen
nur Aminosduren verwendet werden, welche sich am Ende der Aminosiure-
Stoffwechselkette befinden, da es sonst zu ungewollten Kreuzmarkierungen kommt.
Dies trifft u.a. auf Methionine und Arginine zu. Diese beiden Aminoséduren sind auch an
sehr interessanten Regionen im Protein zu finden. Die interne Schleife enthalt
beispielsweise drei Methionine und das Arginin an Position 352 interagiert im
geschlossenen Zustand mit der internen Schleife.

Die ’N-markierten Aminosauren wurden wie in Abschnitt 3.3.2 beschrieben, 1 h vor
Induktion dem Minimalmedium zugegeben (sieche auch Tabelle 3.3). Das
Minimalmedium enthielt aufSerdem Eco E. coli OD 2 D-Medium, welches hauptsachlich

aus deuterierten Aminosduren besteht, um moglichen Kreuzmarkierungen zwischen
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den Aminosduren vorzubeugen. Die Proben [U-?H, {Met-*N}]-GTA und [U-?H, {Arg-
BN}]-GTA wurden in NMR-Puffer I umgepuffert.
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Abbildung 4.7: 'H,’"N-TROSY-HSQC-Spektren von [U-2H,N,3C]-GTA (griin) mit selektiv
15N-Met (gelb) und ®N-Arg (rot) markierter GTA. [U-2H,SN]-GTA Probe enthielt 500 uM GTA
in NMR-Puffer I, gemessen bei 800 MHz. Spektrum iiberlagert mit 675 pM [U-2H, {Met-’N}]-
GTA und 378 uM [U-2H, {Arg-"N}]-GTA in NMR-Puffer I, gemessen bei 500 MHz. Arg-
Seitenketten sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Wegen unterschiedlichen spektralen

Mittelpunkten sind die chemischen Verschiebungen der Seitenkettensignale unterschiedlich.

Im [U-?H, {Met-"*N}] GTA Spektrum wurden zehn Signale, im [U-’H, {Arg-">N}] GTA
Spektrum 22 Signale des Proteinriickgrates und 22 Seitenkettensignale erwartet. In
Abbildung 4.7 ist erkennbar, dass beide Spektren deutlich mehr Signale zeigen. Das [U-
2H, {Met-*N}] GTA Spektrum zeigt ca. 90 Signale und [U-?H, {Arg-'>N}]-GTA Spektrum
ca. 140. Beide zeigen jedoch keine Trp-, Asn- und Gln-Seitenketten. Die Arg-Seitenketten
sind nur im Arginin-markierten Spektrum detektierbar. Weiterhin sollten sie aufgrund
des Markierungsmusters komplett unterschiedliche Signale zeigen, jedoch iiberlagern
die meisten. Es fanden also Kreuzmarkierungen zwischen den Aminosauren statt. Eine
eindeutige Zuordnung der Methionin- und Arginin-Proteinriickgrat-Signale ist daher

nicht moglich.
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4.1.5 'H,N-TROSY-HSQC-Experimente zur Charakterisierung der UDP-
Bindung an GTA

Anhand von Kiristallstrukturen wurde bereits gezeigt, dass es durch die Bindung von
UDP zu strukturellen Anderungen im Protein kommt (Alfaro et al., 2008). Diese sollten
auch mittels NMR-Spektroskopie analysiert werden. Da bisher keine vollstindige
Zuordnung moglich war, wird die Bindung von UDP an GTA nur phanomenologisch
betrachtet.

Eine 370 uM [U-2H,®N]J-GTA (2) (Nummerierung siehe Tabelle 4.1) wurde
schrittweise mit UDP titriert. Die Titrationslosung enthielt die gleiche GTA-
Konzentration wie die NMR-Probe, um die Proteinkonzentration konstant zu halten. Die
UDP-Konzentrationen der Titrationsschritte lagen bei 137 uM (15% Sattigung), 315 uM
(30% Sattigung), 680 uM (50% Sattigung), 2,4 mM (80% Sattigung) und 5,9 mM (91%
Sattigung). Die Sittigung wurde anhand des mittels SPR-bestimmten Ko von 540 uM
mit Gleichung 3.6 ermittelt (Grimm, 2015).

Wahrend der Titration wurde UDP teilweise zu Uracil abgebaut. In Abbildung 4.8 ist
jedoch erkennbar, dass >80% noch als UDP vorliegt. Eine genaue Abschidtzung der
tatsdchlichen UDP-Konzentration ist aufgrund der Linienverbreiterung des UDP-
Signals bei 7,97 ppm nicht moglich. Diese Linienverbreiterung bestatigt jedoch, dass nur
UDP, nicht aber UMP oder Uracil an GTA binden, da hier keine Verbreiterung zu
beobachten ist.

Die Zugabe von UDP fiihrt unter anderem zu einer schrittweisen Verschiebung der
Signale, diese Signale befinden sich im schnellen Austausch. Etwa 40 Signale
verschwinden durch die UDP-Zugabe, andere kommen wiederum dazu. Bei einigen
Signalen ist ein langsamer Austausch zu beobachten. Die Zugabe von UDP fiihrt
auflerdem bei einigen Signalen zu einem Intensitdtsverlust. Im Laufe der Titration
erlangen einige dieser Signale jedoch ihre Anfangsintensitdt zuriick. Weitere Signale
bewegen sich erst ab einer Sattigung von 30% oder andern wahrend der Titration ihre
Bewegungsrichtung (Abbildung 4.9). Um die chemische Verschiebungsianderung
genauer zu untersuchen, wurden die euklidischen Verschiebungen in Bezug auf das
Referenzspektrum ohne UDP gebildet (siehe Abschnitt 3.5.10 und Gleichung 3.8) und
ihre Standardabweichung bestimmt. Alle Werte, die grofler als die einfache
Standardabweichung sind, wurden naher betrachtet. Es wurden insgesamt 254 Signale
detektiert, von denen sich 39 bei einer Zugabe von 137 uM (15% UDP-Sattigung)
bewegen. Je mehr UDP zugegeben wird, umso mehr Signale zeigen eine Anderung in

der chemischen Verschiebung. Bei 91%iger UDP-Sittigung haben knapp 50% der
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Signale (121 von 254) eine euklidische Verschiebung, welche grofler als die einfache

Standardabweichung ist.

0 pM UDP
M%v'\—_ A _A

Uracil ﬂ ﬁ
UMP I Jl
i

uUDP Il

T T T T T T T T T T T T T T T T

8.0 7.5 7.0 65

*H [ppm]
Abbildung 4.8: 'H-Spektren von [U-H,*N]-GTA mit und ohne UDP. Dargestellt sind
Protonenspektren einer 370 uM [U-2H,">N]-GTA (2) Probe in NMR-Puffer II (Tabelle 3.11) (griin)
sowie mit 59 mM UDP (gelb). In schwarz sind Referenzspektren von Uracil, UMP und UDP
gezeigt.

Aus den chemischen Verschiebungsanderungen der jeweiligen Titrationsschritte ist
es moglich, den Ko-Wert abzuschatzen. Fiir die Auswertung wurden nur Signale im
schnellen Austausch betrachtet, bei welchen die euklidische Verschiebung aller
Titrationsschritte grofier als die einfache Standardabweichung war. Aus den
euklidischen ~ Verschiebungen = und den  UDP-Konzentrationen  wurden
Bindungsisotherme gebildet, welche an Gleichung 3.9 angepasst wurden (Abbildung
4.10). Der Kp-Wert der Bindung von UDP an GTA liegt bei 100 + 13 uM.
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Abbildung 4.9: UDP-Titration von [U-2H,*N]-GTA. Eine 280 uM [U-2H,*N]-GTA (2) Probe in
NMR-Puffer II (Tabelle 3.11) (griin) wurde schrittweise mit UDP versetzt. Die 'H,’’N-TROSY-

HSQC-Spektren zeigen die schrittweise Anderung der chemischen Verschiebung induziert durch
UDP-Bindung. Die jeweiligen Spektren und UDP-Konzentrationen sind farbkodiert. Legende
siehe Bild. (A) zeigt gesamtes Spektrum, (B) — (D) zeigen Ausschnitte aus (A). Wéahrend der
Titration kommt es u.a. zu (B) schnellem Austausch, (C) Verschiebungen erst ab 315 uM UDP
(30% Sittigung) und (D) zur Anderung der Bewegungsrichtung wéhrend der Titration.

96



Ergebnisse

012
— |3
E a
g 0,10 3
o0 4
c
3 El
S 0,08 .
= =
Q
a 8
3 006- -
g ¥
S [3
2 004
= o
= *
w
0,024
0,00 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

UDP [mM]
Abbildung 4.10: Bindungsisotherme der Bindung von UDP an [U-2H,5N]-GTA. Ausgewertet

wurden Signale, deren euklidische Verschiebung wahrend der gesamten Titration grofer als die
einfache Standardabweichung war. Die euklidische Verschiebung wurde gegen die UDP-
Konzentration aufgetragen und an Gleichung 3.9. angepasst. Die Proteinkonzentration betrug
280 uM und es wurde von n = 1 Bindungsstellen ausgegangen. Der ermittelte Kpo-Wert betragt
100 £ 13 uM (R? = 0,94 und y?= 4,3x10%).

4.1.6 Untersuchung der Proteindynamik im ps-ns Bereich

Die Dynamik im ps-ns-Bereich wird durch die Messung von longitudinalen (T1) und
transversalen (T2) Relaxationszeiten charakterisiert. Da keine vollstandige Zuordnung
der Amidsignale des 'H,"N-TROSY-HSQC-Spektrums vorhanden ist, konnen zwar
nicht einzelne flexible Regionen identifiziert werden, jedoch kann ein Uberblick iiber das
gesamte Protein gewonnen werden. Aufierdem wurde der Einfluss der UDP-Bindung
auf die Proteindynamik untersucht.

Die mittlere longitudinale Relaxationszeit der GTA betragt 1,50 + 0,53 s. Die Zugabe
von UDP hat eine deutliche Erhohung der Ti-Zeit auf 2,61 + 0,77 s zur Folge. Die Werte
schwanken ohne UDP zwischen 0,4 und 3 s und mit UDP zwischen 0,8 und 4,5 s. Auch
die T>-Zeiten weisen eine sehr grofie Schwankung auf, auch erkennbar an der grofien
Standardabweichung (Abbildung 4.11 und Tabelle 4.3). Viele Signale konnten nicht
ausgewertet werden, da die Magnetisierung bereits nach sehr kurzen Wartezeiten t von
17-51 ms relaxiert war. Die hier bestimmte mittlere T>-Zeit ist demzufolge zu hoch.
Dieser schnelle Verlust der Magnetisierung ist auch eine Erklarung fiir das Fehlen vieler
Kreuzsignale in den 3D-Spektren. Die Bindung von UDP hat auf die mittlere

transversale Relaxationszeit keinen erkennbaren Einfluss (Tabelle 4.3).
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Abbildung 4.11: 'H,’*N-TROSY-HSQC Spektren von [U-2H,*N]-GTA ohne (griin) und mit
UDP (gelb). Das griine Spektrum zeigt eine 512 uM [U-2H,">N]-GTA (2) Probe in NMR-Puffer II,
das gelbe eine 205 uM [U-2H,N]-GTA (II) Probe mit 6,15 mM UDP. Tabellen in der Abbildung

zeigen Beispiele fiir T1- und T2-Zeiten einzelner Aminoséauren.

Tabelle 4.3: Zusammenfassung der Ti- und T:-Zeiten der GTA-Amidgruppen in An- und
des UDP.

Standardabweichung. Zahlen in Klammern geben die Anzahl der analysierten Daten an.

Abwesenheit Donorsubstrates Gezeigt sind Mittelwerte und ihre

ohne UDP mit UDP
Ti[s] 1,50 + 0,53 (118) 2,61 £0,77 (65)
T2 [ms] 85,30 + 73,51 (80) 78,80 + 62,28 (68)
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4.1.7 Vergleich der 'H,*N- HSQC Spektren von GTA und GTB

GTA und GTB unterscheiden sich nur in vier Aminosduren. In Abbildung 4.12 ist
erkennbar, dass die Grundstruktur von GTA und GTB gleich ist. Jedoch sind auch
deutliche Unterschiede zwischen den Spektren sichtbar. Einige Signale sind verschoben,
andere sind nicht vorhanden bzw. kommen hinzu. Eine eindeutige Zuordnung der vier
unterschiedlichen Aminosdauren an Position 176, 235, 266 und 268 ist nicht moglich.
Jedoch kénnen die in Abschnitt 4.1.3 erfolgten Zuordnungen auf die GTB iibertragen
werden. Nur fiir die Zuordnung von Ser 239 ist keine eindeutige Ubertragung méglich.
L. L. Grimm hat bereits Zuordnungsexperimente mit GTB durchgefiihrt und konnte
sechs Aminosdauren zuordnen, welche die Ubertragung bestatigen (Grimm, 2015). Die
Zuordnungsspektren der GTB wurden in Phosphat-Puffer, die von GTA hingegen in
MOPS-Puffer durchgefiihrt.
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Abbildung 4.12: Vergleich von [U-2H,5N]-GTA (griin) und [U-?H,5N,*C]-GTB (gelb).
Dargestellt ist 'H,’"N-TROSY-HSQC-Spektrum einer 512 uM [U-2H,"*N]-GTA (2) Probe bei
500 MHz und 'H,’®N-BEST-TROSY-HSQC Spektrum einer 1 mM [U-2H,*N,*C]-GTB Probe bei
950 MHz. Beide Proben befinden sich in NMR-Puffer II. Arg-Seitenketten zeigen unterschiedliche
chemische Verschiebungen wegen unterschiedlichen spektralen Mittelpunkten. GTB-Spektrum

von L.L. Grimm zur Verfiigung gestellt.
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Bei der Bindung von UDP an GTA und GTB zeigen beide Proteine ein dhnliches
Verhalten. Neben Signalen, die sich im schnellen Austausch befinden und sich
kontinuierlich bewegen, existieren auch Signale, welche sich im langsamen Austausch
befinden oder sich erst bei hoheren Séttigungskonzentrationen bewegen. Dies deutet auf
einen mehrstufigen Bindungsprozess hin. Die Anzahl der Signale, welche sich bei
90%iger UDP-Sattigung insgesamt verschieben, unterscheidet sich stark zwischen GTA
und GTB. Bei der GTA sind es ca. 48% (siehe Abschnitt 4.1.5) bei der GTB nur 22% der
Signale. Die UDP-Bindung an GTA hat demnach einen deutlich grofleren Einfluss als
die Bindung an GTB. Jedoch kann man aufgrund des starken UDP-Abbaus wahrend der
Titration mit GTB nicht von einer vollstindigen Sattigung ausgehen, sodass der Wert

von 22% wahrscheinlich falsch zu niedrig ist (Grimm, 2015).

4.2 Seitenkettenanalyse von [U-?H, {Iled1-*CHs}]-markierter
GTA

Aufgrund der Proteindimergrofie von ca. 70 kDa ist die Proteinriickgrat-Analyse der
GTA sehr schwierig, da viele Signale tiberlagern bzw. Signale in den
Tripelresonanzspektren fehlen, sodass eine vollstandige Signalzuordnung nicht moglich
ist. Die Markierung von Methylgruppen der Aminosdure-Seitenketten stellt eine sehr
gute Alternative dar, da es insgesamt zu einer Signalreduktion kommt. Aufierdem geben
Methylgruppen intensivere NMR-Signale als Amide, da sie drei Protonen tragen.

Eine Moglichkeit der Methylgruppenmarkierung, ist die spezifische
BBC-Isotopenmarkierung der Isoleucinmethylgruppe an Position 61. GTA hat 10
Isoleucine, von denen eins nah an der internen Schleife liegt (Ile 192) und eins im aktiven
Zentrum (Ile 123). Eine Analyse dieser Methylgruppen kann Informationen tiiber die
Substratbindung und Katalyse der GTA geben. In dieser Arbeit wurde die UDP- und
HDis-Bindung an [U-2H, {Iled1-*CHs}]-markierte GTA — im Folgenden nur als Ile-GTA
bezeichnet — sowie die Methylgruppendynamik im ps-ms Bereich untersucht. Diese
Daten werden mit den von Lena Lisbeth Grimm erhobenen Ile-GTB-Daten verglichen

(Grimm, 2015).

4.2.1 Probenpriparation von Ile-GTA

Die Synthese, Reinigung und Qualitatskontrolle von Ile-GTA erfolgte wie in
Abschnitt 3.2.2, 3.2.3 und 3.4 beschrieben. Es wurden insgesamt drei Praparationen
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durchgefiihrt. Alle Proben wurden in NMR-Puffer III umgepuffert. Die angegebenen
Konzentrationen beruhen auf der mittels NanoDrop bestimmten. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 4.4 zusammengefasst.

Die Ausbeuten der Praparationen 2 und 3 sind deutlich geringer als die der ersten.
Die Glycerinkultur als Ursache kann ausgeschlossen werden, da auch andere
Praparationen damit inokuliert wurden und Ausbeuten im Bereich von 6-14 mg/L damit
erzielt wurden (siehe Tabelle 4.1). Auch die Medienzusammensetzung war gleich. In
den SDS-Polyacrylamid-Gelen ist jedoch erkennbar, dass es bei der
Kationenaustauschchromatographie zu Verlusten kam. Sowohl im Durchfluss als auch
in der Waschfraktion der SP-Sepharose Reinigungsschritte ist eine GTA-Bande
erkennbar. Jedoch sind alle Proben aktiv und rein (exemplarische SDS-PAGE siehe
Abschnitt 4.1.1). Eine DNA- und UDP-Verunreinigung kann anhand des Koeffizient

Anzeo/Azso von ~ 0,57 ausgeschlossen werden.

Tabelle 4.4: Qualititskontrolle von Ile-GTA Proben. Angegeben ist das eingesetzte Volumen

an Minimalmedium, die Ausbeute pro Liter Kulturmedium, die spezifische Aktivitat und der

Quotient Azeo/Az0 nach Umpufferung in NMR-Puffer IIl. Die Pufferzusammensetzung ist in

Tabelle 3.11 zu finden.

Probe Ile-GTA (1) Ile-GTA (2) Ile-GTA (3)
Kulturvolumen [mL] 100 200 200
Ausbeute [mg/L] 7,5 2,7 3,6
Spezifische Aktivitat [U/mg] 10,5 8,6 13,6
Aze0/ A2so 0,56 0,56 0,59

4.2.2 'H,®C-methyl-TROSY-Experimente mit Ile-GTA und Charakterisierung
der UDP- und HDis-Bindung

Die NMR-Analyse der Ile-GTA Proben erfolgte durch 'H,*C-methyl-TROSY-
Spektren. Diese wurden von L. L. Grimm und T. Biet am Institut fiir Chemie etabliert.
Ein grofier Vorteil dieser Methode liegt in der geringen benttigten Proteinkonzentration
(Konzentrationen ab 50 uM) und der kurzen Spektrenmesszeit (ab 15 min).

In Abbildung 4.13 A ist ein 'H,"*C-methyl-TROSY-Spektrum von Ile-GTA gezeigt. Es
werden 10 Signale erwartet, welche auch detektiert werden kénnen. Zusatzlich ist das
TSP-ds Methylgruppensignal aufgrund der natiirlichen Haufigkeit von BC zu

beobachten, welches wegen der spektralen Weite reingefaltet ist.
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Wie bei der [U-2H,>N]-markierten GTA Probe, soll auch mit der Ile-GTA Probe der
Einfluss der UDP- und zusétzlich auch der Einfluss der HDis-Bindung an das Protein
untersucht werden. Eine 71 uM Ile-GTA (2) Probe wurde schrittweise mit 71 uM (10%
Sattigung), 152 uM (20% Sattigung), 398 uM (40% Sattigung), 866 uM (60% Sattigung),
228 mM (80% Sattigung) und 6 mM (92% Sittigung) UDP versetzt. Die
Proteinkonzentration = der  Titrationslosung entsprach  dabei ~der NMR-
Probenkonzentration. Wahrend der Titration war kein UDP-Abbau zu beobachten. In
Abbildung 4.13 B ist der Endpunkt der UDP-Titration (gelb) dargestellt. Vor allem die
Signale 3 und 4 und in geringerem Mafe auch Signale 2 und 8 erfahren eine Anderung
in der chemischen Verschiebung durch die Zugabe von UDP. Aus den Abstdanden in
ppm wurde die euklidische Verschiebung berechnet (siehe Gleichung 3.8). Signale 3 und
4 zeigen eine euklidische Verschiebung, welche groler als die einfache
Standardabweichung ist. Jedoch ist bei Signal 4 die 'H-Verschiebung unterhalb der
digitalen Auflosung von 0,02 ppm. Auf eine Kp-Bestimmung wird aufgrund der
geringen Anzahl an auswertbaren Signalen verzichtet. Bei Signal 4 ist wahrend der
Titration ein langsamer Austausch zwischen der ungebundenen und UDP-gebundenen
Form zu erkennen. Bei allen anderen Signalen tritt ein schneller Austausch auf. Jedoch
sind die Verschiebungen teilweise unterhalb der digitalen Auflosung, sodass eine
Fehlinterpretation moglich ist.

Zu der UDP-gesidttigten Probe wurde anschliefend 1 mM HDis-O-Methyl
zugegeben. Ein Kb fiir die Bindung von HDis an GTA in Anwesenheit von UDP ist bisher
nicht bekannt und wurde anhand von bekannten GTB-Daten (Sindhuwinata et al., 2013)
auf 20 uM abgeschatzt. Die Zugabe von 1 mM HDis-O-Methyl entspricht demnach einer
Sattigung von ca. 98%. In Abbildung 4.13 B ist erkennbar, dass das Signal 4 in der *C-
Dimension die grofite Verschiebung erfahrt. Auerdem ist hier eine Anderung in der
Bewegungsrichtung im Vergleich zur UDP-Titration erkennbar. Da sich dieses Signal
sowohl bei der UDP- als auch bei der HDis-Zugabe verschiebt, welche mit einer
Anderung der Bewegungsrichtung einhergeht, konnte es sich hierbei um Ile 192
handeln.
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Abbildung 4.13: 'H,*C-methyl-TROSY-Spektren von Ile-GTA und Einfluss der
Ligandenbindung von UDP und HDis. (A) Dargestellt ist das 'H,"*C-methyl-TROSY-Spektrum
einer 71 pM Ile-GTA (2) Probe in NMR-Puffer III (Nummerierung siehe Tabelle 4.4 und Tabelle
3.11). (B) 'H,*C-methyl-TROSY-Spektren der Ausgangs- und Endpunkte der UDP-Titration und
HDis-O-3C-Methyl Zugabe. Gezeigt sind Spektren einer 71 uM Ile-GTA (2) Probe in NMR-Puffer
III ohne Substrat (griin), zusammen mit 6 mM UDP (gelb) sowie 6 mM UDP und 1 mM HDis-O-
13C-Methyl (rot). Pfeile geben Anderung der Verschiebungsrichtung bei UDP- bzw. HDis-

14

© ~

16

Titration an. Einschub zeigt langsamen Austausch wahrend UDP-Titration, welcher nur bei

Signal 4 zu beobachten ist.
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[le192 liegt am Rand der internen Schleife, welche in Abhangigkeit der Substrate
unterschiedliche Konformationen eingeht. Kristallstrukturen deuten auf einen offenen,
halb-geschlossenen und geschlossenen Zustand der GTA hin (Alfaro et al., 2008).

Signal 3, welches bei der UDP-Titration die grofite Verschiebung erfahren hat, bleibt
bei der HDis-Zugabe fast konstant. Dieses Verhalten lasst vermuten, dass es sich um Ile
123 handelt, welches sich im aktiven Zentrum befindet und an der UDP-Bindung
beteiligt ist, jedoch nicht an der HDis-Bindung. Die Verschiebungen von den Signalen 1,
5,7,8 und 10 sind unterhalb der digitalen Auflosung. Die Signale 2, 6 und 9 zeigen in der
3C-Dimension eine leichte Verschiebung.

Der Einfluss der UDP- und HDis-Bindung an das Protein hat also nur auf zwei Ile-
81-Methylgruppen einen deutlichen Einfluss. Dies stimmt mit den anhand der
Verteilung der Isoleucine im Protein erwarteten Veranderungen iiberein. Die potentielle
Zuordnung der Signale 3 und 4 kann durch einen Vergleich mit GTB bestatigt werden
(Abschnitt 4.2.4).

4.2.3 CPMG-Relaxations-Dispersions-Messungen mit Ile-GTA

Die Ile-Seitenketten befinden sich in verschiedenen interessanten Bereichen des
Proteins, wie z.B. im aktiven Zentrum oder nahe der internen Schleife. Die Ile-GTA
Probe eignet sich damit sehr gut, um die Dynamik in diesen Bereichen ndher zu
charakterisieren. Mit Hilfe von CPMG-RD-Messungen kann die Dynamik im ps-ms-
Bereich untersucht werden.

Die Messungen ohne Substrat am 500 MHz Spektrometer wurden mit der 110 uM Ile-
GTA (1) Probe (siehe Tabelle 4.4) durchgefiihrt. Fiir Messungen mit 6 mM UDP sowie 6
mM UDP und 1 mM HDis-O-3C-Methyl wurde eine 71 uM Ile-GTA (2)-Probe
verwendet. Alle Messungen am 700 MHz Spektrometer wurden mit Ile-GTA (3)
durchgefiihrt. Die Proteinkonzentration lag bei 106 uM, die Substratkonzentrationen
betrugen hier 57 mM UDP und 1 mM HDis-O-Methyl. Alle Proben befanden sich in
NMR-Puffer III.

Vor Beginn der Messung wurden die Messbedingungen bestimmt. Dafiir wurden
verschiedene Temperaturen getestet. Da bekannt ist, dass GTA bei hdoheren
Temperaturen als 298 K aggregiert (siehe Abschnitt 4.1.2), wurden hier nur geringere
Temperaturen getestet. Abbildung 4.14 zeigt 'H,"*C-methyl-TROSY-Spektren von Ile-
GTA bei 275 K, 283 K und 298 K. Diese Spektren zeigen ein zusatzliches Signal bei
0,77 ppm in der 'H- und 10,05 ppm in der *C-Dimension. Da es jedoch nicht in allen

Chargen auftritt, handelt es sich vermutlich um inaktives Protein. Dieses Signal wird im
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Folgenden nicht weiter betrachtet. Die Temperaturerniedrigung hat eine Anderung der
chemischen Verschiebung zur Folge. Alle Verschiebungen kénnen jedoch eindeutig
nachvollzogen werden. Des Weiteren fiihrt die Temperaturerniedrigung vor allem bei
Signal 4 zu einer Intensitatsreduktion. Bei 275 K ist dieses Signal kaum noch
detektierbar. Da fiir die Auswertung ein mdglichst hohes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis

wichtig ist, finden alle Messungen zwischen 283 K und 298 K statt.
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Abbildung 4.14: 'H,*C-methyl-TROSY-Spektren von Ile-GTA bei 298 K (griin), 283 K (blau)
und 275 K (grau). Die Probe enthielt 110 uM Ile-GTA (1) in NMR-Puffer III (Nummerierung siehe
Tabelle 4.4 und Tabelle 3.11).

Neben der Temperatur wurde auch die Mischzeit Terme fiir die Experimente getestet.
Je langer diese Zeit ist, umso mehr Zeit hat das Protein um zu relaxieren und umso
geringer ist die  Signalintensitit. Da jedes Protein  unterschiedliche
Relaxationseigenschaften hat, ist es erforderlich die Mischzeiten mit den erhaltenen
Signalintensitiaten zu vergleichen. Fiir die CPMG-RD-Messungen werden Spektren mit
Feldstarken vcemc von 50 Hz bis 500 Hz aufgenommen. Die Intensitdten der 50 Hz-
Spektren sind am geringsten und werden mit dem Referenzspektrum ohne CPMG-
Pulskaskade verglichen. Ziel ist es, eine Signalreduktion um etwa 50% zu erreichen.
Typische Mischzeiten von Proteinen liegen meist zwischen 20 und 60 ms. Es wurden
Spektren mit einer Feldstirke von 50 Hz bei 283 K und 298 K aufgenommen. Die

erhaltenen Signalintensititen wurden mit den jeweiligen Referenzspektren ins
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Verhiltnis gesetzt. Die relativen Signalintensitdten sind in Abbildung 4.15 dargestellt.
Bei 298 K haben alle Signale eine relative Intensitdt von iiber 50% im Vergleich zum
Referenzspektrum. Nur Signal 4 zeigt bei einer Mischzeit von 40 ms eine relative
Intensitat von 30%. Bei 283 K zeigen alle Signale geringere relative Intensititen als bei
298 K. Vor allem Signal 4 zeigt eine deutliche Reduktion und befindet sich nah am
Rauschen. Um eine geniigend hohe Signalintensitdt sicher zu stellen, werden alle

Messungen mit einer Mischzeit von 20 ms durchgefiihrt.
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Abbildung 4.15: Einfluss der Mischzeit Tcemc auf die Signalintensitit bei (A) 298 K und (B)
283 K. Dargestellt ist die relative Signalintensitat von CPMG-RD-'H,*C-methyl-TROSY Spektren
bei einer Feldstirke von 50 Hz im Vergleich zum Referenzspektrum ohne CPMG-Sequenz bei
Mischzeiten Tceme von 20 und 40 ms. Probe enthielt 110 pM Ile-GTA (1) in NMR-Puffer III
(Nummerierung siehe Tabelle 4.4 und Tabelle 3.11) und wurde bei 298 und 283 K an einem
500 MHz Spektrometer gemessen. Messparameter siehe Abschnitt 3.5.6.

Die finalen Messbedingungen sind in Abschnitt 3.5.6 beschrieben. Die Anzahl der
Scans wurde an die Temperatur und die Proteinkonzentration angepasst. Da bei
niedrigen Temperaturen und geringeren Konzentrationen die Signalintensitat sinkt,

wurden hier mehr Scans aufgenommen. Die Anzahl der Scans lag zwischen 8 und 48.
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Abbildung 4.16: CPMG-Relaxations-Dispersions-Experimente mit Ile-GTA. Dargestellt ist die
Differenz der transversalen Relaxationsraten mit ARzett = R2.ett(50 Hz) - R2.:(500 Hz). Messungen
wurden mit 106 uM Ile-GTA (3) bei 298 K, 290 K und 283 K an einem 700 MHz Spektrometer
durchgefiihrt. Die CPMG-RD-Experimente wurden (A) ohne Substrate, (B) mit 5,7 mM UDP und
(C) mit 5,7 mM UDP und 1 mM HDis-O-Methyl durchgefiihrt. Signal 4 ist durch eine gestrichelte
Linie hervorgehoben und war ohne Substrate nur bei 298 K detektierbar. Alle Messungen, aufler
die bei 290 K in Anwesenheit von UDP und HDis, wurden in Doppelbestimmung durchgefiihrt.
Signale 2, 6 und 10 sind aufgrund ihrer geringen Intensitdt stark fehlerbehaftet und daher nicht
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Abbildung 4.16 gibt einen Uberblick, welche Isoleucin-81 Signale Dispersionen
aufweisen. Dargestellt ist die Differenz der transversalen Relaxationsraten ARzt bei
einer CPMG-Feldstarke von 50 bzw. 500 Hz fiir die jeweiligen Signale. Ist diese Differenz
nahe Null findet keine Bewegung im us-ms Bereich statt. Nur Signal 4, welches sich bei
Substratbindung am meisten verschiebt, siehe Abbildung 4.13 B, hat ohne Substrat und
mit UDP einen ARz .i-Wert von ungefahr 12 s'. Auffallig ist auch, dass Signal 4 bei 290 K
und 283 K in den Experimenten mit CPMG-Sequenz nicht detektiert werden kann und
somit schnell relaxiert. In Anwesenheit von UDP zusammen mit HDis ist nur ein
geringer Unterschied in den transversalen Relaxationsraten von etwa 4s! zu
beobachten. Die HDis-Bindung fiihrt demnach zu einer Dynamikédnderung im Protein
an dieser Position. Die in Abbildung 4.17 dargestellten Relaxations-Dispersions-Profile
bestitigen diese Beobachtung. Signal 3 zeigt auch eine Anderung in der chemischen
Verschiebung bei Substratbindung. Die Dispersionsprofile deuten hier bei tieferen
Temperaturen in Anwesenheit der Substrate auf eine leichte Dispersion hin. Diese Daten
sind jedoch stark fehlerbehaftet, sodass keine eindeutige Aussage getroffen werden
kann. Alle anderen Signale (beispielhaft an Signal 8 gezeigt) zeigen keine Dispersionen
und bewegen sich somit nicht im ps-ms Bereich. Eine Temperaturerniedrigung fiihrt zu
einer leichten Erhohung der Dispersionen, was darauf hindeutet, dass schnellere
Bewegungen im Protein stattfinden. Da die Differenzen der transversalen
Relaxationsraten ARzerr von Signal 4 mit etwa 12 s relativ gering sind, konnten keine
verldsslichen Austauschraten, Populationen und chemischen Verschiebungsdifferenzen

bestimmt werden (siehe Abbildung 3.1).
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Abbildung 4.17:Einfluss der UDP und HDis-Bindung auf Relaxations-Dispersions-Profile von
ausgewdhlten Signalen der Ile-GTA. CPMG-RD-Experimente wurden mit Ile-GTA an einem 500
MHz (griin) und 700 MHz (gelb) Spektrometer bei 298 K, 290 K und 283 K mit CPMG-Feldstarken
von 50-500 Hz durchgefiihrt. Gezeigt sind RD-Profile von (A) Ile 123, (B) Ile 192, und (C) Signal
7 ohne Substrate (links), mit UDP (mittig) und mit UDP und HDis (rechts). Experimente wurden
in Doppelbestimmung durchgefiihrt, aufler bei 290 K in Anwesenheit von UDP und HDis.
Fehlerbalken entsprechen Standardabweichung der Doppelbestimmungen. Auswertung erfolgte
mit GUARDD (Kleckner and Foster, 2011). Restliche Relaxations-Dispersions-Profile siehe
Anhang Abschnitt 7.3.7.

4.2.4 Vergleich von Isoleucin-31-methylgruppenmarkierter GTA und GTB

In Abschnitt 4.1.7 konnte mittels 'H,">"N-HSQC-Experimenten gezeigt werden, dass
GTA und GTB zwar die gleiche Grundstruktur haben, jedoch auch deutliche
Unterscheidungsmerkmale aufweisen. Um die Gemeinsamkeiten und Unterschiede

zwischen GTA und GTB besser zu verstehen, soll nun auch ein Vergleich der Ile-
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Seitenketten erfolgen. Lena Lisbeth Grimm hat dhnliche Arbeiten mit Isoleucin-51-
methylgruppenmarkierter GTB (Ile-GTB) durchgefiihrt. Abbildung 4.18 zeigt, dass
beide Enzyme die gleiche Isoleucin-61-Signalverteilung aufweisen. Die Signale kénnen
eindeutig einander zugeordnet werden. Fiir Ile 192 und Ile 123 der GTB existiert bereits
eine Zuordnung. Diese kann, wie in Abbildung 4.18 ersichtlich, eindeutig auf GTA
tibertragen werden und stimmt mit der in Abschnitt 4.2.2 postulierten {iberein. Die
Signale von Ile 192, welche sich in der internen Schleife befinden, weichen am weitesten

zwischen GTA und GTB voneinander ab.

Ile 192 (4)

@:‘ ﬂagﬁ '_2
e 123 3) (@ %

12

3
o
-
TSP, lle-GTA
T T T T T T
1.0 0.5 0.0 H [ppm]

Abbildung 4.18: Vergleich von Isoleucin-61-methylgruppenmarkierter GTA und GTB.
Dargestellt sind 'H,*C-methyl-TROSY-Spektren von 110 uM Ile-GTA (1) (griin) und 194 uM Ile-
GTB (gelb) in NMR-Puffer III (Nummerierung siehe Tabelle 4.4 und Tabelle 3.11). GTB-Spektrum

von L. L. Grimm zur Verfiigung gestellt.

Auch die UDP- und HDis-Bindung an GTA und GTB ist vergleichbar. Ile 192 und Ile
123 bewegen sich am starksten. Bei GTB befinden sich alle Signale bei UDP-Bindung im
schnellen Austausch. Bei GTA kommt es bei Ile 192 zum langsamen Austausch zwischen
dem ungebundenen und UDP-gebundenen Zustand.

Des Weiteren zeigt nur Ile 192 Dispersionen in Anwesenheit von UDP sowohl bei
GTA als auch bei GTB. Jedoch ist dieser Effekt bei GTB deutlich starker mit ARzt mit ca.
40 s im Vergleich zu ca. 10 s?. Die Zugabe von HDis hat bei beiden Enzymen eine

Abnahme der Dispersion zur Folge.
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4.3 Seitenkettenanalyse von [U-2H, {Metp,y->?CH:}, {Mete-*CH3}]-
markierter GTB

Neben der spezifischen Methylgruppenmarkierung von Isoleucinen ist es auch
moglich, die Methylgruppe von Methioninen an Position € spezifisch zu markieren. Die
Markierung von Methioninen ist fiir GTA und GTB von besonderem Interesse, da eine
der vier kritischen Aminosauren, welche GTA von GTB unterscheiden, ein Methionin
ist. GIB tragt an Position 266 ein Methionin, welches fiir die Donorsubstrat- und
Akzeptorsubstraterkennung wichtig ist (Alfaro et al., 2008; Patenaude et al., 2002; Seto
et al., 1999). Auflerdem sind drei Methionine in der internen Schleife zu finden. Eine
Analyse der Substratbindung von UDP und HDis und der damit einhergehenden
Dynamik im ups-ms-Bereich der Methionin-Methylgruppen kann also einerseits
Informationen {iiber das aktive Zentrum, als auch tiber die interne Schleife liefern. Aus
diesem Grund wurden die folgenden Experimente mit GTB durchgefiihrt, welche ein
Methionin an Position 266 tragt. Die [U-2H, {Metp,y-2CH}, {Mete-'*CHs}]-Markierung

wird im Folgenden als ,,Met” bezeichnet und vor die Proteinbezeichnung gesetzt.

4.3.1 Probenprdparation von Met-GTB

Met-GTB und seine Mutanten wurden wie Abschnitt 3.2.2 und 3.2.3 beschreiben,
synthetisiert und gereinigt. Die Ergebnisse der Qualitatskontrolle sind in Tabelle 4.5 und
Tabelle 4.6 zusammengefasst. Die SDS-PAGE-Gele zeigen reine Proteine nach der
Reinigung (Daten nicht gezeigt). In den Gelen von Prédparation 2 und 4 ist jedoch eine
deutliche Bande in der Waschfraktion des SP-Sepharose Reinigungsschrittes zu
erkennen. Die Waschfraktionen hatten ein Volumen von etwa 150 mL, die SP-Sepharose-
Durchfluss-Fraktion hingegen von nur etwa 45 mL. Dies ist bei Praparation 1 und 3 nicht
der Fall und erklart die variierenden Ausbeuten zwischen den einzelnen Praparationen
(Abbildung 4.19).

Alle Mutanten aufler Met-M186A-GTB weisen im Vergleich zum Wildtyp deutlich
geringere Ausbeuten auf. Die Mutanten Met-M189V-GTB und Met-M142A-GTB wurden
in H2O synthetisiert, da die Syntheseausbeute in D:0-haltigem Minimalmedium zu
gering fiir NMR-Experimente war.

Met-M186A-GTB und Met-M142A-GTB besitzen eine leicht erhohte, Met-M189V-
GTB und Met-GTA hingegen eine leicht erniedrigte Aktivitat im Vergleich zu GTB.
Insgesamt sind jedoch alle Proben rein und aktiv und konnen fiir weitere Experimente

verwendet werden. Alle Proben wurden in NMR-Puffer III umgepuffert.
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Tabelle 4.5: Qualitdtskontrolle von Met-GTB Proben. Angegeben ist das eingesetzte Volumen
an Minimalmedium, die Ausbeute pro Liter Kulturmedium, die spezifische Aktivitdt und der
Quotient Az0/A2s0 nach Umpufferung in NMR-Puffer IIl. Die Pufferzusammensetzung ist in

Tabelle 3.11 zu finden.

Probe Met-GTB (1) Met-GTB (2) Met-GTB (3) Met-GTB (4)
Kulturvolumen [mL] 150 100 200 200
Ausbeute [mg/L] 16 4 22 7
Spezifische Aktivitat

11,7 14,1 13,6 14,8
[U/mg]
Aoeof A2so 0,57 0,58 0,56 0,57

Tabelle 4.6: Qualititskontrolle von Met-GTB-Mutanten. Angegeben ist das eingesetzte
Volumen an Minimalmedium, die Ausbeute pro Liter Kulturmedium, die spezifische Aktivitat
und der Quotient A260/A20 nach Umpufferung in NMR-Puffer Ill. Die Pufferzusammensetzung
ist in Tabelle 3.11 zu finden. Mit * gekennzeichnete Proben wurden in H20 synthetisiert, alle

anderen in D20.

Probe Met- Met- Met- Met- Met- M
et-
M186A- M189V- MI191A- MI142A- M288A- CTA
GTB GTB* GTB GTB* GTB
Kulturvolumen
100 500 100 500 150 100
[mL]
Ausbeute [mg/L] 17 0,8 5 4 0,5 7
Spezifische
19,7 6,2 12,7 17,9 11,1 6,3
Aktivitat [U/mg]
Aoeof A2so 0,57 0,58 0,57 0,57 0,59 0,57
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Abbildung 4.19: SDS-Polyacrylamidgel mit Proben der Reinigungsschritte von (A) Met-GTB
(3) und (B) Met-GTB (4). Proben wurden 1:1 in 2x reduzierendem Probenpuffer denaturiert und in
folgender Reihenfolge auf ein 12%iges SDS-Gel aufgetragen: (1) Zelllysat nach Ultrazentrifugation, (2) SP-
Sepharose-Durchfluss, (3) SP-Sepharose-Waschfraktion, (4) SP-Sepharose-Eluat, (5) UDP-Hexanolamin-
Sepharose-Durchfluss, (6) UDP-Hexanolamin-Sepharose-Waschfraktion, (7) UDP-Hexanolamin-Sepharose-
Eluat, (M) Marker, (9) Dialysat und (10) Dialysat in 2x nicht-reduzierendem Probenpuffer. Rechteck zeigt
Met-GTB Bande der SP-Sepharose-Waschfraktion.

4.3.2 'H,*C-methyl-TROSY-Experimente mit Met-GTB und
Charakterisierung der UDP- und HDis-Bindung

Die hier verwendete GTB-Variante besitzt insgesamt 11 Methionine, wobei zwei N-
terminale Methionine an Position 57 und 63 durch die Klonierung bedingt sind (siehe
Abschnitt 3.2.1). In Abbildung 4.21 A ist ein 'H,*C-methyl-TROSY Spektrum von Met-
GTB gezeigt. Die Zuordnung der Methionin-Signale wird in Abschnitt 4.3.3 genauer
beschrieben, zur besseren Ubersichtlichkeit in diesem Abschnitt aber schon dargestellt.
Es konnen nur 10 von 11 Methioninen detektiert werden. Folgt ein Alanin auf das N-
terminale Methionin, wird das Methionin in {iber 90% der Faille enzymatisch
abgespalten (Frottin et al., 2006). Da das hier der Fall ist, handelt es sich bei dem
fehlenden Methionin vermutlich um das am N-Terminus. Die Signale liegen innerhalb
eines engen spektralen Bereiches von nur 1,5 ppm in der direkten bzw. 3,5 ppm in der
indirekten Dimension, was teilweise zu Signaliiberlagerungen fiihrt. AufSerdem sind die
einzelnen Signale unterschiedlich intensiv. M142, welches in der Mitte des Proteins
liegt,, hat beispielsweise eine sehr geringe Intensitat und ist teilweise nicht detektierbar.
Signal 3, welches M63 oder M69 entspricht und in der Dimerisierungsregion liegt, ist

hingegen das intensivste Signal.
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Der Einfluss der UDP-Bindung auf die chemische Verschiebung der Methionin-
Methylgruppen wurde mit Titrationsexperimenten untersucht. Zu einer 350 pM Met-
GTB (3) (Nummerierung Tabelle 4.5) wurden Schrittweise 154 uM (15% Sattigung), 350
uM (30% Sattigung), 753 uM (50% Sattigung), 1,59 mM (70% Sattigung) und 6,3 mM
(90% Sattigung) UDP zugegeben. Die prozentuale Sattigung der Bindungsstellen wurde
anhand des mittels SPR-ermittelten Ko—Wertes von 575 uM bestimmt (Tabelle 3.15). Die
Titrationslosung enthielt die gleiche Proteinkonzentration wie die NMR-Probe.
Wahrend der Titration war wieder der Abbau von UDP zu UMP detektierbar
(Abbildung 4.20 und zum Vergleich Abbildung 4.8). Der Hauptanteil liegt jedoch in
Form von UDP vor. Eine exakte Abschdtzung ist aufgrund der Linienverbreiterung des

Signals bei 7,97 ppm (Proton an Position 6 des Uracilrings) nicht mdoglich.

0 mM UDP

UMP ﬂ
ubP u

—,———
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 H [ppm]

Abbildung 4.20: "H-Spektren von Met-GTB (3) mit (gelb) und ohne (griin) UDP. Dargestellt
sind Protonenspektren einer 350 uM Met-GTB (3)-Probe in NMR-Puffer III (Tabelle 3.11) ohne
UDP sowie mit 6,3 mM UDP. In schwarz sind Referenzspektren von UMP und UDP gezeigt.

Wie in Abbildung 4.21 B erkennbar, hat die UDP Bindung einen grofien Einfluss auf
die chemische Verschiebung der Methionin-Methylgruppen. Die Spektren der einzelnen
Titrationsschritte sind zuséatzlich im Anhang Abschnitt 7.3.2 zu finden. Bei M186, M189,
M266, M288 und M289 ist ein schneller Austausch und bei M191 und M214 ein
intermedidrer Austausch zwischen dem freien und UDP-gebundenen Enzym

beobachtbar.
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Abbildung 4.21: 'H,3C-methyl-TROSY-Spektren von (A) Met-GTB (griin), (B) Met-GTB
iiberlagert mit UDP-gesittigter Met-GTB (gelb) und (C) UDP-gesittigte Met-GTB (gelb)
iiberlagert mit UDP- und HDis-gesittigter Met-GTB (rot). Alle Proben befinden sich in NMR-
Puffer III. Die Konzentration der Met-GTB (1)-Probe betrdagt 220 uM. Das UDP- und HDis-
gesdttigte Met-GTB Spektrum wurde mit einer 290 pM Met-GTB (3)-Probe aufgenommen
(Nummerierung siehe Tabelle 4.5), die UDP-Konzentration liegt bei 6,1 mM, die HDis-O-Methyl-
Konzentration bei 852 uM. Pfeile zeigen den Signalverlauf wahrend der Titration. Durchgéngige
Pfeile stehen fiir einen schnellen Austausch zwischen den Signalen, gestrichelte fiir einen

langsamen Austausch und grau gepunktete fiir einen intermedidren Austausch.

Die Signale von M191 und M214 sind wahrend der Titration aufgrund von
Linienverbreiterung nicht detektierbar, erst ab einer UDP-Sattigung von 80% kann der
UDP-gebundene Zustand wieder nachgewiesen werden. Die chemische
Verschiebungsdifferenz der Signale im intermedidren Austausch liegt in der
Protonendimension bei 95-120 Hz und in der *C-Dimension bei etwa 80 Hz (siehe
Tabelle 4.7). Drei von zehn Signalen (M63, M69 und M142) zeigen keine Anderung in
der chemischen Verschiebung. Anhand der chemischen Verschiebungsdifferenzen der
Signale im schnellen Austausch wurden nach Gleichung 3.8 die euklidischen
Verschiebungen berechnet. Aus den maximalen euklidischen Verschiebungen der
einzelnen Signale wurde die Standardabweichung ermittelt. Nur Signale, deren
euklidische Verschiebung grofier als diese Standardabweichung war, wurden fiir die Ko-
Ermittlung mit einbezogen. Fiir die Kbo-Bestimmung wurden die euklidischen
Verschiebungen gegen die Ligandenkonzentration aufgetragen und an Gleichung 3.9
angepasst. Die Dissoziationskonstante Ko der Bindung von UDP an GTB liegt bei
185 + 54 uM (Abbildung 4.23 A). Jedoch ist zu beachten, dass dieser Wert aufgrund des
UDP-Abbaus fehlerbehaftet ist.

Des Weiteren wurde die Bindung von HDis-O-3C-Methyl an Met-GTB untersucht.
Dafiir wurden zu einer UDP-gesattigten 290 uM Met-GTB (3) Probe schrittweise HDis-
O-13C-Methyl zugegeben. Die HDis-Konzentrationen der Titrationsschritte betrugen
81 uM (25% Sattigung), 172 uM (50% Sattigung), 297 uM (75% Séattigung), 574 uM (92%
Sattigung) und 852 uM (96% Sattigung). Im Anhang Abschnitt 7.3.2 sind die Spektren
der einzelnen Titrationsschritte dargestellt. In Abbildung 4.21 C ist erkennbar, dass die
HDis-Bindung im Vergleich zur UDP-Bindung einen geringeren Einfluss auf die
Methionin-Signale hat. Jedoch ist bei fiinf von zehn Signalen ein langsamer Austausch
beobachtbar. Es handelt sich hierbei um M189, M191, M214, M266 und M289. M191

verschiebt sich sowohl in der direkten, als auch der indirekten Dimension. Alle anderen
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Signale zeigen nur Anderungen in der *C-Dimension. M266, welches an der Donor- und
Akzeptorerkennung beteiligt ist, zeigt den grofsten Effekt. Die Intensititsanderung in
Abhangigkeit der HDis-Konzentration ist in Abbildung 4.22 exemplarisch dargestellt.
Die chemische Verschiebungsdifferenz des UDP- bzw. UDP- und HDis-gesattigten
Zustandes liegt bei 91 Hz in der *C-Dimension, die von M189, M289 und M214 hingegen
nur bei 20-40 Hz (siehe Tabelle 4.7). Die Intensitdten der neu entstehenden Signale wurde
gegen die HDis-O-*C-Methyl-Konzentration aufgetragen und an Gleichung 3.9
angepasst (Abbildung 4.23 B). Es ergibt sich ein Ko von 2 +5 uM fiir die Bindung von
HDis an Met-GTB bei UDP-Sattigung.

M266 - 15,75 ppm (**C) || M266 - 16,45 ppm (*C) 0 uM HDis
81 uM HDis

12000 Intensitat

573 uM HDis
852 pM HDis

2000 4000 6000 8000 10000

0

19 18 17 Mlppm] 19 18 17 [ppm]
Abbildung 4.22: 1D-Projektionen von Signal M266 im langsamen Austausch. Dargestellt sind
1D-Spektren bei 15,75 ppm (chemische Verschiebung nach UDP-Séttigung) und 16,45 ppm
(chemische Verschiebung nach UDP- und HDis-Sattigung) in der *C-Dimension in Abhangigkeit
der HDis-Konzentration. Probe enthielt 290 uM Met-GTB (3) und 6,1 mM UDP in NMR-Puffer
III. HDis-O-Methyl wurde schrittweise zugegeben. Farbkodierung siehe Abbildung. M266
entspricht Signal bei 1,8 ppm.

Bei M186 und M288 ist die chemische Verschiebungsanderung im Vergleich zur
Linienbreite der Signale zu gering, sodass nicht eindeutig gesagt werden kann, ob es sich
um langsamen oder schnellen Austausch handelt.

M63, M69 und M142, welche sich in der Dimerisierungsregion bzw. im Inneren des
Proteins befinden, zeigen wie bei der UDP-Titration keine signifikante Anderung in

ihrer chemischen Verschiebung.
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Abbildung 4.23: Bindungsisotherme der Bindung von (A) UDP wund (B) HDis unter
Anwesenheit von UDP an Met-GTB. (A) Ausgewertet wurden Signale im schnellen Austausch,
deren euklidische Verschiebung grofier als die einfache Standardabweichung der maximalen
Verschiebungen der einzelnen Signale war. Die euklidische Verschiebung wurde gegen die UDP-
Konzentration aufgetragen und an Gleichung 3.9. angepasst. Die Met-GTB (3)-Konzentration
betrug 350 uM und es wurde von n = 1 Bindungsstellen ausgegangen. Der ermittelte Ko-Wert
betragt 185 + 54 uM (R? = 0,95 und y?= 0,00022). (B) Ausgewertet wurden Signale im langsamen
Austausch. Dabei wurden die Intensitdten der neu entstandenen Signale gegen die HDis-O-13C-
Methyl-Konzentration aufgetragen und an Gleichung 3.9. angepasst. Die Met-GTB (3)-
Konzentration betrug 290 pM und die UDP-Konzentration 6,1 mM. Es wurde von n = 1
Bindungsstellen ausgegangen. Der ermittelte Ko-Wert betrdgt 2 + 5 uM (R?=0,93 und y?= 3,7x10°).
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Tabelle 4.7: Abstinde der Signale, welche sich im intermedidren bzw. langsamen Austausch

befinden.
Signal Abstand in '"H-  Abstand in *C-
Dimension Dimension
Bindung von UDP an Met-GTB M191 95 Hz 77 Hz
(intermedidrer Austausch) M214 119 Hz 82 Hz
Bindung von HDis an UDP- M191 49 Hz 35Hz
gesattigte Met-GTB M214 3Hz 23 Hz
(langsamer Austausch) M189 4 Hz 23 Hz
M266 1Hz 91 Hz
M289 13 Hz 41 Hz

4.3.3 Zuordnung von Met-GTB

Die Methionin-Reste von Met-GTB sind iiber das gesamte Protein verteilt und konnen
so einen Einblick in verschiedene Regionen des Proteins geben. Drei Methionine
befinden sich in der internen Schleife (M186, M189 und M191) und zwei in einer
benachbarten a-Helix (M288 und M289). Im aktiven Zentrum befinden sich M214 und
M266, eine der vier Aminosduren die GTB von GTA unterscheiden. M142 befindet sich
in der Mitte des Proteins und M63 und M69 in der Dimerisierungsregion von GTB (siehe
Abbildung 2.1 B). Um diese Signale zuzuordnen wurden Punktmutationen eingebracht.
Die Mutanten wurden mittels 'H,"*C-methyl-TROSY-Spektren analysiert. Wegen der
Uberlagerung einiger Signale wurde teilweise eine Ligandentitration durchgefiihrt. So
konnte das Verhalten der Mutanten mit dem des Wildtyps bei Ligandenzugabe
verglichen werden. Des Weiteren wurden HMQC-NOESY-Experimente (siehe
Abschnitt 3.5.6) durchgefiihrt, um rdaumlich nahe Methionin-Methylgruppen zu
identifizieren. Es wurden insgesamt fiinf Mutanten synthetisiert: Met-M186A-, Met-
M189V-, Met-M191A-, Met-M142A- und Met-M288A-GTB. Durch die Met-Markierung
von GTA konnte zusatzlich M266 zugeordnet werden.

Die Methionine 189, 142 und 266 konnten anhand der 'H,*C-methyl-TROSY-
Spektren der Mutanten (ohne Ligand) eindeutig den Signalen 8, 10 und 7
(Nummerierung siehe Abbildung 4.28) zugeordnet werden (Spektren siehe Anhang
Abschnitt 7.3.4). Die Zuordnung von M186, M191 und M288 erforderte die Titration
bzw. Zugabe von UDP und HDis. Der Weg zur Zuordnung von M186 ist in Abbildung
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4.24 exemplarisch dargestellt. Wegen der Uberlagerung der Signale 5 und 6 im 'H,3C-
methyl-TROSY-Spektrum ist eine eindeutige Zuordnung von M186 vorerst nicht
moglich. Es wurde eine Titration mit UDP (Titrationsschritte: 292 uM (30% Sattigung),
956 uM (60% Séttigung), 5,9 mM (91% Sattigung) UDP unter der Annahme eines Ko von
575 uM) und HDis-O-Methyl (Titrationsschritte: 30 uM (16% Sattigung), 143 uM (60%
Sattigung), 549 um (91% Sattigung) HDis-O-Methyl unter der Annahme eines Ko von 40
uM) durchgefiihrt. Die Endpunkte der Titrationen sind in Abbildung 4.24 B dargestellt.
Ein Vergleich mit Wildtyp-GTB (Abbildung 4.24 C) macht deutlich, dass das unbekannte
Signal (Abbildung 4.24 A) des Met-M186A-GTB Spektrums, das gleiche Verhalten wie
Signal 6 des Wildtyps aufweist. Die Zugabe von HDis fiihrt zu einem langsamen
Austausch zwischen den beiden Proteinzustanden. Des Weiteren sind beide Signale bei
einer dhnlichen chemischen Verschiebung detektierbar. Das unbekannte Signal kann
somit Signal 6 des Wildtyps zugeordnet werden. Demnach handelt es sich bei Signal 5
um M186. Die eindeutige Zuordnung von M191 zu Signal 4 und von M288 zu Signal 2
konnte durch den Vergleich der Signale bei UDP-Bindung erzielt werden. Die Spektren
sind in Abbildung 4.26 und im Anhang Abschnitt 7.3.3 dargestellt.

Zusatzlich wurden HMQC-NOESY-Spektren (Mischzeit: 500 ms) mit den Met-GTB-
Proben mit und ohne Liganden, sowie mit der Met-GTA und Met-M186A-GTB Probe
aufgenommen. Anhand von Kristallstrukturen (PDB 2RIT, 2RIX und 2R]8) wurden die
Abstande zwischen Ce der Methionine in Abhiéngigkeit der Ligandenbindung
gemessen. Die Signale M186, M189, M288 und M289 weisen untereinander Abstinde
von 4 bis 12 A auf. Bei einer Mischzeit von 500 ms werden hier Kreuzsignale im HMQC-
NOESY-Spektrum erwartet. Da viele Signale entweder eine sehr dhnliche "H- oder *C-
Verschiebung haben, konnen einige Kreuzsignale nicht eindeutig einem Signal
zugeordnet werden. Aus diesem Grund wurde nur betrachtet, welche Signale tiberhaupt
Kreuzsignale zeigen. In allen Spektren gibt es insgesamt fiinf Signale, die untereinander
NOE-Kreuzsignale zeigen, es handelt sich um Signale M186 (5), M189 (8), M191 (4),
M288 (2) und Signal 6 (HMCQ-NOESY-Spektren siehe Anhang Abschnitt 7.3.4). Die
erwarteten und beobachteten Kreuzsignale und die bereits zugeordneten Signale lassen
darauf schlieflen, dass es sich bei Signal 6 um M289 handeln muss. Das in Abbildung
4.25 gezeigte HMQC-NOESY-Spektrum von Met-GTA bestatigt diese Zuordnung. Es
kann eindeutig ein Kreuzsignal zwischen M186 (5) und M289 (6) beobachtet werden
kann. Die Methylgruppen von M186 und M289 haben laut Kristallstruktur einen
Abstand von 6,5 A.
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Abbildung 4.24: 'H,*C-methyl-TROSY-Spektren von Met-GTB und Met-M186A-GTB. (A)
Gezeigt ist ein 220 uM Met-GTB (1)-Spektrum (griin) (Nummerierung siehe Tabelle 4.5)
{iberlagert mit einem 150 uM Met-M186A-GTB Spektrum (gelb). (B) Uberlagerung von Met-
M186A-GTB Spektrum (griin) mit UDP-gesattigtem Spektrum (gelb) und HDis-O-Methyl-
gesattigtem Spektrum (rot). Die UDP-Konzentration betragt 59 mM, die HDis-O-Methyl-

Konzentration 548 pM. (C) Uberlagerung von Met-GTB Spektrum (griin) mit UDP-geséttigtem

Spektrum (gelb) und HDis-O-Methyl-gesattigtem Spektrum (rot). Die UDP-Konzentration
betrdgt 6,1 mM, die HDis-O-Methyl-Konzentration 852 pM. Weitere Details siehe Abbildung
4.21. Alle Proben befanden sich in NMR-Puffer III
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Abbildung 4.25: 1H,*C-methyl-TROSY-Spektrum (griin) und HMCQ-NOESY-Spektrum von
Met-GTA. Dargestellt ist eine 100 uM Met-GTA-Probe in NMR-Puffer IIl. Die Mischzeit im
HMQC-NOESY Spektrum betrug 500 ms.

Abbildung 4.26 und Abbildung 4.27 geben nochmal einen Uberblick iiber das
Verhalten von Met-GTB und ihren Mutanten im freien, UDP-gebundenen Zustand und
UDP- und HDis-gebundenen Zustand. Signal 9 zeigt aufser bei Met-GTA immer eine
Hochfeldverschiebung in beiden Dimensionen bei der Zugabe von UDP. Die HDis-
Zugabe fiihrt hier nur zu geringen Anderungen. Anhand dieses Verhaltens und der
bereits zugeordneten Signale wird Signal 9 M214 zugeordnet. Aufgrund der geringen
Intensitat ist dieses Signal teilweise nicht detektierbar. Eine Tieffeldverschiebung ist bei
Signal 4 (M191) sowohl bei UDP-, als auch HDis-Zugabe zu beobachten. Durch dieses
Verhalten ist eine eindeutige Unterscheidung der Signale 2 (M288) und 4 (M191) in den
Spektren moglich (siehe Abbildung 4.26 F und G). Bei Signal 6 (M289) kommt es sowohl
bei der UDP- als auch bei der HDis-Bindung zu grofen Anderungen in der chemischen
Verschiebung in der indirekten Dimension. Bei den Mutanten M1896A- und M189V-
Met-GTB sind beispielsweise auch zwei Zustande fiir Signal 6 (M289) in Anwesenheit
von UDP detektierbar.
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Abbildung 4.26: 'H,*C-methyl-TROSY-Spektren von Met-GTB und ihren Mutanten im freien
und UDP-gebundenen Zustand. In griin sind jeweils die Proben im freien Zustand und in gelb
die im UDP-gebundenen Zustand dargestellt. Alle Proben befinden sich in NMR-Puffer III. (A)
290 uM Met-GTB (3) mit und ohne 6,1 mM UDP. (B) 150 uM Met-M186A-GTB mit und ohne 6
mM UDP. (C) 100 uM Met-GTA mit und ohne 7,5 mM UDP. (D) 70 uM Met-M189V-GTB mit und
ohne 4,8 mM UDP. (E) 133 uM Met-M142A-GTB mit und ohne 6 mM UDP. (F) 75 pM Met-
M191A-GTB mit und ohne 6 mM UDP. (G) 14 uM Met-M288A-GTB mit und ohne 6 mM UDP.
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Abbildung 4.27: 1H,3C-methyl-TROSY-Spektren von Met-GTB und ihren Mutanten im UDP-
gebundenen Zustand (gelb) und UDP- und HDis-gebundenen Zustand (rot). Alle Proben
befinden sich in NMR-Puffer III. (A) 290 uM Met-GTB (3) mit 6,1 mM UDP und mit 852 uM HDis.
(B) 150 pM Met-M186A-GTB mit 6 mM UDP und mit 548 pM HDis. (C) 100 uM Met-GTA mit 7,5
mM UDP und mit 776 uM HDis.
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Die Signale 1, 3 und 10 zeigen sowohl bei der Ligandenbindung, als auch durch das
Einbringen von Mutationen keine Anderungen in ihrer chemischen Verschiebung.
Signal 10 wurde bereits M142 zugeordnet. Bei Signal 1 und 3 handelt es sich demnach
um die N-terminalen Methionine 63 und 69. Eine Zusammenfassung der Zuordnung ist
in Abbildung 4.28 zu finden.

Die Zugabe von HDis zu Met-GTB und zu der Mutante Met-M186A-GTB hat bei
einigen Signalen einen langsamen Austausch zwischen dem gebundenen und
ungebundenen Zustand zur Folge. Wird HDis zu UDP-gesattigter Met-GTA zugegeben,
ist dies nicht zu beobachten. Die HDis-Zugabe fiihrt hier nur zu einer Verschiebung von

M288 (Signal 2) und M186 (Signal 5), alle anderen Signale verschieben sich nicht.
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Abbildung 4.28: Zuordnung der Signale des 'H,*C-methyl-TROSY-Spektrums von Met-GTB.
Dargestellt ist eine 220 uM Met-GTB (1)-Probe in NMR-Puffer III.

4.3.4 CPMG-Relaxations-Dispersions-Messungen mit Met-GTB

In Abschnitt 4.3.2 konnte gezeigt werden, dass die Ligandenbindung einen Einfluss
auf die Konformation von GTB hat. In diesem Abschnitt wird anhand von CPMG-RD-
Experimenten untersucht, ob die Methionin-Methylgruppen sich im ps-ms Bereich
bewegen und inwiefern die Ligandenbindung von UDP und HDis die Proteindynamik
beeinflusst.

Die CPMG-RD-Experimente wurden bei verschiedenen Temperaturen durchgefiihrt.
Da GTB bei Temperaturen tiber 298 K leicht aggregiert, wurden geringere Temperaturen
fiir die Messungen getestet. In Abbildung 4.29 sind 'H,"*C-methyl-TROSY-Spektren von
Met-GTB bei 298 K, 293 K und 288 K dargestellt. Bei tiefen Temperaturen sind die Signale
von M186 und M289 besser trennbar. Das Signal von M191 verschiebt sich jedoch unter
Signal 3 und ist dadurch nicht auswertbar. An den Signalen von M142, M288 und M189
ist erkennbar, dass die Signalintensitat bei tieferen Temperaturen abnimmt. Bei 283 K
sind diese kaum noch detektierbar (Daten nicht gezeigt). Da die CPMG-RD-Experimente
auf Intensititsmessungen beruhen, ist ein gutes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis
notwendig. Alle CPMG-RD-Messungen wurden daher bei 298 K, 293 K und 288 K
durchgefiihrt.
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Abbildung 4.29: 1H,*C-methyl-TROSY-Spektren von Met-GTB bei 298 K (griin), 293 K (blau)
und 288 K (grau). Probe enthielt 215 uM Met-GTB (4) in NMR-Puffer III (Nummerierung siehe
Tabelle 4.5 und Tabelle 3.11).

Aufserdem wurden die Mischzeiten Tcemc = 20 ms und Termc = 40 ms getestet. Termc
gibt die Gesamtdauer der CPMG-Pulskaskade an. Bei einer CPMG-Frequenz von 50 Hz
soll die Signalintensitdt ungefdhr 50% der Signalintensitit des Referenzspektrums
entsprechen. So kann einerseits ein geniigend hohes Signal-zu-Rausch-Verhiltnis
gewahrleistet werden, andererseits ist ein moglicher Austausch zwischen zwei
Zustianden im ps-ms-Bereich schon detektierbar. Abbildung 4.30 zeigt die relativen
Intensititen der Spektren mit 50 Hz CPMG-Pulsen im Vergleich zu den
Referenzspektren ohne CPMG-Pulskaskade. Die Spektren wurden bei 298 K und 288 K
aufgenommen. Schon bei 298 K und einer Mischzeit Tcemc von 40 ms sind einige relative
Intensitaten unter 50%. Bei einer Mischzeit von 20 ms sind sowohl bei 298 K, als auch bei
288 K die relativen Intensitiaten bei etwa 50%. Die CPMG-RD-Messungen mit Met-GTB
werden mit einer Mischzeit Tcemc von 20 ms aufgenommen.

Fiir die finalen Experimente wurden verschiedene Met-GTB-Praparationen
verwendet. Die verwendeten Konzentrationen sind in Tabelle 4.8 zusammengefasst.

Eine Zusammenfassung aller Messparameter ist in Abschnitt 3.5.6 zu finden.
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Abbildung 4.30: Einfluss der Mischzeit Tcemc auf die Signalintensitit bei 298 K und 288 K.
Dargestellt ist die relative Signalintensitdt von CPMG-RD-'H,*C-methyl-TROSY-Spektren bei

einer Feldstarke von 50 Hz im Vergleich zum Referenzspektrum ohne CPMG-Sequenz bei
Mischzeiten Tceme von 20 ms und 40 ms. Die Probe enthielt 130 uM Met-GTB (1) NMR-Puffer III
(Nummerierung Tabelle 4.5 und Tabelle 3.11) und wurde bei 298 und 288 K an einem 500 MHz

Spektrometer gemessen. Messparameter siehe Abschnitt 3.5.6.

Tabelle 4.8: Verwendete Proben, Konzentrationen und Messparameter fiir CPMG-RD-
Messungen mit Met-GTB. Alle Proben befanden sich in NMR-Puffer III. Nummerierung Tabelle

4.5.
Spektrometer RD-Messungen Proben Scans
500 MHz ohne Ligand 130 uM Met-GTB (1) 24-48
55 uM Met-GTB (2)
mit Donorsubstrat 125 uM Met-GTB (1) + 9 mM UDP 16-32
290 uM Met-GTB (3) + 6,1 mM UDP
mit Donor- und 276 uM Met-GTB (3) + 6 mM UDP 32-48
Akzeptorsubstrat +770 uM HDis-O-13C-Methyl
700 MHz ohne Ligand 215 pM Met-GTB (4) 16-24
mit Donorsubstrat 213 uM Met-GTB (4) + 6 mM UDP 32-40
mit Donor- und 210 uM Met-GTB (4) + 6 mM UDP 64

Akzeptorsubstrat

+ 800 uM HDis-O-13C-Methyl
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In Abbildung 4.31 sind Differenzen der transversalen Relaxationsraten ARzt bei einer
CPMG-Feldstdrke von 50 und 500 Hz dargestellt. Eine Differenz grofier als Null, deutet
auf Dispersionen und somit Bewegungen im us-ms-Bereich hin. Insgesamt sind die hier
beobachteten Werte fiir ARz.if sehr gering und schwanken teilweise stark zwischen den
gemessenen Temperaturen. Nur Signal 3 (M63/69) und Signal 6 (M289) zeigen erhohte
ARz ct-Werte. Die Dispersionsprofile dieser beiden, sowie von Methionin 186, welches
sich in der internen Schliefe befindet und von Methionin 266, welches im aktiven
Zentrum lokalisiert ist, sind in Abbildung 4.32 dargestellt. Signal 3 (M63/69) zeigt eine
geringe Dispersion, welche unabhangig von der Anwesenheit der Liganden istist. Fiir
Signal 6 (M289) ist im Vergleich zum freien Enzym bei UDP-Sattigung, sowie HDis-
Sattigung ein leichter Anstieg der Dispersion zu beobachten. Bei M186 der internen
Schleife ist in Anwesenheit von UDP und HDis keine Bewegung im ps-ms-Bereich zu
beobachten. Das freie Enzym zeigt hier eine leichte Dispersion. M266 des aktiven
Zentrums (Abbildung 4.32 A bis D) zeigt unabhéngig von der Ligandenbindung keine
Dispersionen. Eine genaue Bestimmung der Austauschraten ist aufgrund der insgesamt

sehr niedrigen Dispersionen nicht moglich.
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Abbildung 4.31: CPMG-Relaxations-Dispersions-Experimente mit Met-GTB. Dargestellt ist
die Differenz der transversalen Relaxationsraten mit ARzefi = R2etf(50 Hz) - R2e#(500 Hz). Die
CPMG-RD-Experimente wurden (A) ohne Substrate, (B) mit 6 mM UDP und (C) mit 6 mM UDP
und 0,8 mM HDis-O-Methyl durchgefiihrt. Spektren wurden mit 215 uM Met-GTB (4) bei 298 K,
293 K und 288 K an einem 700 MHz Spektrometer aufgenommen. Signale 2 (M288), 4 (M191), 9
(M214) und 10 (M142) konnten aufgrund von zu geringer Intensitit teilweise nicht ausgewertet
werden. Signal 4 iiberlagert zusétzlich mit Signal 3. Gestrichelte Linien zeigen Signale, welche
geringe Dispersionen zeigen. Alle Messungen, aufier die bei 288 K in Anwesenheit von UDP und

HDis, wurden in Doppelbestimmung durchgefiihrt.
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Abbildung 4.32: Einfluss der UDP und HDis-Bindung auf Relaxations-Dispersions-Profile
von ausgewdhlten Signalen von Met-GTB. CPMG-RD-Experimente wurden mit Met-GTB an
einem 500 MHz (griin) und 700 MHz (gelb) Spektrometer bei 298 K, 293 K und 288 K mit CPMG-
Feldstarken von 50-500 Hz durchgefiihrt. Gezeigt sind RD-Profile von M63/69, M186, M289 und
M266 ohne Substrate (links), mit UDP (mittig) und mit UDP und HDis (rechts). Experimente
wurden in Doppelbestimmung durchgefiihrt, abgesehen von Experimenten am 700 MHz-
Spektrometer bei 288 K und in Anwesenheit von UDP und HDis. Fehlerbalken entsprechen
Standardabweichung der Doppelbestimmungen. Auswertung erfolgte mit GUARDD (Kleckner
and Foster, 2011). Restliche Relaxations-Dispersions-Profile siche Anhang Abschnitt 7.3.8.
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4.4 Etablierung von inversen Sattigungstransfer-Experimenten

Bei klassischen STD-NMR Experimenten werden die Spins des Proteins gesattigt.
Bindet ein Ligand an das Protein, wird diese Sattigung auf die Spins des Liganden
tibertragen. Der Nachweis erfolgt anhand von Protonenspektren des Liganden mit und
ohne Proteinséttigung. Beim inversen Sattigungstransfer hingegen werden die Spins des
Liganden gesittigt und die Sattigung auf die Spins des Proteins {iibertragen. Der
Nachweis wird proteinbasiert durchgefiihrt. Diese Methode wurden bereits auf 'H,’N-
markierte Proteine angewendet (Sakakura et al.,, 2008) und sollen nun mit 'H,C-
markierten Proben durchgefiihrt werden. Durch diese Methode kann einerseits die
Orientierung des Liganden im Protein untersucht werden, andererseits kann, wenn
bereits Kristallstrukturen vorhanden sind, aufierdem eine abstandsabhingige
Proteinsignalzuordnung erfolgen.

Als Modell diente hier eine [U-2H, {Iled1-3*CHs}, {Leud1/2-1*CHs}, {Valy1/2-3CHs}]-
markierte GTA-Probe, welche im Folgenden nur als ILV-GTA bezeichnet wird. Als
Ligand diente das Substratanalogon UDP-Gal. Neben den inversen
Sattigungstransferexperimenten fanden zum Vergleich der Bindungsepitope auch
klassische STD-Experimente mit einer unmarkierten GTA-Probe statt. Zusatzlich wurde
das Bindungsverhalten von UDP-Gal an ILV-GTA anhand von Titrationsexperimenten
untersucht. Des Weiteren wurden drei Mutanten hergestellt, die entweder nur {Valy1/2-
1BCHs}-markiert (V-V184I-GTA und V-V212A-GTA) oder [{Leud1/2-*CHs}, {Valyl/2-
13CHs}]-markiert waren (LV-V3511-GTA).

Die hier dargestellten Ergebnisse wurden zusammen mit Robert Creutznacher

basierend auf seiner Bachelorarbeit erarbeitet.

4.4.1 Praparation von ILV-GTA und diverser Mutanten

Die Proben ILV-GTA (1), ILV-GTA (2) und LV-V351I-GTA waren deuteriert, alle
anderen wurden in H20O synthetisiert. Die Proteinbiosynthese ist in Abschnitt 3.2.2
beschrieben. Die Medienzusammensetzung ist in Tabelle 3.4 bzw. fiir die unmarkierte
GTA-Probe in Tabelle 3.1 zu finden. Die Reinigung wurde, wie in Abschnitt 3.2.3
beschrieben, durchgefiihrt. Die in Minimalmedium synthetisierten Proben weisen
vergleichbare Ausbeuten auf. Alle Proben sind aktiv, jedoch haben die Proben ILV-
GTA (1) und ILV-GTA (2) eine vergleichsweise geringe Aktivitit, die Mutante V-V212A-
GTA hingegen eine hohe. Alle Proben sind rein und konnen fiir weitere Experimente

verwendet werden.
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Tabelle 4.9: Qualititskontrolle von ILV-GTA und drei Mutanten. Angegeben ist das eingesetzte
Volumen an Minimalmedium, die Ausbeute pro Liter Kulturmedium, die spezifische Aktivitat
und der Quotient Aze0/A20 nach Umpufferung in NMR-Puffer IIl. Die Pufferzusammensetzung

ist in Tabelle 3.11 zu finden. Mit * gekennzeichnete Proben wurden in H20 synthetisiert.

Probe GTA V- V- LV-
ILV- ILV-
(unmar-  V184I- V212A- V351I-
GTA (1) GTA(2)
kiert)* GTA* GTA* GTA

Kulturvolumen

300 300 1000 500 500 500
[mL]
Ausbeute [mg/L] 8 8 75 6 5 5
Spezifische

4,2 5,5 10,7 13,1 22,5 13,7
Aktivitat [U/mg]
Aze0/ A2so 0,58 0,58 0,58 0,56 0,56 0,58

4.4.2 Bindung von UDP-Gal an ILV-GTA

ILV-GTA besitzt 10 Isoleucine, 29 Leucine und 31 Valine. Es werden insgesamt 130
Signale im 'H,"*C-methyl-TROSY-Spektrum erwartet, von denen 117 detektiert werden
konnen (Abbildung 4.33). Fiir Ile 123 und Ile 192 ist bereits eine Zuordnung vorhanden
(siehe Abschnitt 4.2.4 und (Grimm, 2015)). Des Weiteren konnte Leu 266 durch Vergleich
von ILV-GTA und ILV-GTB-Spektren zugeordnet werden (Creutznacher, 2014).

Der Einfluss der UDP-Gal Bindung an ILV-GTA wurde durch Titrationsexperimente
untersucht. Es wurden insgesamt zwei Titrationen durchgefiihrt, welche in Tabelle 4.10
beschrieben sind. Fiir die Analyse wurden die Daten vereinigt. Dafiir wurde bei den drei
tiberlappenden Titrationsschritten (15%, 30% und 45% Sattigung) der Mittelwert der
chemischen Verschiebungen der einzelnen Signale gebildet. Wahrend der Titration
befinden sich die meisten Signale im schnellen Austausch (siehe Abbildung 4.33 C), bei
wenigen Signalen ist auch ein langsamer Austausch zu beobachten. Insgesamt konnte

die Verschiebung von 113 Signalen nachvollzogen werden.
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Abbildung 4.33: 'H,*C-methyl-TROSY-Spektren von ILV-GTA und UDP-Gal. (A) Dargestellt
ist ein 'H,3C-methyl-TROSY-Spektrum einer 150 uM ILV-GTA (2) Probe in NMR-Puffer III
(Nummerierung siehe Tabelle 4.9 und Tabelle 3.11). Hellgriine Signale stellen Isoleucine dar. (B)
Uberlagerte 'H,*C-methyl-TROSY-Spektren einzelner Titrationsschritte mit UDP-Gal. Spektren
mit 2,6 mM und 14,6 mM UDP-Gal wurden mit 250 uM ILV-GTA (2) erstellt, alle anderen mit
150 uM ILV-GTA (2). Alle Proben befanden sich in NMR-Puffer III (Tabelle 3.11). Die jeweiligen
Spektren und UDP-Gal Konzentrationen sind farbkodiert. Legende siehe Bild. (C) — (E) zeigen
Ausschnitte aus (B). Wahrend der Titration kommt es zu (C) schnellem Austausch, (D)
langsamen Austausch zwischen dem freien und ligandengebundenem Zustand und (E) zur

Entstehung neuer Signale.

133



Ergebnisse

Tabelle 4.10: Titrationsschritte ILV-GTA (2) mit UDP-Gal. Titration 1 wurde mit 150 uM ILV-
GTA (2) und Titration 2 mit 250 uM ILV-GTA (2) durchgefiihrt. Beide Proben befanden sich in
NMR-Puffer III (siehe Tabelle 3.11). Sdttigung wurde mit Gleichung 3.6 berechnet.

Sattigung Titration 1 — UDP-Gal [mM] Titration 2 — UDP-Gal [mM]
4,1% 0,075 -

6,1% 0,113 -

7,9% 0,150 -

15% 0,306 0,320

30% 0,735 0,760

45% 1,380 1,420

60% - 2,550

75% - 5,000

90% - 14,625

Aus den chemischen Verschiebungsdifferenzen in Abhéngigkeit von der
Ligandenkonzentration wurden Bindungsisotherme gebildet. Eine Analyse dieser zeigt,
dass die Bindung von UDP-Gal ein mehrstufiger Prozess ist. Je nach Signal ist ein
unterschiedliches Bindungsverhalten beobachtbar (siehe Abbildung 4.34). Um die
Anzahl an Bindungsereignissen zu isolieren und um Signalrauschen zu entfernen,
wurde eine Singuldrwertzerlegung mit den chemischen Verschiebungen der
Titrationsschritte durchgefiihrt (siehe Abschnitt 3.5.11). Bei den Bindungsereignissen
kann es sich einerseits um Bindungsstellen, aber auch um strukturelle Anderungen im
Protein handeln. Es wurden insgesamt vier Bindungsereignisse festgestellt, wobei eins
dem freien Zustand des Proteins entspricht. Die chemische Verschiebungs-Matrix
wurde mit den vier identifizierten Komponenten rekonstruiert. Aus diesen Daten
wurden chemischen Verschiebungsdifferenzen Ad der einzelnen Titrationsschritte in der
'H- und ®C-Dimension gebildet und gegen die Ligandenkonzentration aufgetragen. Die
Kurven waren mit den Rohdaten vergleichbar (Abschnitt 7.4). Die Kp-Bestimmung
erfolgte wie in Abschnitt 3.5.11 beschrieben. In Tabelle 4.11 sind die ermittelten
Dissoziationskonstanten dargestellt. Ko: und Koz liegen mit 35 uM und 95 uM unterhalb
der eingesetzten Proteinkonzentration. Kps liegt ungefahr bei der Halfte des mittels SPR

ermittelten Ko von 1,6 mM (Grimm, 2015).
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Abbildung 4.34: Darstellung der drei detektierten Bindungsereignisse bei Titration von ILV-

GTA mit UDP-Gal. In (A) und (B) sind Bindungsereignisse bis zu einer 800 pM

Ligandenkonzentration dargestellt.

(O) zeigt eine gesamte Bindungsisotherme. Darstellung der

Daten nach SVD-Analyse mit vier Komponenten.

Tabelle 4.11: Dissoziationskonstanten Ko und Hill-Koeffizienten aus 'H,*C-methyl-TROSY-

Titrationsexperimenten mit entsprechenden R? und y2-Werten. Die Proteinkonzentration

wurde auf 73,5 + 9,8 uM angepasst.

Koi [uM] Kbz [uM]

35+10 93+15

Kbs [uM]

668 + 45

hi h2 h3 R2 e

12,1 4,9 1,8 0,999153  0,000143
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44.3 STD-NMR mit unmarkierter GTA und UDP-Gal

Um die Bindungsepitope von UDP-Gal zu bestimmen, wurden STD-NMR-
Experimente mit UDP-Gal und einer unmarkierten GTA-Probe durchgefiihrt. Die
experimentellen Bedingungen sind in Abschnitt 3.5.8 zu finden. Abbildung 4.35 zeigt
die Bindungsepitope von UDP-Gal. Die Protonen H5 und H1’ {iberlagern im 'H-
Protonenspektrum bei 5,91 ppm (siehe Abbildung 4.36) und erhalten den grofiten
Sattigungstransfer. Demnach ist bei den inversen Sattigungstransfer-Experimenten bei
der Séttigungsfrequenz von 5,91 ppm ebenfalls der grofite Transfer zu erwarten. Der
STD-Effekt von H6, H1”, H3“ und H4” liegt bei 30-40%. Aufgrund der

Signaliiberlagerung konnten nicht alle Bindungsepitope eindeutig bestimmt werden.

0
Ho  OH
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Abbildung 4.35: Mittels STD-NMR bestimmte Bindungsepitope von UDP-Gal in Gegenwart
von GTA. Die NMR-Probe enthielt 20 uM GTA und 2 mM UDP-Gal in NMR-Puffer III (Tabelle
3.11). Die Kreise stellen prozentualen STD-Effekt dar. Signal mit hochstem Effekt wurde auf 100%
normalisiert. Signale mit STD-Effekt > 80% in dunkelgriin, mit STD-Effekt zwischen 50 — 80% in
hellgriin und STD-Effekte <50% in blassgriin dargestellt. Sdttigungstransfer fand auch auf andere

Protonen statt, diese konnten aber aufgrund der Signaliiberlagerung nicht quantifiziert werden.

4.4.4 Kontrollexperimente zur Identifikation von Messbedingungen

Die Etablierung von inversen Sattigungsexperimenten erfordert Kontrollexperimente
sowohl am Liganden, als auch am Protein. Es wurden isolierte Signale am Liganden
identifiziert, welche spezifisch gesattigt werden konnen. Des Weiteren wurde getestet,
ob die gefundenen Liganden-Sattigungsbedingungen auch am Protein (ohne Ligand)
direkte Sattigung hervorrufen.

Als Ligand dient hier UDP-Gal, welches in Abbildung 4.36 dargestellt ist. UDP-Gal
weist drei isolierte Signale auf — Signal H6 des Uracil-Rings bei 7,87 ppm, Signal H5 des
Uracil-Rings und Signal H1" der Ribose iiberlagern bei 5,91 ppm und Signal H1" der
Galactose bei 5,56 ppm (Hinweis: die angegebenen Verschiebungen beziehen sich auf

das unreferenzierte Spektrum). Alle anderen Signale im Bereich von 3,6 ppm bis 4,4 ppm
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haben nur geringe Unterschiede in ihrer chemischen Verschiebung, sodass eine selektive
Signalanregung nicht moglich ist. Aufserdem {iberlagern sie mit den aliphatischen
Protonen der Aminosaureseitenketten. Durch eine spezifische Ligandensattigung in
diesem Bereich kann es zu einer ungewollten Sittigung von Protonen des Proteins
kommen.

Die bestmogliche Ligandensattigung wurde bei einer Sattigungszeit von 2's und
selektiven Gaufi-Pulsen mit einer Lange von 50 ms und einer Feldstarke von 70 Hz
erreicht (siehe 3.5.8). Die eben beschriebenen Bedingungen wurden auf eine ILV-GTA
(I)-Probe ohne Ligand angewendet, um eine direkte Anregung des Proteins zu
untersuchen. Anhand der Signalintensititen des Referenzspektrums und des
Sattigungsspektrums wurde die relative Intensitatsreduktion (RIR) anhand von
Gleichung 3.4 berechnet (Tabelle 4.12).

Es ist erkennbar, dass bei groflerer Hochfeldverschiebung die direkte Anregung
zunimmt. Bei dem in Abbildung 4.37 C dargestellten Kontrollspektrum ist auch
erkennbar, dass Signal 37 eine signifikante Intensitatsreduktion zeigt, im finalen
Spektrum und auch bei allen anderen Sattigungsfrequenzen jedoch nicht. Es handelt sich
hierbei um ein Artefakt, welches daher im Folgenden nicht weiter betrachtet wird.

Insgesamt ist die direkte Anregung jedoch gering, sodass alle getesteten
Anregungsfrequenzen fiir die inversen Sattigungstransferexperimente mit Protein und

Ligand verwendet werden kénnen.

H6 &4{0 ] /§
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Abbildung 4.36: 'H-Spektrum und Struktur von UDP-Gal. Dargestellt ist ein 'H-Spektrum einer
2 mM UDP-Gal-Probe in NMR-Puffer III (Tabelle 3.11). In der Struktur und im Spektrum sind

einzelne gut isolierte Signale hervorgehoben, welche im Folgenden spezifisch gesattigt wurden.
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Tabelle 4.12: Einfluss von Sittigungspulskaskaden auf ILV-GTA ohne Ligand. Angegeben ist
die chemische Verschiebung, auf welche die Sittigungspulskaskade eingestrahlt wurde, die
Anzahl der auswertbaren Signale und die mittlere RIR (nach Gleichung 3.4) und deren
Standardabweichung. Die NMR-Experimente wurden mit einer 250 uM ILV-GTA (1)-Probe in
NMR-Puffer III durchgefiihrt.

Chemische Verschiebung Anzahl der ausgewerteten Mittlere RIR *+
des gesattigten Signals Signale Standardabweichung
7,87 ppm 116 3,8 +3,0%

5,91 ppm 116 4,1+2,6%

5,56 ppm 116 4,7 + 3,4%

4.4.5 Inverse Sattigungstransfer-Experimente mit ILV-GTA und UDP-Gal

Um den Sattigungstransfer einzelner UDP-Gal Spins auf das Protein nachzuweisen,
wurde eine ILV-markierte GTA-Probe mit UDP-Gal versetzt. Der Sattigungstransfer
wurde anhand von 'H,3C-methyl-TROSY-Spektren mit und ohne
Anregungspulskaskade getestet (Details siehe Abschnitt 3.5.8). Da durch die Zugabe
von UDP-Gal einige neue Signale sichtbar werden, wurden insgesamt 121 Signale
ausgewertet. Die Berechnung der relativen Intensitatsreduktion erfolgte nach Gleichung
3.4. Die absoluten Intensitaten, sowie die chemische Verschiebung der einzelnen Signale
sind im Anhang Abschnitt 7.3.10 zu finden. Nur relative Intensitatsreduktionen, welche
grofier als der Mittelwert aller RIR, addiert mit seiner dreifachen Standardabweichung,
sind, werden als signifikant betrachtet.

In Abbildung 4.37 ist die relative Intensitatsreduktion jedes Signales bei den drei
Anregungsfrequenzen dargestellt. Bei jeder Anregungsfrequenz kommt es bei
mindestens einer Methylgruppe zur Ubertragung der Sittigung des Liganden auf eine
Methylgruppe. Die Sittigung von H6 der UDP-Gal bei 7,87 ppm fiihrt zu einer
Intensitatsreduktion von Signal 17 und Leu266:. Signal 85 wird durch die Sattigung von
H1" der Galactose bei 5,56 ppm signifikant beeinflusst.

Erwartungsgemafs ist der grofite Sattigungstransfer bei einer Sattigungsfrequenz von
5,91 ppm zu beobachten (siehe Abschnitt 4.4.3), die RIR liegt bei 15,7%. Dieses Signal X
wird erst durch die Zugabe von UDP-Gal sichtbar. Da der inverse Sattigungstransfer
abstandsabhéngig ist, sollte es sich um die raumlich nachste Methylgruppe der Signale
H5 bzw. H1” handeln. Laut Kristallstruktur (PDB: 3SXE) entspricht dies Val 184, dessen
Methylgruppen einen Abstand von 4,6 A bzw. 51 A zu H5 bzw. H1" haben. Es wird
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postuliert, dass es sich bei Signal X um Val184 handelt. Diese potentielle Zuordnung

wird im Folgenden Abschnitt durch das Einbringen von Punktmutationen iiberpriift.
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Abbildung 4.37: Relative Intensititsreduktionen der 'H,*C-methyl-TROSY-Signale bei
Sittigungsfrequenzen von (A) 7,87 ppm, ((B) 5,91 ppm und (C) 5,56 ppm. Oben ist jeweils die
Auswertung der finalen Spektren mit 250 uM ILV-GTA (2) und 2 mM UDP-Gal in NMR-Puffer
III dargestellt. Unten die Auswertung der Kontrollspektren ohne Ligand (250 uM ILV-GTA (1) in
NMR-Puffer III, Nummerierung siehe Tabelle 4.9 und Tabelle 3.11). Zugeordnete Signale sind
farblich hervorgehoben. Signale mit negativem RIR nicht gezeigt. Gestrichelte Linien entsprechen

dem Mittelwert x plus der jeweiligen Standardabweichung ¢ (x+ 16 bzw. x + 26 bzw. x + 30).

4.4.6 Einbringen von Punktmutationen in Valin 184, 212 und 351

Um die im vorherigen Abschnitt postulierte Zuordnung von Signal X zu Val184 zu
bestdtigen, wurden Punktmutationen in GTA eingebracht. Neben Val 184 wurden auch
Val 212 und Val 351 mutiert, welche einen Abstand von 6 A bis 10 A zu den Signalen H5
und H1 der UDP-Gal haben. In den Mutanten wurden die Methylgruppen der Leucine
und Valine durch die Zugabe von 2-Keto-3-methyl-ds-3-di-4-13C isotopenmarkiert. Die
Mutanten V184I- und V212A-GTA wurden H:O synthetisiert, zusatzlich wurde Leucin-
dio dem Minimalmedium zugegeben, um nur die Methylgruppen y1 und y2 der Valine
selektiv zu markieren. V351I-GTA wurde in D20 synthetisiert (Details siehe Abschnitt
3.1 und 3.2.2). Die Proben werden im Folgenden als V-V184I-GTA, V-V212A-GTA und
LV-V351I-GTA bezeichnet. Alle Proben wurden in NMR-Puffer III umgepuffert und
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mittels 'H,3C-methyl-TROSY-Spektren analysiert. Anschliefend wurden alle Proben
mit 9,6 mM UDP-Gal versetzt (85% Sattigung bei einem Kb von 1,6 mM, siehe auch
Tabelle 3.15). Mit V-V212A-GTA wurde zusatzlich eine Titration mit UDP-Gal
durchgefiihrt, um die Bewegung der Signale zu verfolgen. Es wurden folgende
Titrationsschritte durchgefiihrt: 105 uM (5,5% Sattigung), 210 uM (10,5% Sattigung), 441
uM (20% Sattigung), 1,7 mM (50% Séttigung), 4,9 mM (75% Sattigung) und 9,6 mM (85%
Sattigung).

Durch die Zugabe von Leucin-dio bei der Synthese von V-V184I- und V-V212A-GTA
werden die Signale der Leucin-Methylgruppen zwar deutlich reduziert, jedoch sind je
nach Schnittebene auch Leucine im Spektrum detektierbar. Eine eindeutige
Unterscheidung zwischen Leucin- und Valin-Signalen ist daher nicht bei allen Signalen
moglich. Allerdings kann gesagt werden, dass es sich bei Signal 17 und Signal 85, welche
beim inversen Sattigungstransfer Sattigung erhalten, um Leucine handelt. Diese beiden
Signale sind weder im V-V184I- noch im V-V212A-GTA-Spektrum detektierbar. Durch
die Synthese in H20 ist auflerdem eine deutliche Linienverbreiterung im Vergleich zu in
D20 synthetisierten Proben erkennbar. Eine eindeutige Zuordnung der Signale Val 184
und Val 212 in Abwesenheit des Liganden ist dadurch nicht moglich. V351 hingegen ist
in den 'H,*C-methyl-TROSY-Spektren der LV-V3511-GTA-Probe durch den Vergleich
zum Wildtyp eindeutig identifizierbar (siehe Anhang 7.3.5).

Signal X, welches bei Ligandenanregung bei 5,91 ppm Sittigung erhalt, entsteht erst
durch die Zugabe von UDP-Gal. In Abbildung 4.38 ist eine Uberlagerung der 'H,3C-
methyl-TROSY-Spektren der Wildtyp-GTA sowie der drei Mutanten V-V184I-,
V-V212A- und LV-V3511-GTA dargestellt. Signal X tritt bei allen Spektren auf, aufier
dem von V-V184I-GTA. Bei der Titration von V-V212A-GTA mit UDP-Gal ist Signal X
erst ab einer 50% Sittigung zu sehen (Daten nicht gezeigt). Dies stimmt mit den
Beobachtungen beim Wildtyp {iberein. Signal X kann demnach V184 zugeordnet
werden. Die in Abschnitt 4.4.5 postulierte Zuordnung wird somit bestatigt.

Die Etablierung des 'H,'*C-methyl-TROSY-basierten inversen Sattigungstransfers
war demnach erfolgreich. Ein selektiver Sattigungstransfer des Liganden auf das Protein

kann nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.38: Uberlagerung von 'H,3C-methyl-TROSY-Spektren von ILV-Wildtyp-GTA
(dunkelgriin), V-V184I- (gelb), V-V212A- (rot) und LV-V351I-GTA (hellgriin) in Anwesenheit
von UDP-Gal. Alle Proben befinden sich in NMR-Puffer III (Tabelle 3.11). Die Konzentration von
ILV-GTA betragt 250 uM, von V-V184I-GTA 250 uM, von V-V212A- 220 uM und von V-V351I-
GTA 350 uM. Die ILV-GTA-Probe enthalten zusatzlich 14,6 mM UDP-Gal und die Mutanten 9,6

mM UDP-Gal. Pfeile zeigen zusammengehorige Signale.

4.5 Untersuchungen zu P-Dimeren des humanen NoV

Neben den HBGA-synthetisierenden Glycosyltransferasen GTA und GTB wurden in
dieser Arbeit auch die HBGA-bindenden P-Dimere der humanen Noroviren untersucht.
Es handelt sich auch hier um ein Dimer, welches eine Grofse von etwa 73 kDa hat. Die
Methylgruppen der Isoleucine und Valine sind iiber das gesamte Protein verteilt. Eine
selektive Markierung dieser kann so einen Einblick in die verschiedenen Bereiche des
Proteins liefern. Die Proteindynamik im ps-ms-Bereich wurde in Abhangigkeit
verschiedener  Fucose-Konzentrationen analysiert. Auflerdem  wurde eine
abstandsabhingige Zuordnung der Isoleucin-51-Metyhlgruppen anhand von

paramagnetischen Liganden untersucht und mit Hilfe von Punktmutationen tiberpriift.
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4.5.1 Probenpriparation von P-Dimeren

Die in dieser Arbeit verwendeten P-Dimere waren [U-2H, {Iled1-'*CHs}, {Valy1/2-
13CHs}]-markiert. Die Mutanten wurden hingegen nur [U-?H, {Iled1-'*CHs}]-markiert.
Die Markierung wird im Folgenden nur als IV- oder I- bezeichnet und vor die
Proteinbezeichnung gesetzt.

Die isotopenmarkierte Proteinbiosynthese in E. coli und die anschlieffende Reinigung
erfolgte wie in Abschnitt 3.3.2 und 3.3.3 beschrieben. Die Reinheit der P-Dimere nach
den einzelnen Reinigungsschritten wurde mittels SDS-PAGE (siehe Abschnitt 3.4.1)
untersucht. Alle nach Grofienaustauschchromatographie erhaltenen Proben waren rein,
was in Abbildung 4.39 exemplarisch gezeigt ist. Die Proben wurden in NMR-Puffer IV
(Tabelle  3.11)  umgepuffert. = Die  Konzentrationsbestimmung  erfolgte
spektralphotometrisch mittels NanoDrop (siehe Abschnitt 3.4.2). Die Probe IV-P-
Dimer (1) wurde von Dr. Alvaro Mallagaray synthetisiert, jedoch wurde hier kein
Leucin-dio dem Minimalmedium zugesetzt. Das Markierungsmuster ist jedoch gleich,
da unter den angegebenen Bedingungen bei P-Dimeren keine Leucinmarkierung
stattfindet.

Die drei Mutanten wurden in H20 synthetisiert. Die Mutante I-I509V-P-Dimer zeigt
im Vergleich zum Wildtyp eine geringere Ausbeute, welche jedoch fiir NMR-
Experimente ausreichend war. Insgesamt waren alle hergestellten Proben rein und

konnten fiir weitere Experimente verwendet werden.
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Abbildung 4.39: Exemplarische SDS-PAGE mit Proben einzelner P-Dimer-Reinigungsschritte.
Dargestellt ist die Reinigung von IV-P-Dimer. Proben wurden 1:1 in 2x reduzierendem Probenpuffer
denaturiert und in folgender Reihenfolge auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen: (M) Marker, (1) Zelllysat
vor Ultrazentrifugation, (2) Uberstand nach Ultrazentrifugation, (3) NiNTA-Durchfluss, (4) NiNTA-

Waschfraktionen, (5) NiNTA-Eluat, (6) NiNTA-Eluat nach HRV3C-Spaltung, (7) Elutionsfraktionen nach
Grofienaustauschchromatographie. Aufbau des Konstrukts siehe Abschnitt 3.3.1.
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Tabelle 4.13: Qualititskontrolle von P-Dimer Proben. Angegeben ist das eingesetzte Volumen
an Minimalmedium, die Ausbeute pro Liter Kulturmedium und der Quotient Az0/A2s0 nach
Umpufferung in NMR-Puffer IV. Die Pufferzusammensetzung ist in Tabelle 3.11 zu finden.

* Probe wurde von Dr. Alvaro Mallagaray hergestellt. * Proben in H20 synthetisiert.

Prob IV-P- IV-P- [-1231V-P- I-I330V-P- I-I509V-P-
robe

Dimer (1)* Dimer (2) Dimer* Dimer* Dimer
Kulturvolumen [mL] 300 300 500 500 500
Ausbeute [mg/L] 13 14 17 13 9
A260/A2s0 0,66 0,66 0,65 0,65 0,67

4.5.2 'H,”C-methyl-TROSY-Experimente mit IV-P-Dimeren

P-Monomere weisen 8 Isoleucine und 24 Valine auf. In einem 'H,*C-methyl-TROSY-
Spektrum von symmetrischen Homodimeren werden demnach insgesamt 56 Signale
erwartet. Das in Abbildung 4.40 dargestellte 'H,"*C-methyl-TROSY-Spektrum von IV-P-
Dimeren weist hingegen 63 Signale auf, bestehend aus 8 Isoleucin-Methylgruppen und

55 Valin-Methylgruppen. Einige Aminosauren liegen demnach in zwei Zustanden vor.
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Abbildung 4.40: 'H,*C-methyl-TROSY-Spektrum von IV-P-Dimeren. Dargestellt ist H,3C-
methyl-TROSY-Spektrum von 200 uM IV-P-Dimer (2) in NMR-Puffer IV (Nummerierung siehe
Tabelle 3.11 und Tabelle 4.13).
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4.5.3 CPMG-Relaxations-Dispersions-Messungen mit IV-P-Dimeren

Die Dynamik von humanen Noroviren ist bisher noch vollig unbekannt und soll hier
anhand von CPMG-Relaxations-Dispersions-Experimenten mit P-Dimeren untersucht
werden. Des Weiteren wird der Einfluss der Fucosebindung auf die Proteindynamik
untersucht. Fucose ist das minimale Bindungsmotiv der humanen P-Dimere.

Mittels STD-NMR wurden zwei Bindungskonstanten mit Ko: = 2,4 mM und
Kbz = 9,6 mM bestimmt (Mallagaray, 2014). Die Experimente wurden ohne Ligand und
mit 6 mM Fucose durchgefiihrt. Bei dieser Konzentration ist die erste Bindungstasche zu
70% gesattigt, die Belegung der zweiten beginnt jedoch erst. Bei einer
Fucosekonzentration von 160 mM ist auch die zweite Bindungstasche zu 94% gesttigt.
Abbildung 4.41 A zeigt eine Uberlagerung der drei Zustinde. Es ist erkennbar, dass die
Fucosebindung kaum eine Anderung der Signalverteilung im 'H,3C-methyl-TROSY-
Spektrum hervorruft. Auch eine Temperaturerniedrigung um 15 K fiihrt nur zu
minimalen Anderungen in der chemischen Verschiebung (Abbildung 4.41 B). Eine
Intensitatsreduktion, wie sie bei GTA und GTB zu beobachten war (sieche Abschnitt
4.3.4), findet bei P-Dimeren nicht statt. Bei Temperaturen iiber 298 K prazipitiert das
Protein und kann danach nicht wieder in Losung gebracht werden. Die finalen CPMG-
RD-Messungen werden daher bei 298 K, 290 K und 283 K durchgefiihrt.
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Abbildung 4.41: 'H,3C-methyl-TROSY-Spektren von IV-P-Dimeren (A) in Anwesenheit von
Fucose und (B) bei verschiedenen Temperaturen. Dargestellt sind 'H,3C-methyl-TROSY-
Spektren von 170 uM IV-P-Dimer (1) in NMR-Puffer IV (A) Dargestellt sind Spektren ohne
Ligand (griin), mit 6 mM Fucose (gelb) und mit 160 mM Fucose (rot). Die Methylgruppe an Ce
der Fucose liefert ein breites Signal bei 1,2 ppm, welches mit drei Valin-Methylgruppen-Signalen
iiberlagert. Diese Signale sind mit Pfeilen markiert. (B) 'H,’*C-methyl-TROSY-Spektren von IV-
P-Dimeren bei 298 K (griin), 293 K (blau) und 288 K (grau). Von den gekennzeichneten Signalen
sind in Abbildung 4.43 exemplarisch Dispersionsprofile gezeigt. Mit # gekennzeichnete Signale
zeigen leichte Dispersion. Mit * gekennzeichnete Signale sind Artefakte. Die Nummern

entsprechen einer internen Nummerierung, keiner Zuordnung,.

145



Ergebnisse

Fiir die CPMG-RD-Messungen wurden weiterhin Mischzeiten Tcevc von 20 ms und
40 ms getestet. Abbildung 4.42 zeigt den Einfluss der Mischzeit auf die Signalintensitat
im Vergleich zum Referenzspektrum ohne CPMG-Pulskaskade. Die mittlere
Intensitatsreduktion aller Signale betragt bei einer Mischzeit von 20 ms 68%, bei einer
Mischzeit von 40 ms 51%. Die Intensitatsreduktion sollte bei etwa 50% liegen, um schon
eine Dispersion sehen zu konnen, aber trotzdem ein geniigend hohes Signal-zu-Rausch-
Verhiltnis zu haben. Die CMPG-RD-Experimente mit IV-P-Dimeren werden daher mit

einer Mischzeit von 40 ms durchgefiihrt.
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Abbildung 4.42: Einfluss der Mischzeit Tceme auf die Signalintensitit bei 298 K. Dargestellt
sind die relativen Signalintensitit aus CPMG-RD-'H,"*C-methyl-TROSY Spektren bei einer
Feldstédrke von 50 Hz im Vergleich zum Referenzspektrum ohne CPMG-Sequenz bei Mischzeiten
Tepmc von 20 und 40 ms. Exemplarische Darstellung fiir vier Isoleucine und sechs Valine. Letzte
Spalte gibt Mittelwert und Standardabweichung aller Signale an. Die Probe enthielt 170 uM IV-
P-Dimer (1) in NMR-Puffer IV (Nummerierung siehe Tabelle 4.13 und Tabelle 3.11) und wurde
bei 298 K an einem 500 MHz Spektrometer gemessen. Messparameter siehe Abschnitt 3.5.6.

In Abbildung 4.43 sind exemplarisch Relaxations-Dispersions-Profile von drei
Signalen gezeigt. Die Signale wurden nummeriert, entsprechen aber keiner Zuordnung.
Insgesamt zeigen nur zwei Signale (Val 21 und Val 107) eine leichte Dispersion. Die
transversalen Relaxationsraten ARzt liegen zwischen 4-6 s und sind unabhangig von
der Fucosebindung. Alle anderen Signale zeigen keine Dispersion, was exemplarisch an
Ile5 und Val 87 fiir alle Isoleucine bzw. Valine gezeigt ist. Alle anderen

Dispersionsprofile befinden sich im Anhang Abschnitt 7.3.9.
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Abbildung 4.43: Einfluss der Fucose-Bindung auf Relaxations-Dispersions-Profile von

ausgewdhlten Signalen von I'V-P-Dimeren. CPMG-RD-Experimente wurden mit IV-P-Dimeren
an einem 500 MHz Spektrometer bei 298 K (rot), 290 K (gelb) und 283 K (griin) mit CPMG-
Feldstarken von 50-500 Hz durchgefiihrt. Gezeigt sind RD-Profile von (A) Ile 5, (B) Val 87 und
(C) Val 107 ohne Substrate (links), mit 6 mM Fucose (mittig) und mit 160 mM Fucose (rechts). Die

Nummern entsprechen einer internen Nummerierung, keiner Zuordnung. Abbildung 4.41 B

zeigt Lokalisation der Signale im 'H,'*C-methyl-TROSY-Spektrum. Experimente wurden in

Doppelbestimmung durchgefiihrt, aufier Experimente bei 283 K in Anwesenheit von 6 mM

Fucose und Messungen bei 290 K und 283 K in Anwesenheit von 160 mM Fucose. Fehlerbalken

entsprechen der Standardabweichung der Doppelbestimmung. Auswertung erfolgte mit

GUARDD (Kleckner and Foster, 2011).
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454 Zuordnung von Isoleucin-31-Methylgruppen mittels paramagnetischer

Ligandenbindung

Um die Bindung von Liganden an P-Dimere und die damit einhergehenden
konformationellen Anderungen zu untersuchen, ist eine Zuordnung erforderlich. Bei
einem Molekulargewicht von 70 kDa ist diese anhand von Tripelresonanzexperimenten
jedoch haufig nicht moglich, da viele Signale iiberlagern, andere hingegen fehlen. Eine
andere Moglichkeit der Zuordnung bieten paramagnetische Liganden. Sie ermoglichen
die Charakterisierung von sonst moglicherweise schlecht zuganglichen Bindungsstellen.

In dieser Arbeit wurde die Zuordnung von Isoleucin-61-Methylgruppen durch die
Zugabe von Gd*-Fucose (siehe Abschnitt 3.5.11) untersucht. Gadolinium fiihrt zu einer
abstandsabhdngigen Relaxationsverstarkung, was eine Linienverbreiterung zur Folge
hat. Um Anderungen im Protein, welche durch die Bindung des Liganden
gegebenenfalls hervorgerufen werden mit einzubeziehen, wurde zusitzlich eine
Referenztitration mit La*-Fucose durchgefiihrt.

Die experimentellen Bedingungen sind in Abschnitt 3.5.12 beschrieben. In Abbildung
4.44 ist die durch Gd*-Fucose hervorgerufene Signalreduktion erkennbar. Die Analyse
der Signalintensitaten und der aus der Kristallstruktur (PDB: 4X07) ermittelten Abstande
fiihrt zu der in Tabelle 4.14 dargestellten Zuordnung. Der grofste PRE-Effekt ist in einem
Abstand von 5-20 A vom Gd*-Ion zu erwarten (Otting, 2010). Ile 389 hat einen Abstand
von 14 A vom Gd*-Ion und sollte daher den groiten Effekt zeigen. Dies stimmt mit der
Beobachtung iiberein, dass nur Signal 7 bei einer 100 uM Gd?*-Fucose-Konzentration
verschwunden ist. Signal 7 kann demnach Ile389 zugeordnet werden.

Zur Uberpriifung der Zuordnungen von Signalen mit Abstianden > 20 A wurden die
drei Punktmutanten 1231V-, I330V- und 1509V-P-Dimer hergestellt. Die drei Isoleucin-
Methylgruppen konnten durch 'H,*C-methyl-TROSY-Experimente eindeutig
identifiziert werden (siehe Anhang Abschnitt 7.3.6). Die Zuordnung anhand der
Mutanten stimmt nicht mit der Zuordnung laut Gd*/La*-Fucose Titration iiberein.
Signale mit Abstinden >20 A kénnen demnach nicht eindeutig zugeordnet werden. Da
alle Valine in einem Abstand von 20 — 50 A vom Liganden liegen, werden diese nicht

weiter betrachtet.
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Abbildung 4.44: 'H,*C-methyl-TROSY-Spektren von IV-P-Dimeren in Anwesenheit von La3-
(griin) oder Gd*- (gelb) Fucose. Proben enthielten 200 uM IV-P-Dimer (2) in NMR-Puffer IV
(Nummerierung siehe Tabelle 4.13 und Tabelle 3.11). Gezeigt sind einzelne Titrationsschritte mit
(A) 100pM, (B) 500 uM, (C) 1 mM und (D) 1,75 mM La*- bzw. Gd*-Fucose mit dem jeweiligen
Lanthanid.

Tabelle 4.14: Abstand der einzelnen Isoleucine zum gebundenem Lanthanid-Ion und
Zuordnung durch La’-/Gd*-Fucose-Titration und Punktmutanten. Nummerierung der Signale

entspricht der in Abbildung 4.44 A angegebenen.

Entfernung zu Zuordnung laut Gd*/La%- Zuordnung durch

fle Gd*/La*in A Fucose Titration Mutanten
389 14,1 7 -
330 24,0 1 4
293 24,6 8 -
244 27,8 3 -
283 34,5 2 -
317 40,1 5 -
509 40,3 4 2
231 51,7 6 5
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5 Diskussion

Glykane gehoéren zu den am haufigsten vorkommenden Biomolekiilen. Sie dienen
u.a. als Rezeptoren und spielen eine essentielle Rolle bei der Signaltransduktion
(Ohtsubo and Marth, 2006). Aufgrund der enormen =zelluliren Bedeutung von
Glykanen, ist es auch wichtig ihre Entstehung durch Glycosyltransferasen naher zu
charakterisieren, welche die glycosidischen Bindungen zwischen den einzelnen Zucker-
Untereinheiten bilden. Wahrend der Mechanismus der konfigurationsinvertierenden
GTs bereits gut charakterisiert ist (Breton et al., 2006), wird der Mechanismus der
konfigurationserhaltenden GTs noch diskutiert. Aus Kristallstrukturen ist bekannt, dass
konfigurationserhaltende ~GTs flexible Bereiche besitzen, welche sich bei
Substratbindung bewegen (Alfaro et al., 2008; Persson et al., 2001). In dieser Arbeit
wurden diese dynamischen Prozesse NMR-spektroskopisch untersucht. Als Modell
dienen die humanen Blutgruppen Glycosyltransferasen GTA und GTB, welche fiir den
letzten Schritt der Bildung der HBGAs verantwortlich sind. Dabei wurden einerseits der
Einfluss der Ligandenbindung und die Dynamik des Proteinriickgrates, andererseits
aber auch der Einfluss einzelner Aminosadureseitenketten untersucht.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Bindung an Glykane untersucht. Als Beispiel
dient die Bindung von P-Dimeren der humanen Noroviren an HBGAs. Humane
Noroviren fiihren zu einem epidemischen Ausbruch von Gastroenteritis beim
Menschen. Durch die Entwicklung von Entry-Inhibitoren sollen diese Ausbriiche
verhindert werden (Fiege, 2012). Es wurden erstmals Dynamikmessungen im ps-ms-
Bereich durchgefiihrt, um den Einfluss der Bindung des minimalen Liganden Fucose auf
die Proteindynamik zu charakterisieren. Auflerdem wurde die Zuordnung von
Isoleucin-Seitenketten durch Titration mit paramagnetischen Liganden untersucht.

Alle erhaltenen Ergebnisse werden im Folgenden diskutiert.

5.1 Prdparation isotopenmarkierter GTA und GTB

Die NMR-Spektroskopie ist eine der wenigen Methoden, die eine Analyse der
Proteindynamik in verschiedenen Zeitbereichen ermdglicht. Fiir diese Untersuchungen
sowie fiir die proteinbasierte Charakterisierung der Ligandenbindung ist eine
Isotopenmarkierung des Proteins erforderlich. Aufgrund der Grofle des Protein-Dimers

von 70 kDa ist auflerdem eine Deuterierung des Proteins essentiell. Durch die
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Deuterierung kommt es zu einer Reduktion der heteronuklearen dipolaren Relaxation,
was langere T2-Zeiten zur Folge hat. Aufserdem ist die Spin-Diffusion reduziert (Sattler
et al., 1999). Alle isotopenmarkierten Proteine wurden nach dem Protokoll von
Tugarinov et al. hergestellt (Tugarinov et al., 2006). Dieses Protokoll fiihrt im Vergleich
zu dem Protokoll von Marley et al. (Marley et al, 2001) zu einem besseren
Deuterierungsgrad bei vergleichbarer Ausbeute (Grimm, 2015).

Die Ausbeuten aller zehn Wildtyp-GTA-Proben mit insgesamt sechs verschiedenen
Markierungsmustern ([U-?H,"*N], [U-2H,*C,*N], [U-?H, {Met->N}], [U-?H, {Arg-"*N}],
[U-2H, {Iled1-*CHs}] und [U-2H, {Iled1-*CHs}, {Leud1/2-*CHs}, {Valy1/2-1*CHs}]) lagen
zwischen 6 mg und 14 mg pro Liter Kulturmedium (siehe Tabelle 4.1, Tabelle 4.4 und
Tabelle 4.9), wobei zwei Proben mit 3 - 4 mg eine deutlich reduzierte Ausbeute
aufweisen. Diese ist auf ungeniigende Bindung an das SP-Sepharose-Saulenmaterial
zuriickzufiihren. Ursache hierfiir kann moglicherweise ein falsch eingestellter pH-Wert
der Reinigungspuffer sein. Die Mutanten V184I-, V212A- und V3511-GTA zeigen mit
5 - 6 mg pro Liter Medium vergleichbare Ausbeuten im Vergleich zum Wildtyp. In allen
Chargen ist im SDS-Polyacrylamidgel am Ende der Reinigung nur eine Bande erkennbar
(Abbildung 4.1). Die Sensitivitat der Farbelosung liegt laut Herstellerangaben bei 8 ng
pro Bande, demnach konnen grobe Verunreinigungen mit anderen Proteinen
ausgeschlossen werden. Bei allen Proben lag der Quotient Azs/A2s0 bei unter 0,6. Die
Proben sind demnach auch nicht mit DNA verunreinigt. Die Aktivitaten schwanken mit
4 — 23 U/mg um den erwarteten Wert von 10 U/mg. Diese Schwankungen liegen
einerseits an Ungenauigkeiten bei der Proteinbestimmung, andererseits auch an
Ungenauigkeiten beim Aktivitatstest. Beim Aktivitdatstest wird nur der aktive
Proteinanteil berticksichtigt, bei der Proteinbestimmung ist eine Unterscheidung
zwischen aktivem und inaktivem Protein hingegen nicht moglich. Dadurch kommt es
zu Fehlern bei der Berechnung der spezifischen Aktivitit. Des Weiteren ist der
Aktivitatstest aufgrund der hohen Verdiinnungen und der geringen Volumina
fehlerbehaftet.

Die vier Wildtyp-Met-GTB-Proben weisen im Vergleich zu den GTA-Proben hohere
Ausbeuten auf (Tabelle 4.5) Die Ausbeuten liegen bei 16 bzw. 22 mg pro Liter
Kulturmedium. Wie bei GTA ist hier bei zwei Proben ein Proteinverlust wahrend der
Kationenaustauschchromatographie zu beobachten, dadurch lag die Ausbeute nur bei 4
bzw. 7 mg pro Liter Kulturmedium (Abbildung 4.19). Bei allen Mutanten aufier M186A-
GTB ist eine deutlich geringere Ausbeute im Vergleich zum Wildtyp zu verzeichnen

(Tabelle 4.6). M189V- und M142A-GTB mussten in Wasser synthetisiert werden, da eine
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Synthese in D20 nicht geniigend Ausbeute fiir NMR-Experimente brachte. Die
Konzentration der Met-M288A-GTB-Probe betrug 7 uM. Dies stellt die minimale
Konzentration fiir die Aufnahme von 'H,*C-methyl-TROSY-Spektren dar und erfordert
eine Messzeit von mindestens 12 h fiir ein Spektrum, welche bei Proteinkonzentrationen
von etwa 100 uM sonst nur 15 min betrdgt. Der Unterschied zwischen den Ausbeuten
zwischen GTA und GTB bzw. zwischen GTB und den GTB-Mutanten ist auf den
Austausch der einzelnen Aminosduren zuriick zu fithren. Wie bei vielen anderen
Expressionssystemen auch, konnen minimale Sequenzinderungen zu grofien
Unterschieden im Expressionsverhalten fithren (Chan et al., 2009; Persson et al., 2001).
Die Aktivitat der Wildtyp-GTB-Proben liegt zwischen 12 und 15 U/mg, die der Mutanten
zwischen 6 und 20 U/mg. M186A- und M142A-Met-GTB weisen demnach eine leicht
erhohte und M189V-GTB eine leicht erniedrigte Aktivitdt auf. Es kann sich hierbei
jedoch auch, wie bereits erldutert, um Schwankungen innerhalb des Aktivitétstests
handeln. Insgesamt sind alle Proben jedoch aktiv. Die Mutationen haben keinen
wesentlichen Einfluss auf die Enzymaktivitat, jedoch auf die Proteinbiosynthese.
Sowohl bei den Wildtyp-GTB-Proben, als auch bei den Mutanten ist nach der Dialyse
nur eine Bande im SDS-Polyacrylamidgel detektierbar, die Proben sind also rein und
weisen keine Verunreinigung mit DNA auf (A260/A2s0< 0,6).

Die Isotopenmarkierung aller GTA- und GTB-Proben wurde anhand von 'H,*N-
TROSY-HSQC bzw. 'H,*C-methyl-TROSY-Spektren {iberpriift. Die einzelnen Spektren
werden in den folgenden Abschnitten nédher erldautert.

Die Praparation und der Aktivitdtstest erfolgte in Mn?-haltigen Puffern, alle
folgenden Experimente hingegen in Mg?*-haltigen Puffern. GTA und GTB zeigen in
Anwesenheit von Mn?* deutlich hohere Aktivitdten, sind jedoch auch in Gegenwart von
Mg? noch aktiv (Blume et al., 2006). Welchen Cofaktor GTA und GTB in vivo nutzen ist
noch nicht abschlieflend geklart. Die Nutzung von Mn?* oder Mg?* als Cofaktor wird fiir
viele Glycosyltransferasen diskutiert (Charnock and Davies, 1999; Lairson et al., 2008).
Da Mn? jedoch paramagnetisch ist, was zu Linienverbreiterungen im NMR-Spektrum
fiihrt, werden fiir NMR-Experimente ausschliefSlich Mg?*-haltige Puffer verwendet. Eine

vollstandige Entfernung von Mn?-Ionen ist nur durch die Zugabe von EDTA mdéglich.
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5.2 Untersuchungen am Proteinriickgrat von GTA

Durch die 'H, ®’N-Markierung des Proteinriickgrates kann jede einzelne Aminosaure
(aufSer Prolin) sichtbar gemacht werden. Durch Zugabe des Liganden kann der Einfluss
auf die einzelnen Aminosauren nachvollzogen werden. Auch eine Unterscheidung,
welche Aminosauren direkt an der Bindung beteiligt sind und welche sich aufgrund von
konformationellen Anderungen bewegen, ist mdglich (Arai et al., 2012). Dies ermdglicht
auch die Charakterisierung der Proteindynamik in verschiedenen Zeitbereichen (Morin,
2011). Fiir diese Untersuchungen ist jedoch eine Zuordnung der Signale erforderlich.
Das Ziel dieser Arbeit war eine Zuordnung im Bereich des aktiven Zentrums um
Protein-Ligand-Wechselwirkungen zu untersuchen. Dafiir wurden zuerst die
Messbedingungen getestet. Wie bei GTB ist bei GTA die Spektrenqualitat bei einer
Messtemperatur von 298 K am besten (Sindhuwinata, 2012). Bei hoheren Temperaturen
verliert das Protein {iber die Zeit an Stabilitdt und neigt zur Aggregation, aufSerdem ist
keine wesentliche Verbesserung der Spektren erkennbar. Da die Aufnahme von
Tripelresonanzspektren mindestens eine Woche dauert, muss die Stabilitat des Proteins
gewahrleistet werden. Bei Temperaturen unter 298 K sind deutlich weniger Signale
detektierbar (Abbildung 4.2). Bei tieferen Temperaturen steigt die Korrelationszeit des
Proteins. Dies fiihrt zu einer Reduktion der T»>-Zeit und damit zu einer
Linienverbreiterung (Bloembergen et al., 1948; Cavanagh et al., 2001). In dieser Arbeit
wurden sowohl ein MOPS- als auch ein Phosphat-Puffer fiir die Experimente verwendet
(Tabelle 3.11). Die erhaltenen Spektren sind vergleichbar (Abbildung 4.3). Die in MOPS-
Puffer aufgenommenen Spektren zeigen geringfiigig mehr Signale. Dieser Puffer wurde
fir alle bisherigen Experimente verwendet, da hier einerseits die hochste
Proteinaktivitdt erzielt werden kann, andererseits ist dieser Puffer auch mit Mangan
kompatibel. Dies ist bei Phosphatpuffer nicht der Fall. Der MOPS-Puffer wurde fiir die
Tripelresonanzexperimente verwendet, welche am BMRZ der Goethe Universitat in
Frankfurt am Main aufgenommen wurden. Das 'H,>N-TROSY-HSQC-Spektrum war
von sehr hoher Qualitit. Es konnten 93% der erwarteten Signale detektiert werden (328
von 353, siehe Tabelle 4.2). Im HN(CA)CO, HNCA, HN(CO)CA und HNCACB konnten
jedoch jeweils nur etwa 40 bis 50% der erwarteten Signale detektiert werden. Daher
konnten insgesamt nur 28 Verkniipfungen gefunden werden. Es wurden 18
Aminosduren eindeutig zugeordnet (Abbildung 4.6 und Abbildung 5.1). Die
zugeordneten Aminosduren liegen weit entfernt von der Ligandenbindungsstelle und

konnen daher keine Informationen iiber das Ligandenbindungsverhalten liefern.
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Die Qualitat der Tripelresonanzspektren von GTA und GTB ist trotz verschiedener
Pufferbedingungen und Proteinkonzentration vergleichbar (Grimm, 2015). Ein
Vergleich der gefundenen Zuordnungen von GTA und GTB zeigt, dass fiir beide
Enzyme der gleiche Bereich zugeordnet werden konnte. Die zusatzlichen GTA-

Zuordnungen konnten auf GTB iibertragen werden.

Abbildung 5.1: Zugeordnete Aminosduren von GTA. Kristallstruktur des GTA-Monomers mit
Mn?* in orange, interner Schleife und C-Terminus in schwarz und zugeordneten Aminoséauren in

rot (PDB 3SXE).

Die Hauptursache fiir diese geringe Anzahl an Zuordnungen ist die schlechte
Spektrenqualitdt. Da meist nur 50% der Signale detektiert werden konnten, fehlen viele
Verkniipfungen bzw. sind nur bei den Ca— bzw. CO-Kohlenstoffen zu beobachten,
wodurch eine eindeutige Zuordnung nicht moglich ist. Das Fehlen der Signale ist u.a.
durch die hohe Proteindynamik zu erkldren. Konformationelle Bewegungen im
Mikrosekunden- bis Millisekundenbereich konnen hier eine Ursache sein, welche zu
einer Linienverbreiterung fithren. Lena Lisbeth Grimm konnte fiir die GTB zeigen, dass
innerhalb von einem Tag ein fast vollstindiger Protonen-Deuterium-Austausch
stattfindet (Grimm, 2015). Auch konnten in Kristallstrukturen aufgrund der hohen
Proteinflexibilitat fiir einige Signale keine Elektronendichten gefunden werden (Alfaro
et al., 2008). Mit einer Dimergrofie von etwa 70 kDa liegen GTA und GTB an der oberen
Grenze der derzeit zuordenbaren Proteine. Die Relaxationszeit T2 sinkt mit steigender
Proteingrofie, d.h. die Signale relaxieren schneller (Bloembergen et al., 1948; Cavanagh

et al.,, 2001). Auflerdem ist die Spin-Diffusion durch die Deuterierung zwar reduziert,
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findet aber immer noch in geringerem Mafle statt. Diese Relaxationsmechanismen
fiihren zu einem schnellen Verlust der Magnetisierung und damit zu fehlenden
Signalen. Auflerdem sind die Pulsprogramme an sich sehr lang und es finden viele
Magnetisierungstransferschritte statt, was wiederum zu einem Verlust der
Magnetisierung fiihrt (Sattler, 2009). Trotz vieler fehlender Signale ist aufgrund der
Proteingrofle eine Uberlagerung in den verbleibenden Signalen zu beobachten. Die
Aufnahme der Spektren bei hoheren Feldstarken von 800 MHz und 950 MHz verbessert
zwar die Auflosung der Spektren, es gibt aber immer noch Bereiche starker
Signaliiberlagerung. Auflerdem steigt die chemical shift anisotropy (CSA) Relaxation
quadratisch mit der Feldstarke. Die betrifft vor allem die Carbonyl-Kohlenstoffe
(Claridge, 1999). Aus diesem Grund wurde das HN(CO)CA-Spektrum nur bei 600 MHz
aufgenommen (Tabelle 3.12). Die Uberlagerung der Signale erschwert abermals die
Zuordnung der Aminosauren. Da mittels der Tripelresonanzexperimente nur 18 von 298
Aminosduren zugeordnet werden konnten, wurden anschlieffend die Aminosduren
Methionin und Arginin selektiv "N-markiert. Beide befinden sich an Endpunkten im
Aminosaurestoffwechselweg, sodass keine Kreuzmarkierung zwischen den
Aminosduren (scrambling) auftreten sollte (Waugh, 1996). Nora Sindhuwinata konnte bei
GTB bereits eine erfolgreiche 'N-Lysin-Markierung erreichen (Sindhuwinata, 2012).
Dem Medium wurde Eco E. coli OD 2 D-Medium zugefiigt, welches u.a. deuterierte
Aminosauren enthélt, um mogliche Kreuzmarkierungen weiter zu reduzieren. In
Abbildung 4.7 ist jedoch erkennbar, dass sowohl bei der ®’N-Met- als auch bei der *N-
Arg-Markierung Kreuzmarkierungen zwischen den Aminosauren zu verzeichnen sind.
Um dies zu verhindern, ist es moglich entweder andere E. coli-Stimme zu verwenden,
oder aber den verwendeten Stamm zu mutieren. Dafiir wird das Enzym, welches fiir
den letzten Schritt der Bildung der jeweiligen Aminosaure verantwortlich ist, mutiert.
Bei Methionin handelt es sich um das Gen metA, welches fiir die Homoserin-
Succinyltransferase und bei Arginin um das Gen argH, welches fiir die Arginosuccinat-
Lyase kodiert (Waugh, 1996). Eine andere Moglichkeit der Zuordnung ist das selektive
nicht-Markieren einzelner Aminosduren durch die Zugabe einer unmarkierten
Aminosaure zum Minimalmedium (Atreya, 2012).

Ahnliche Tripelresonanz-Zuordnungsexperimente ~wurden auch mit der
Galactosyltransferase LgtC aus Neisseria Meningitidis durchgefiihrt. Es handelt sich auch
um eine konfigurationserhaltende GT mit GT-A-Faltung, welche aber der CAZy-
Familie 8 zugeordnet wird. Hier konnten zwar mit 146 von 210 detektierten

Aminosaduren deutlich mehr zugeordnet werden, jedoch befanden sich keine der

156



Diskussion

zugeordneten Aminosduren im aktiven Zentrum (Chan et al., 2012b). Weiterhin konnten
aber nur 70% (210 vom 300) der erwarteten Signale im 'H,">N-TROSY-HSQC-Spektrum
detektiert werden. Fiir beide Enzyme ist eine Zuordnung des aktiven Zentrums
aufgrund der Proteindynamik unter den beschriebenen Bedingungen nicht moglich.

Eine weitere Moglichkeit der Zuordnung bietet die zellfreie Proteinsynthese. Diese
bietet die Vorteile, dass es zu weniger Kreuzmarkierungen kommt, nur eine geringere
Menge an markierten Aminosdauren bendtigt wird und eine schnellere
Probenpréparation moglich ist. Allerdings muss das System fiir jedes Protein optimiert
werden (Apponyi et al., 2008). Die Zellfreie Proteinsynthese ermdglicht die Nutzung der
kombinatorischen Markierung von Aminosduren, bei der verschiedene Aminosauren
innerhalb einer Probe markiert werden. Durch eine geringe Anzahl an Markierungen
kénnen dadurch sequentielle Informationen gewonnen werden (Lohr et al., 2012; Ozawa
et al., 2006).

Eine Alternative bietet auch die Nutzung von paramagnetischen Liganden. Diese
konnen entweder kovalent an das Enzym gebunden sein oder aber die vorhandene
Ligandenbindungsstelle nutzen. Diese Methode ermdoglicht eine abstandsabhdngige
Zuordnung (Liu et al., 2014).

Trotz der fehlenden Zuordnung wurde eine [U-?H,"®N]-GTA-Probe mit dem
Donorsubstrat UDP titriert. Chemische Verschiebungen sind sehr sensitiv gegeniiber
Veranderungen in der lokalen Umgebung (Gao et al., 2004). Des Weiteren konnen
anhand der chemischen Verschiebungsinderungen auch wenig affine Bindungen
nachgewiesen werden und Informationen {iber die Bindungsstelle gewonnen werden.
Hier wurde untersucht, wie viele Aminosauren sich bei der Titration bewegen und die
Dissoziationskonstante Ko wurde bestimmt. Wahrend der Titration wurde UDP
teilweise zu UMP und Uracil abgebaut (Abbildung 4.8). Dieser Abbau ist
chargenabhiangig. Der Abbau erfolgt vermutlich durch UDP-bindende Enzyme, welche
auch an das Affinititschromatographie-Saulenmaterial binden und so auch mit
gereinigt werden. Es handelt sich vermutlich um Nukleotidasen, die die Hydrolyse der
Phosphatgruppe katalysieren. Der Abbau von Uridin zu Uracil erfolgt vermutlich durch
eine Uridin-Phosphorylase (Walton et al, 1989). Eine Moglichkeit diesen
Verunreinigungen zu entgehen, ist die Durchfiihrung einer
Grofienausschlusschromatographie im Anschluss an die Affinitatschromatographie.
Weiterhin konnte man die UDP-Hexanolamin-Affinitatschromatographie durch einen
Chromatographieschritt ersetzen, in welchem die Bindung von GTA und GTB an HDis

ausgenutzt wird. An den Linienbreiten der Abbauprodukte ist jedoch erkennbar, dass
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diese im Gegensatz zu UDP nicht an GTA binden (Abbildung 4.8). Daher kann eine
Auswertung der Titration erfolgen. Wahrend der Titration ist ein schneller Austausch
der Signale zu beobachten. Am Anfang bewegen sich nur 39 Signale signifikant. Diese
Signale sind vermutlich direkt an der UDP-Bindung beteiligt. Im Laufe der Titration
kommt es zu immer mehr Verschiebungen und bei einer 91%igen UDP-Sattigung haben
sich insgesamt 121 von 254 auswertbaren Signalen signifikant verschoben. Aufierdem
zeigen einige Signale eine Anderung der Bewegungsrichtung im Laufe der Titration
(Abbildung 4.9). Dies deutet darauf hin, dass die UDP-Bindung ein mehrstufiger Prozess
ist. Neben den direkten Interaktionen kommt es wahrscheinlich noch zu allosterischen
Effekten im Protein (Arai et al., 2012). Wahrend der Titration sind weiterhin
Linienverbreiterungen zu beobachten, einige Signale verschwinden auch. Dies ist ein
Hinweis auf konformationelle — Anderungen im  Mikrosekunden-  bis
Millisekundenbereich (Chan et al., 2012b). Ahnliches wurde auch bei GTB beobachtet
(Grimm, 2015). Auch hier verschieben sich einige Signale erst bei hoheren UDP-
Konzentrationen. Zusatzlich wurden bei der GTB auch Signale beobachtet, welche sich
im langsamen Austausch befinden.

Aus den erhaltenen euklidischen Verschiebungen wurde in Abhangigkeit der UDP-
Konzentration der Kpo-Wert auf 100 + 13 uM abgeschitzt. Dieser liegt somit deutlich
unter dem mittels SPR-bestimmten von 540 uM. Bei unterschiedlichen
Bestimmungsmethoden kommt es meist zu Abweichungen. Ein Nachteil der SPR-
Methode ist, dass das Protein immobilisiert wird. Durch diese Beeinflussung kann es zu
Fehlern bei der Kp-Bestimmung kommen. Die in Sindhuwinata et al. beschriebenen
Dissoziationskonstanten, welche mittels ITC, SPR, STD-NMR und MS bestimmt
wurden, weichen teilweise bis zu einem Faktor sechs untereinander ab (Sindhuwinata
et al., 2013). Auflerdem beruht der aus den Titrationsexperimenten ermittelte Ko-Wert
nur auf ausgewdhlten Daten. Bei der Betrachtung des gesamten Proteins kann es
moglicherweise zu Abweichungen kommen. Auflerdem wurden nur fiinf Punkte in die
Auswertung mit einbezogen und die verwendete UDP-Konzentration ist falsch zu hoch.
Der hier ermittelte Ko-Wert ist also nur eine grobe Abschdtzung, zeigt aber, dass das
System prinzipiell funktioniert.

Eine Betrachtung der Kristallstrukturen von GTA und GTB ohne Ligand und mit
gebundenem Donorsubstrat zeigt vor allem Anderungen in der internen Schleife. Der
C-Terminus ist erst in Anwesenheit des Akzeptorsubstrats aufgelost (Alfaro et al., 2008).
Ahnliche Beobachtungen sind bei der bovinen a-(1—3)-Galactosyltransferase (a3GT) zu

machen. Dieses Enzym gehort auch zur CAZy Familie 6 und ist mit einer
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Sequenzhomologie von 45% GTA und GTB am ahnlichsten. Auch hier fiihrt die Bindung
von UDP hauptsichlich zu Anderungen in der internen Schleife und im C-Terminus.
Allerdings kann der C-Terminus hier schon nach UDP-Bindung vollstandig aufgelost
werden (Boix et al., 2001). Die interne Schleife ist im freien Zustand schon aufgelost, bei
UDP-Bindung formen fiinf Reste eine Helix (Boix et al., 2001; Jamaluddin et al., 2007).
Auch die Metallionen-unabhéngige Glycosyltransferase BoGT6a aus Bacteroides ovatus
ist strukturell GTA, GTB und a3GT dhnlich, wenngleich kein DXD-Motiv vorhanden ist.
Dieses Enzym zeigt ein dhnliches Substratbindungsverhalten. Es besitzt beispielsweise
eine interne Schleife, die erst nach Akzeptorsubstratbindung aufgelost werden kann
(Thiyagarajan et al, 2012). Die anhand von NMR-Spektroskopie ermittelten
Titrationsdaten der GTA wund GTB deuten jedoch auf ein komplexeres
Ligandenbindungsverhalten hin, als die mittels Kristallographie bestimmten
Strukturen, die nur Anderungen in den flexiblen Schleifen zeigen. Um dieses komplexe
Verhalten genauer zu untersuchen, ist es erforderlich, die Titration mit mehr
Titrationsschritten zu wiederholen. Vor allem im niedrigen mikromolaren Bereich sind
mehr Schritte erforderlich, da der abgeschdtzte Ko-Wert unterhalb des ersten
Titrationspunktes liegt. Des Weiteren sollte eine Singularwertzerlegung mit den
erhaltenen Daten durchgefiihrt werden, um das Signalrauschen zu reduzieren und die
Anzahl an Bindungsereignissen zu bestimmen, auf die die bereits durchgefiihrten
Versuche hinweisen (Arai et al., 2012).

Um das prinzipielle Vorhandensein von Proteinriickgratdynamik im Pikosekunden-
bis Nanosekundenbereich zu untersuchen, wurden Ti- und T2-Zeiten mit einer [U-
?H,"®N]-markierten GTA bestimmt. Die Messungen fanden im Phosphat-Puffer statt, da
dieser im Gegensatz zum MOPS-Puffer vollstindig deuteriert werden kann. Durch die
Deuterierung werden Relaxationsprozesse zwischen Protein und Puffer reduziert,
wodurch Relaxationszeiten genauer bestimmt werden konnen. In Tabelle 4.3 ist
erkennbar, dass sowohl die longitudinale (1,50 + 0,53 s) als auch die transversale
Relaxationszeit (85,30 + 73,51 ms) stark zwischen den einzelnen Aminosauren schwankt.
Bei gleichbleibenden Ti- und Tz-Zeiten kann von einem starren Protein ausgegangen
werden. Die grofien Schwankungen deuten demnach auf dynamische Prozesse im
Proteinriickgrat der GTA hin. Es existieren flexible Bereich in denen Bewegungen im ps-
ns-Bereich stattfinden. Die Zugabe von UDP fiihrt zu einer deutlichen Erhéhung der Ti-
Zeit. Die T2-Zeit hingegen sinkt leicht ab.

Je grofler ein Protein, umso grofler seine Korrelationszeit t.. Die Ti- und T2-Zeiten

sinken mit steigender Korrelationszeit. Ab einer gewissen Proteingrofie steigt die Ti-Zeit
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wieder an, wohingegen die T>-Zeit weiter fallt (Bloembergen et al., 1948; Cavanagh et
al., 2001). GTA und GTB zdhlen zu grofien Proteinen, genauso wie die Malat-Synthase
G (MSG) mit einer Grofle von 81 kDa. Die Ti-Zeit von MSG liegt bei 3,48 *+ 0,74 s
(Tugarinov et al., 2002). Wie bei dem Molekulargewicht erwartet, ist diese im Vergleich
zur Ti-Zeit der GTA erhoht. Die transversale Relaxationszeit von MSG liegt bei
18,8 + 4,8 ms und wurde aus Ti,-Daten bestimmt (Peng and Wagner, 1992). Die T>-Zeiten
fiir GTA wurden direkt bestimmt und weisen erhebliche Schwankungen auf. Bei grofien
Proteinen ist eine akkurate Messung der geringen T»-Zeiten schwierig, da sie mit der
kreuzkorrelierten Relaxation iiberlagert. Die hier ermittelten Daten sind demnach
fehlerbehaftet. Aufierdem sind sie falsch zu hoch, da einige Signale sehr schnell
relaxieren und daher nicht mit in die Mittelwertberechnung mit einbezogen werden
konnten. Diese kurzen T2-Zeiten und damit schnell relaxierenden Signale liefern jedoch
auch eine Erklarung fiir die schlechte Qualitat der Tripelresonanzspektren.

Die Zugabe von UDP fiihrt zu einer deutlichen Erhohung der Ti-Zeit, die Tz-Zeit
hingegen fallt leicht ab. Durch die Bindung von UDP erhoht sich das Molekulargewicht
geringfligig, sodass mit einer geringen Erhohung der Ti-Zeit zu rechnen ist. Der starke
Anstieg hingegen ist vermutlich auf die Alterung der Probe zuriickzufiihren. Die
Spektren mit der UDP-geséttigten GTA wurden zwei Monate nach der Proteinreinigung
aufgenommen. Es haben sich moglicherweise Aggregate gebildet, die zu dieser
beobachteten starken Erhchung der Ti-Zeit fiihren konnten. Um den Einfluss der UDP-
Bindung auf die Dynamik im Pikosekunden- bis Nanosekundenbereich eindeutig zu
klaren, sollten die Experimente mit einer frischen Probe wiederholt werden. Insgesamt
kann jedoch gesagt werden, dass sich das GTA-Proteinriickgrat im Pikosekunden- bis

Nanosekundenbereich bewegt.

5.3 Seitenkettenanalyse von [U-H, {Iled1-*CHs}]-markierter
GTA und GTB

Da aufgrund der Proteingrofie die Zuordnung des Proteinriickgrates bisher nicht
moglich war, wurde alternativ eine Seitenkettenanalyse einzelner Aminosduren
durchgefiihrt. Vor allem die Markierung von Methylgruppen ist fiir grofse Proteine von
Vorteil, da es einerseits zu einer deutlichen Signalreduktion und damit auch zu einer
verminderten Signaliiberlagerung kommt. Andererseits sind sie iiber das gesamte
Protein verteilt. Aufserdem geben sie im Vergleich zu Amidgruppen intensivere Signale

(Ollerenshaw et al., 2003; Rosen et al., 1996; Ruschak and Kay, 2010).
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Bei GTA wurden die Isoleucin-51-Methylgruppen selektiv 3C'Hs-markiert
(Tugarinov and Kay, 2004). GTA besitzt 10 Isoleucine von denen sich eins in der internen
Schleife —Ile 192 — und eins nahe dem aktiven Zentrum befindet —Ile 123. Das Verhalten
dieser beiden Aminosduren bei UDP- und HDis-Titration kann Aufschluss iiber
strukturelle Anderungen im Vergleich zu peripheren Regionen geben. Die 'H,3C-
methyl-TROSY-Spektren zeigen, dass die Markierung erfolgreich war. Es konnen alle 10
erwarteten Signale detektiert werden (Abbildung 4.13). Die Spektren von Ile-GTA und
Ile-GTB stimmen sehr gut tiberein, sodass die Zuordnung von Ile 123 und Ile 192 der
GTB auf die GTA iibertragen werden kann (Grimm, 2015). Diese Zuordnung wird auch
durch das Verhalten dieser beiden Signale bei Ligandenbindung bestatigt. Beide Signale
erfahren bei UDP-Bindung eine signifikante Verschiebung, aber nur Ile 192 verschiebt
sich auch bei HDis-Bindung. Ile 123, welches nahe der Donorbindungsstelle liegt, zeigt
hier keine Verschiebung. Im Gegensatz zu den Amidsignalen, erfahren die anderen Ile-
81-Methylgruppen auch bei 90%iger UDP-Sittigung keine signifikante Verschiebung.
Interessant ist jedoch, dass sich der freie und UDP-gebundene Zustand von Ile 192 im
langsamen Austausch befinden. Bei GTB befinden sich diese Signale im schnellen
Austausch (Grimm, 2015). Die Signale haben einen Abstand von 6 Hz in der direkten
und von 68 Hzin der indirekten Dimension. Hier ist jedoch zu beachten, dass die digitale
Auflosung in der direkten Dimension bei 10 Hz liegt. Da im langsamen Austausch die
Austauschrate deutlich kleiner als die chemische Verschiebungsdifferenz ist (Kleckner
and Foster, 2010), kann man davon ausgehen, dass die Austauschrate hier deutlich
kleiner als 6 bis 10 Hz sein muss. Diese Daten zeigen, dass die Bewegung der internen
Schleife an Position Ile 192 bei GTA langsamer erfolgt als bei GTB. Die beiden Zustande
von Ile 123 haben bei GTA einen Abstand von 16 Hzin der '"H- bzw. 60 Hz in der 3C-
Dimension. Die Austauschrate muss hier demensprechend deutlich grofier als 16 Hz sein
und liegt damit im Millisekundenbereich. Dies ist auch bei GTB zu beobachten (Grimm,
2015), die Dynamik nahe der Donorbindungsstelle scheint daher zwischen GTA und
GTB vergleichbar zu sein. Die Zugabe von HDis fiihrt nur zu geringen chemischen
Verschiebungsanderungen. Die grofite Anderung erfahrt Ile 192, welches sich nun im
schnellen Austausch befindet. Der Einfluss der HDis-Bindung ist damit zwischen GTA
und GTB vergleichbar.

Neben der Bestimmung der Austauschraten ist es auch mdglich, die
Seitenkettenkonformation anhand der chemischen Verschiebung zu beurteilen (Hansen
et al., 2010a; Hansen et al., 2010b; London et al., 2008). Bei Isoleucinen unterscheidet man

in Abhangigkeit des y2 Winkels zwischen vier Konformationen, wobei zwei nur mit
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einer 2%igen Wahrscheinlichkeit ~vorkommen. Hauptsdchlich treten die
Konformationen Trans (y2 = 170°) und Gauche(-) (y2 = 300°) auf (Hansen et al., 2010a).
Anhand der chemischen Verschiebung liegt demnach Signal 2 (Abbildung 4.13) in der
Trans-Konformation vor, Signal 10 hingegen in Gauche(-). Ohne Ligand befinden sich
90% der Ile an Position 192 in einer Gauche(-)-Konformation. Durch die Zugabe von
UDP und HDis erhoht sich dieser Anteil auf 99% bzw. 100% (Gleichung 3.7). Die
Ligandenzugabe fiihrt also zur Stabilisierung der Gauche(-)-Konformation bei Ile 192.
Diese Anderung kann durch die Bewegung der internen Schleife erklart werden, welche
auch kristallographisch festgestellt werden konnte (Alfaro et al., 2008). Bei Ile 123 liegen
vor Ligandenzugabe 72% der Signale in einer Gauche(-)-, nach Ligandenzugabe nur
noch 62% in einer Gauche(-)-Konformation vor. Auch im aktiven Zentrum kommt es
demnach zu konformationellen Anderungen. Bei den restlichen Isoleucinseitenketten
kommt es nur vereinzelt zu Konformationsanderungen (Population < 2%).

Zusatzlich zur Untersuchung der Ligandenbindung wurde auch die Dynamik im ps-
ms-Bereich mit Hilfe von CPMG-RD-Experimenten untersucht. Dafiir wurden zuerst die
fir GTA optimalen Messbedingungen bestimmt. Die Mischzeit wurde fiir alle
Experimente auf 20 ms gesetzt, da hier alle Signale auch bei einer Feldstarke vcrvmc von
50 Hz noch eine geniigend hohe Intensitét zeigen (Abbildung 4.15). Fiir Proteine liegt
dieser Wert meist zwischen 20 und 60 ms. Eine langere Mischzeit lasst mehr Zeit zur
Relaxation, was wiederrum zu einer Verringerung der Signalintensitat fithrt (Korzhnev
et al., 2004). Kiirzere Mischzeiten deuten demnach auf ein flexibles Protein hin. Fiir
einige Signale ware auch eine langere Mischzeit von Vorteil gewesen, jedoch sind die
Messungen sehr zeitaufwendig, sodass dies nicht beriicksichtigt werden kann. Die
Messungen wurden an einem 500 MHz und einem 700 MHz Spektrometer
durchgefiihrt. Ohne Substrate zeigt nur Ile 192 (Signal 4) eine leichte Dispersion. Bei den
Messungen am 700 MHz Spektrometer konnte dieses Signal bei 290 K und 283 K nicht
detektiert werden, was auf einen Austausch zwischen zwei Zustianden schliefSen lasst.
Die Dispersion nimmt also bei tieferen Temperaturen zu. Auch bei UDP-Sattigung zeigt
Ile 192 Dispersionen. Erst durch die zusdtzliche Zugabe von HDis kommt es zu einer
Abflachung der Kurven. Ile 192, welches am Rand der internen Schleife liegt, bewegt
sich also ohne Substrat und wenn UDP gebunden ist im ps-ms-Bereich. Durch die
Zugabe des Akzeptors wird diese Bewegung inhibiert. Ohne Substrat und mit
gebundenem UDP findet vermutlich ein Austausch zwischen der von Alfaro et al.

postulierten offenen und halb-geschlossenen Konformation statt. Bei Sattigung mit HDis
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befindet sich das Protein im geschlossenen Zustand (Alfaro et al., 2008). In diesem
Zeitbereich findet kein Austausch mit den anderen Zustanden mehr statt.

CPMG-RD-Messungen mit Ile-GTB zeigen, dass auch die Bewegung von Ile 192 der
GTB durch die Zugabe von HDis inhibiert wird. Ein Unterschied zwischen den beiden
Enzymen ist jedoch im ungebundenen Zustand zu finden. Bei GTB wird eine Bewegung
im us-ms-Bereich erst durch die Zugabe von UDP induziert (Grimm, 2015). GTA
hingegen zeigt auch ohne Substrate eine leichte Bewegung im Bereich der internen
Schleife. Die Dynamik des freien Zustandes von GTA und GTB unterscheidet sich also.
Waihrend es im freien Zustand bei Ile 192 der GTA zu Bewegungen im ps-ms-Bereich
kommt, bewegt sich Ile 192 der GTB vermutlich schneller (Grimm, 2015). Dies korreliert
auch mit den beobachteten Austauschprozessen bei UDP-Zugabe. Wahrend bei GTA ein
langsamer Austausch zwischen dem gebundenen und freien Zustand beobachtet
werden kann, ist dieser bei GTB schneller.

Ile 123, welches sich nahe dem aktiven Zentrum befindet, zeigt ohne Substrat keine
Dispersionen, die Zugabe der Liganden fiihrt zu einer leichten Anderung der
Dispersionsprofile, jedoch sind diese stark fehlerbehaftet, sodass keine eindeutige
Aussage getroffen werden kann. Alle anderen Signale zeigen, wie bei GTB auch
unabhangig von den Liganden keine Bewegung im pis-ms-Bereich.

Die Zunahme der Dispersion bei tieferen Temperaturen deutet auf eine schnellere
Bewegung hin, die mit CPMG-RD-Messungen nicht mehr nachgewiesen werden kann.
Diese Bewegungen konnten mit Hilfe von Rip-RD-Messungen bestimmt werden. Hier
werden anstelle der CPMG-Pulskaskade Spin-Lock-Pulse verwendet. Dadurch kann ein
grofierer Frequenzbereich abgedeckt werden, was die Messungen von schnelleren
Austauschraten ermoglicht (Bothe et al., 2014; Kleckner and Foster, 2010).

Auch bei LgtC, einer konfigurationserhaltenden Glycosyltransferase der CAZy
Familie 8, wurden die Isoleucin-81-Methylgruppen selektiv markiert. In den 'H,3C-
methyl-TROSY-Spektren ist erkennbar, dass das Protein in zwei Konformationen
vorliegt, welche sich im langsamen Austausch befinden. Jedoch binden die Substrate nur
eine der beiden Konformationen (Chan et al., 2012b). Bei GTA und GTB wird dies nicht
beobachtet. Jedes Isoleucin zeigt nur ein Signal, welches sich bei Substratbindung ggf.
verschiebt. Durch CPMG-RD-Messungen an Isoleucin-Seitenketten der LgtC konnte
nachgewiesen werden, dass sowohl beide Zustande, als auch Isoleucine nah und weit
entfernt vom aktiven Zentrum sich im us-ms-Bereich bewegen. Diese Bewegung wird
durch die Bindung des Donorsubstrates verlangsamt, ist jedoch immer noch

nachweisbar (Chan et al., 2012a). Im Gegensatz dazu zeigt bei GTA und GTB nur das Ile
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am Rand der internen Schleife eine Bewegung in dieser Zeitskala. Auch kommt es bei
GTA und GTB erst bei der Bindung des Akzeptorsubstrates zu einer Reduktion der
Bewegung. Obwohl es sich bei beiden Enzymen um konfigurationserhaltende GTs mit
GT-A-Faltung, mit flexiblen Schleifen und einer Metallionenabhdnigkeit handelt,
kommt es zu grofien Unterschieden in der Konformation und Dynamik. Ursachen
hierfiir konnen einerseits Sequenzunterschiede zwischen den Proteinen sein, aber auch
der Mechanismus an sich, welcher fiir beide Enzyme noch nicht bekannt ist. Jedoch fiihrt

bei beiden die Ligandenbindung zur Reduktion der Bewegung im ps-ms-Bereich.

5.4 Seitenkettenanalyse von [U-?H, {Metp,y-2CH2}, {Mete-*CHs}]-
markierter GTB

Auch die Methylgruppen von Methioninen konnen selektiv isotopenmarkiert
werden. Dies ist fiir GTA und GTB besonders interessant, da sich drei Methionine in der
internen Schleife und eins bzw. zwei im aktiven Zentrum befinden. GTB besitzt ein
Methionin mehr, da es an Position 266 ein Methionin anstelle eines Leucins aufweist.
Diese Aminosdure ist sowohl fiir die Donor-, als auch fiir die Akzeptorerkennung
wichtig (Alfaro et al., 2008; Patenaude et al., 2002; Seto et al., 1999).

In Abbildung 4.21 ist erkennbar, dass die 'H,*C-Markierung der Methionin-
Methylgruppen an Position & funktioniert. Es kénnen 10 von 11 erwarteten Signalen
detektiert werden. N-terminal befinden sich zusatzlich zur GTB-Sequenz sechs
Aminosauren (M-A-I-G-E-F). N-terminale Methionine auf die ein Alanin folgt, werden
zu 90% von Methionin-Aminopeptidasen abgespalten (Frottin et al., 2006). M57 wurde
also vermutlich enzymatisch abgespalten und liefert somit kein Signal im 'H,*C-methyl-
TROSY-Spektrum. Die Intensitat der Signale unterscheidet sich teilweise stark. Vor
allem Met 142, welches in der Mitte des Enzyms liegt, ist im Vergleich zu den anderen
Signalen sehr schwach. Die geringe Intensitat deutet auf Austauschprozesse hin, welche
zum Verlust von Magnetisierung fiithren. Signal 3 (M63 oder M69) ist hingegen sehr
intensiv, was eine starre Umgebung vermuten ldsst (Keeler, 2010). Die Zuordnung der
Aminosauren erfolgte durch Punktmutationen. Es ist wichtig darauf zu achten, dass die
neue Aminosdure der urspriinglichen Aminosaure moglichst dhnlich ist. Bei zu grofien
Abweichungen kann es sein, dass Mutanten nicht synthetisiert werden konnen oder
falsch gefaltet sind. Aulerdem kann es zu erheblichen Anderungen in der chemischen
Verschiebung umgebender Signale fiihren. In dieser Arbeit wurden einzelne Methionine

gegen Alanine oder Valine ausgetauscht. Aufgrund des engen spektralen Bereiches der
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Methionin Signale im !H,"*C-methyl-TROSY-Spektrum, waren einige Zuordnungen
anfangs nicht eindeutig. Anhand von Lingandenbindungsstudien und HMQC-NOESY-
Experimenten konnten alle Signale eindeutig zugeordnet werden.

Die Bindung von UDP hat einen signifikanten Einfluss auf die Met-GTB-Signale. Alle
Methionine, die sich im aktiven Zentrum (M214 und M266), in der internen Schleife
(M186, M189 und M191) sowie in einer a-Helix direkt neben der internen Schleife (M288
und M289) befinden, zeigen eine Anderung in der chemischen Verschiebung bei UDP-
Zugabe (Abbildung 4.21). M191 und M214 befinden sich im intermedidren Austausch in
Bezug auf die chemische Verschiebungsskala. Der Abstand zwischen den
austauschenden Signalen liegt bei etwa 100 Hz in der "H-Dimension und entspricht in
diesem Fall ungefdhr der Austauschrate zwischen den Zustanden (Kleckner and Foster,
2010; Williamson, 2013). Die anderen Signale befinden sich im schnellen Austausch und
haben einen Abstand von etwa 20 Hz, der Austausch zwischen dem freien und dem
UDP-gebundenen Zustand muss also deutlich grofier als 20 Hz sein. Diese Daten lassen
vermuten, dass die UDP-Bindung auf M191 und M214 in Bezug auf die chemische
Verschiebungsanderung zwar den grofsten Einfluss hat. Die Austauschraten zwischen
den Zustianden sind jedoch fiir alle sieben beobachteten Methionine vergleichbar
(Abbildung 5.2).

Die Zugabe von HDis hat hingegen bei M189, M191, M214, M266 und M289 ein
langsames Austauschverhalten zur Folge. Aufierdem zeigen einige Methionine im
Vergleich zum UDP-gesattigten Zustand intensivere Signale. Wenn nur UDP gebunden
ist, kommt es also immer noch zu dynamischen Prozessen im Bereich des aktiven
Zentrums. Durch die HDis-Bindung werden diese jedoch reduziert. Aufser bei M191 ist
nur ein Abstand von wenigen Hz in der 'H-Dimension zwischen dem UDP- und UDP-,
HDis-gesattigten Zustand zu erkennen (siehe Abbildung 4.21). Die Austauschrate
zwischen den Zustdanden ist demnach sehr langsam, was auf eine sehr enge Bindung
schliefsen lasst (Abbildung 5.2) (Williamson, 2013).

Diese Beobachtung spiegelt sich auch in den bestimmten Ko-Werten wider. Aus den
durch die UDP-Bindung induzierten chemischen Verschiebungséanderungen wurde der
Kb auf 185 + 54 uM bestimmt. Die Dissoziationskonstante der Bindung von HDis an die
UDP-gesattigte GTB liegt hingegen bei 2 + 5 uM. Dieses Ergebnis stimmt mit den mittels
ITC, SPR und STD-NMR bestimmten Dissoziationskonstanten iiberein, welche bei
570 uM fiir die UDP-Bindung und bei 7 uM fiir die Bindung von HDis an die UDP-
gesdttigte GTB liegen. Ursachen fiir Abweichungen zwischen den Werten wurden

bereits in Abschnitt 5.2 diskutiert. AufSerdem war auch hier bei der UDP-Titration ein
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UDP-Abbau zu UMP zu beobachten. Es kommt also zu Abweichungen von der
angenommenen UDP-Konzentration und damit zu einem Fehler in der Ko-Bestimmung,.

Die chemische Verschiebung von Kohlenstoffen ist u.a. auch abhédngig von den
lokalen Diederwinkeln. Gleichzeitig sind Kohlenstoffverschiebungen im Vergleich zu
Protonenverschiebungen weniger von dufSeren Effekten beeinflusst, da sie weniger
oberfldchenexponiert sind (Williamson, 2013). Eine Anderung in der 1*C-Dimension ist
demnach ein Hinweis auf eine Anderung des Diederwinkels und damit auf eine
Umorientierung der Methylgruppe. Die Zugabe von UDP fiihrt bei M189, M191, M289
zu Tieffeldverschiebungen in der *C-Dimension. Diese Methionine nehmen demnach
ein Konformation mit weniger sterischen Hinderungen ein (London et al., 2008). Das
neben dem DXD-Motiv liegende M214 erfahrt hingegen eine Hochfeldverschiebung in
beiden Dimensionen. Die UDP-Bindung fithrt hier demnach zu einer
Konformationsinderung, aber auch zu einer Anderung in der Umgebung von M214. Die
anschliefende HDis-Bindung fiihrt bei allen sich dndernden Signalen zu einer
Tieffeldverschiebung und damit zu verminderten sterischen Hinderungen in der
Seitenkettenkonformation. Den grofiten Effekt mit einer 3C-Verschiebung um 91 Hz
bzw. 0,7 ppm zeigt M266, einer der vier fiir GTB charakteristischen Aminoséduren.
Insgesamt fiihrt die Ligandenbindung zu einer Verminderung von sterischen
Hinderungen innerhalb der Seitenkettenkonformation. Aufierdem hat sie nicht nur
einen Einfluss auf das aktive Zentrum und die beiden flexiblen Schleifen, sondern auch
auf die umliegenden Aminosduren. Als Beispiel sei hier M289 zu nennen, welches
sowohl beim Wildtyp als auch bei den Mutanten eine Orientierungsianderung bei UDP-
Zugabe erfahrt (Abbildung 4.26). Auch durch die HMQC-NOESY-Experimente konnte
gezeigt werden, dass die interne Schleife mit der benachbarten a-Helix interagiert. Die
stattfindende Bewegung bei Ligandenbindung ist somit komplexer als die einfache
Schleifenbewegung, die mittels Kristallographie detektiert werden konnte (Alfaro et al.,
2008). Generell konnen unterschiedliche Seitenkettenkonformationen mit Hilfe von
Kristallstrukturen nur selten identifiziert werden (MacArthur and Thornton, 1999). Ein
Vergleich der Kristallstrukturen des offenen, halb-geschlossenen und geschlossenen
Zustandes zeigt auch, dass M186 sich am meisten bewegt und somit die grofiten
Anderungen in der chemischen Verschiebung zu erwarten sind. Dies kann jedoch bei
den durchgefiihrten Titrationsexperimenten nicht beobachtet werden. Ahnliches wurde
auch fiir Trp 181 beobachtet, welches sich in der Mitte der internen Schleife befindet und
sich laut Kristallstrukturen um 6,9 A bei UDP-Bindung bewegt. Auch hier zeigen NMR-

Experimente keine signifikante Anderung in der chemischen Verschiebung der
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Seitenkette (Fliigge, 2014). Ein Grund hierfiir ist in den unterschiedlichen
experimentellen Bedingungen bei Kristallographie und NMR-Studien zu finden. Als
Hauptursache seien hier die Temperaturunterschiede zu nennen. Kristallstrukturen
werden bei etwa 100 K aufgenommen, was dazu fiihrt, dass haufig nur Konformere mit
der geringsten Energie abgebildet werden. NMR-Studien finden hingegen meist bei 298
K statt, wo verschiedene Konformere beobachtet werden konnen (London et al., 2008).
In Abbildung 4.26 und Abbildung 4.27 ist weiterhin erkennbar, dass Met-GTB und
seine Einzelmutanten ein vergleichbares Ligandenbindungsverhalten aufweisen, was
fiir die Zuordnung einzelner Signale genutzt werden konnte. Vergleicht man jedoch die
HDis-Bindung an GTA und GTB fillt auf, das die Zugabe von HDis bei GTA kaum
Anderungen der Seitenkettenkonformationen hervorruft, bei GTB jedoch schon. Die
Zugabe von UDP scheint bei GTA demnach schon zur Bildung einer stabilen

Konformation zu fithren.

M189 M186 M266 M189 M266
>>21Hz >>25Hz >> 45 Hz << 4 Hz << 1Hz

Abbildung 5.2: Kristallstruktur der Chimidren AABB. Dargestellt ist ein Monomer mit
gebundener UDP-Gal (dunkelblau), 3-Desoxy-H-Disaccharid (dunkelblau) und Mn?* (hellblau).
Isoleucine sind gelb und Methionine rot hervorgehoben. Die Methylgruppen sind jeweils als
Kugel dargestellt. In (A) sind die Austauschraten einzelner Aminosauren von GTB zwischen dem
freien und UDP-gebundenen Zustand dargestellt. (B) zeigt Austauschraten von GTB zwischen

dem UDP- bzw. UDP- und HDis-gebundenen Zustand. (PDB 2R]7)

M191 und 1192 liegen nebeneinander am Rand der internen Schleife. Die chemische
Verschiebungsdifferenz des freien und UDP-gebundenen Zustands von M191 der GTB
liegt bei 100 Hz. Da sich die Signale im intermedidren Austausch befinden, kann von
einer Austauschrate von etwa 100 Hz ausgegangen werden, bezogen auf die chemische

Verschiebungsskala. 1192 hingegen befindet sich im schnellen Austausch. Bei einem
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Abstand von 40 Hz in der Protonendimension muss die Austauschrate zwischen den
Zustanden dementsprechend deutlich grofier als 40 Hz sein (Grimm, 2015). Dies steht
im Einklang mit der Austauschrate von M191 (siehe Abbildung 5.2) und deutet darauf
hin, dass die Bindung von UDP einen dhnlichen Einfluss auf die beiden benachbarten
Signale hat. Des Weiteren ldsst es auf eine Vergleichbarkeit der unterschiedlichen
Markierungsmethoden schlieffen. Der beobachtete Effekt hangt also nicht von der
Markierung ab, sondern spiegelt den tatsdchlichen Austausch zwischen den beiden
Zustanden wider.

Die aus den chemischen Verschiebungsdifferenzen ermittelten Austauschraten
zwischen dem freien und dem UDP gebundenen Zustand, lassen Dynamiken im
Millisekundenbereich vermuten. Um dies zu iiberpriifen wurden CPMG-RD-
Messungen durchgefiihrt. Wie bei Ile-GTA und Ile-GTB (Grimm, 2015) wurden die
Experimente mit einer Mischzeit von 20 ms durchgefiihrt um eine gentigend hohe
Signalintensitdt zu gewahrleisten, bei gleichzeitig moglichst hohem Austausch
(Korzhnev et al, 2004). Die Messungen wurden hier nur bei einer minimalen
Temperatur von 288 K durchgefiihrt. Bei tieferen Temperaturen nimmt die
Signalintensitat aufgrund von kleiner werdenden T:-Zeiten immer weiter ab, sodass eine
Auswertung teilweise nicht mehr moglich ist. Wie bei Ile-GTA und Ile-GTB sind nur
geringe Dispersionen detektierbar. Auffillig ist, dass das N-terminale M63 oder M69
eine leichte Dispersion (ARz.it = 4 s) zeigt. Sowohl M63 als auch M69 befinden sich in
der Dimerisierungsregion von GTB. Die Dispersion ist jedoch unabhédngig von der
Ligandenbindung und hat daher vermutlich keinen Einfluss auf die Katalyse.

L.L. Grimm konnte zeigen, dass bei 1192 durch Zugabe von UDP eine Dispersion zu
beobachten ist. Es handelt sich vermutlich um den Austausch zwischen dem offenen
und halb-geschlossenen Zustand. Bei HDis-Zugabe ist diese Bewegung nicht
nachweisbar (Grimm, 2015). Ein Vergleich mit M191 ist leider nicht moglich, da dieses
Signal teilweise mit Signal 3 tiberlagert ist, oder eine zu geringe Intensitat zeigt, was eine
grofie Fehlerbelastung zur Folge hat. Ein Vergleich mit M186 zeigt jedoch, dass die UDP-
Bindung zwar zu einer Erhchung der Relaxationsrate Rz fiihrt, jedoch kein Austausch
im ps-ms-Bereich beobachtbar ist. Die Zugabe von HDis hat aber auch hier eine
vollstandige Abflachung der Kurve zur Folge, welche sowohl bei GTA als auch bei GTB
zu beobachten ist. 1123 und M266 befinden sich beide im aktiven Zentrum und zeigen
bei Anwesenheit von UDP und HDis eine Anderung im Kurvenverlauf, welche jedoch
aufgrund der groflen Fehler nicht genauer interpretiert werden kann. Auch bei M289,

welches in einer a-Helix neben der internen Schleife liegt, sind Anderungen in den
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Dispersionskurven bei Ligandenbindung erkennbar. Dies kann einerseits an einer durch
die Ligandenbindung induzierten Konformationsinderung liegen, aber auch an
Interaktionen mit der benachbarten internen Schleife.

Insgesamt zeigen sowohl die Titrationsexperimente, als auch die CMPG-RD-
Experimente, dass die Ligandenbindung nicht nur einen Einfluss auf das aktive
Zentrum und die flexiblen Schleifen hat, sondern auch auf umliegende Regionen. Der
hintere Teil des Proteins wird jedoch durch die Ligandenbindung sowohl in seiner
chemischen Verschiebung als auch in der Dynamik nicht beeinflusst. Diese Ergebnisse
stehen im Gegensatz zu den Beobachtungen fiir LgtC. Die Ligandenbindung fiihrt zwar
auch hier vor allem im Bereich des aktiven Zentrums zu Anderungen in der chemischen
Verschiebung, jedoch kommt es bei LgtC auch bei weiter entfernten Isoleucinen zu

Anderungen der Dynamik im pis-ms-Bereich (Chan et al., 2012a; Chan et al., 2012b).

5.5 Etablierung von inversen Sittigungstransfer-Experimenten

Neben Titrationsexperimenten sind auch Sattigungstransfer-Experimente ein
wichtiges Werkzeug zur Charakterisierung von Protein-Ligand-Interaktionen. Anhand
von ligandenbasierten Experimenten kann einerseits festgestellt werden, ob eine
Substanz bindet und wenn ja, mit welcher Bindungsaffinitédt, andererseits konnen aber
auch Bindungsepitope bestimmt werden (Meyer and Peters, 2003). Der proteinbasierte
Ansatz, bei dem der Ligand gesattigt wird und die auf das Protein {ibertragene Sattigung
detektiert wird, bietet zusatzlich die Moglichkeit, die Struktur und Funktion der
Bindungstasche zu analysieren. Das Prinzip des inversen Séttigungstransfers wurde hier
erstmalig auf eine methylgruppenmarkierte Probe angewendet. Als Modell diente ILV-
GTA mit dem Donorsubstratanalogon UDP-Gal. UDP-Gal wird nur mit einem ket von
0,088 st umgesetzt, wohingegen der ket des eigentlichen Donors UDP-GalNac bei 17,5 s
liegt (Marcus et al., 2003). Allerdings kommt es zur enzymatischen Hydrolyse von UDP-
GalNAc bei Abwesenheit des Akzeptors, sodass in den Studien stattdessen UDP-Gal
verwendet wurde (Patenaude et al., 2002; Sindhuwinata et al., 2010).

Um die Signale des freien und UDP-Gal-gebundenen Zustandes der ILV-GTA
einander zuordnen zu kénnen, wurden zusatzlich Titrationsexperimente durchgefiihrt.
Aufserdem  wurde aus den chemischen Verschiebungsdifferenzen die
Dissoziationskonstante der Bindung von UDP-Gal an GTA bestimmt. Die
Verschiebungen der Ile-Signale entsprechen dabei den Verschiebungen die bei der

Titration von Ile-GTA mit UDP beobachtet wurden (siehe Abschnitt 4.4.2). Bei den
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Leucin- und Valin-Signalen zeigen 35 von 113 ausgewerteten Signalen signifikante
Verschiebungen. Da nur 6 Leucine und Valine einen Abstand von unter 10 A zum
aktiven Zentrum haben, fiithrt auch hier die Ligandenbindung nicht nur zu Anderungen
im aktiven Zentrum, sondern auch in den umliegenden Regionen. Eine genaue Analyse
der Daten zeigt, dass es sich bei der Bindung um einen mehrstufigen Prozess handelt.
Eine Singularwertzerlegung der Daten ldsst erkennen, dass es sich insgesamt um vier
Bindungsereignisse handelt, wobei eins dem freien und eins dem gebunden Zustand
entspricht. Die anderen Bindungsereignisse konnen entweder Bindungsstellen oder aber
auch strukturelle Veranderungen widerspiegeln (Arai et al., 2012; Mallagaray et al.,
2015). Aus den rekonstruierten Daten wurden Dissoziationskonstanten bestimmt
(Abbildung 4.34 und Tabelle 4.11). Dabei ist auffallig, dass sich Ko: und Koz mit 35 + 10
bzw. 93 + 15 uM unterhalb der eingesetzten Proteinkonzentration von 150 uM und auch
unterhalb des ersten Titrationspunktes (75 uM) befinden. Eine Sattigung des Proteins
mit Ligand kann hier noch nicht erfolgt sein. Daher wird vermutet, dass es sich bei
diesen beiden Bindungsereignissen nicht um die Besetzung einer Bindungsstelle,
sondern um strukturelle Anderungen im Protein handelt. Ursachen hierfiir konnten die
postulierte Bewegung der flexiblen inneren Schleife und des C-Terminus sein (Alfaro et
al., 2008) oder aber auch Konformationsanderungen im aktiven Zentrum. Kos entspricht
mit 668 + 45 uM ungefahr der Halfte des mittels SPR ermittelten Wertes fiir die Bindung
von UDP-Gal an GTA (Grimm, 2015). Diese Dissoziationskonstante spiegelt demnach
die Bindung von UDP-Gal an ILV-GTA wider. Wie schon bei der Titration von [U-
?H,®N]-GTA mit UDP (Abschnitt 5.2), oder von Met-GTB mit UDP (Abschnitt 5.4)
beobachtet, kommt es haufig zu Abweichungen zwischen den mittels
Titrationsexperimenten und SPR bestimmten Dissoziationskonstanten.

Weiterhin wurde in Abschnitt 5.2 postuliert, dass es sich bei der Bindung von UDP
an [U-2H,"®*N]-GTA um einen mehrstufigen Prozess handelt. Diese Vermutung kann fiir
die Bindung von UDP-Gal an ILV-GTA bestitigt werden. Dadurch, dass zwei
Titrationen fiir die Analyse vereinigt wurden, ist die Fehlerwahrscheinlichkeit der
detektierten chemischen Verschiebungen zwar hoher, jedoch wurde durch die
Singularwertzerlegung auch das Signalrauschen reduziert und somit auch der
eingebrachte Fehler. Durch eine weitere Erhchung der Anzahl der Titrationsschritte,
konnten die ersten beiden Bindungsereignisse weiter charakterisiert werden.

Fiir den Nachweis des inversen Sattigungstransfers vom Liganden auf das Protein
sind Kontrollmessungen sowohl am Liganden als auch am Protein essentiell. Durch die

selektive Séttigung einzelner Signale des Liganden, kann auch die Orientierung des
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Liganden in der Bindungstasche untersucht werden. Dazu muss der Ligand isolierte
Protonen aufweisen, deren chemische Verschiebung moglichst weit von den zu
detektierenden Proteinsignalen entfernt sein sollte. UDP-Gal erfiillt diese Bedingungen.
Insgesamt drei Signale konnen selektiv gesattigt werden (Abbildung 4.36). Das
Einstrahlen dieser Sattigungsfrequenzen auf das Protein hat nur eine geringe direkte
Anregung zur Folge (< 5%). Es ist jedoch erkennbar, dass bei Frequenzen, die weiter
hochfeldverschoben sind, eine geringfiigig groflere direkte Proteinsignalanregung
erfolgt. Ursache hierfiir ist wahrscheinlich eine unvollstindige Deuterierung. Die
Resonanzen von H, liegen typischerweise bei etwa 4-5 ppm. Je naher der Sattigungspuls
an diesen Bereich kommt, umso hoher ist die Wahrscheinlichkeit einer direkten
Anregung des Proteins. Ein moglichst hoher Deuterierungsgrad ist fiir inverse
Sattigungstransferexperimente also essentiell.

Die inversen STD-NMR-Experimente wurden mit einer UDP-Gal gesattigten GTA-
Probe durchgefiihrt. Bei allen drei getesteten Sattigungsfrequenzen konnte ein
signifikanter Sattigungstransfer auf je ein bis zwei Signale nachgewiesen werden. Der
grofite Transfer erfolgte bei einer Sattigungsfrequenz von 5,91 ppm auf ein Signal,
welches erst wiahrend der Titration sichtbar wurde. Ohne Ligand kann dieses Signal
vermutlich aufgrund von Austauschprozessen nicht detektiert werden oder es
tiberlagert mit einem anderen Signal. Wie in Abschnitt 4.4.6 beschrieben, konnte es
Valin 184 zugeordnet werden. V184 hat auch laut Kristallstruktur (PDB: 3SXE) den
geringsten Abstand zu H5 bzw. H1* der UDP-Gal und erhalt somit erwartungsgemaf
den grofsten Sattigungstransfer. Diese Beobachtung stimmt auch mit den Ergebnissen
des ligandenbasierten STD-Experimentes iiberein, bei dem der grofste Sattigungstransfer
vom Protein auf H5 bzw. H1’ der UDP-Gal stattfand. Die Etablierung des 'H,"*C-methyl-
TROSY-basierten inversen Sattigungstransfers war demnach erfolgreich. Ein
abstandsabhangiger Sattigungstransfer des Liganden auf das Protein kann
nachgewiesen werden.

Bei den Punktmutanten V184A- und V212A-GTA fand nur eine Valin-Markierung
statt. Die Markierung der Leucine wurde durch die Zugabe von Leucin-dio unterdriickt.
Da je nach Schnittebene jedoch noch Leucin-Restsignale detektierbar sind, sollte fiir
weitere Versuche mehr Leucin-diw eingesetzt werden. Bei den Signale 17 und 85 ist bei
Sattigung von H6 des Uracilrings bzw. von H1” der Galactose ein Sattigungstransfer
nachweisbar. Diese Signale konnen jedoch Leucinen zugeordnet werden. Anhand der
Kristallstruktur konnte es sich demnach bei Signal 17 um Leucin 130 handeln und bei

Signal 85 um Leucin 232, 306, 324 oder 329. Die aus den Kristallstrukturen ermittelten
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Abstande sind jedoch fehlerbehaftet, da eine Kristallisation mit UDP-Gal bisher nicht
moglich war, sondern nur mit UDP und Galactose einzeln (Johal et al., 2012). Auferdem
wurde gezeigt, dass das Donorsubstrat in mehreren Konformationen bindet (Gagnon et
al., 2015). Auf eine abstandsabhédngige Zuordnung sollte daher verzichtet werden.
Jedoch kann gesagt werden, welche Aminosauren sich prinzipiell in der Umgebung des
Liganden befinden.

Insgesamt konnte die Methode des inversen Sattigungstransfers auf 'H,'*C-markierte
Proben etabliert werden. Um den Fehler bei der Intensitatsmessung moglichst gering zu
halten, ist ein gutes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis essentiell. Dafiir sollte einerseits eine
geniigend hohe Anzahl an Scans durchgefithrt werden, andererseits sollte die
Proteinkonzentration bei mindestens 150 uM liegen. Die Methode setzt allerdings das
Vorhandensein vom Methylgruppen im Bereich der Bindungstasche voraus. Aufierdem
muss der Ligand isolierte Signale fiir eine gezielte Sattigung aufweisen.

Der inverse Séttigungstransfer bietet im Vergleich zu STD-Experimenten den Vorteil,
dass deutlich mehr Signale ausgewertet werden konnen und so Aussagen tiiber die
Ligandenbindungstasche gemacht werden kénnen und gegebenenfalls auch {tiber die
Orientierung des Liganden. Allerdings ist sie aufgrund der unterschiedlichen
Relaxationseigenschaften von Proteinen und Liganden nicht so sensitiv wie die
ligandenbasierte Methode.

Zur Untersuchung der Ligandenbindungstasche kann neben dem inversen
Sattigungstransfer auch die Methode des sogenannten SOS-NMR eingesetzt werden.
Dafiir werden klassische STD-NMR-Experimente mit selektiv-
methylgruppenmarkierten Proben durchgefithrt. So kann die Aminosdure-
zusammensetzung der Bindungstasche bestimmt werden und mit der Kristallstruktur

verglichen werden (Hajduk et al., 2004).

5.6 Untersuchungen zu P-Dimeren des humanen Norovirus

Zusitzlich zu den humanen Blutgruppen-Glycosyltransferasen GTA und GTB,
welche fiir die Bildung der HBGAs verantwortlich sind, wurden auch P-Dimere der
humanen Noroviren untersucht, welche HBGAs binden. P-Dimere sind die
oberflachenexponierte Untereinheit des VP1-Kapsidproteins. Wie bei GTA und GTB
liegt die Dimergrofie bei etwa 70 kDa, was auch hier eine Zuordnung des
Proteinriickgrates erschwert. Aus diesem Grund wurde auch auf P-Dimere die Methode

der selektiven Methylgruppenmarkierung von Isoleucinen, Leucinen und Valinen
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angewendet. Die Ausbeute der Proteinbiosynthese von P-Dimeren und seinen Mutanten
war vergleichbar. Aufgrund der guten Auflosung der Ile-Signale, war fiir die drei
Isoleucin-Mutanten eine Proteinbiosynthese in Wasser ausreichend. Dies fithrt zwar
aufgrund von Spin-Diffusion zu einer erheblichen Linienverbreiterung der Signale,
trotzdem konnen alle Signale eindeutig zugeordnet werden (sieche Anhang Abschnitt
7.3.6).

Bei den angewendeten Expressionsbedingungen fiir die Proteinbiosynthese von ILV-
P-Dimern kommt es allerdings nur zur Markierung von Isoleucinen und Valinen. Eine
Temperaturabhéangigkeit konnte bereits ausgeschlossen werden (Miiller-Hermes, 2015).
Um eine Leucin-Markierung zu erreichen, konnen unter anderen verschiedene
Medienzusammensetzungen getestet werden, auch eine Erhohung der Konzentration
des Vorlaufers 2-Keto-3-methyl-ds-3-d1-4-*C-butyrat konnte vielversprechend sein. Fiir
die hier durchgefiihrten Experimente stellt die IV-Markierung jedoch einen Vorteil dar.
Die Spektren sind weniger komplex und es kommt nur vereinzelt zu
Signaliiberlagerungen.

In den 'H,*C-methyl-TROSY-Spektren der IV-P-Dimere werden 55 Valin-Signale
detektiert, bei allerdings nur 48 erwarteten. Diese erhohte Signalanzahl konnte ein
Hinweis auf mehrere Konformationen des Proteins sein. Ahnliches konnte bei LgtC
beobachtet werden, allerdings werden hier grofse Unterschiede in den Signalintensitdten
zwischen den Zustanden beobachtet (Chan et al., 2012b). Dies ist bei P-Dimeren nicht
der Fall. Um den langsamen Austausch zwischen zwei Konformationen nachzuweisen,
konnten ZZ-Austausch-Experimente durchgefithrt werden (Farrow et al, 1994b;
Wagner et al., 1985). Eine weitere Ursache fiir die erhohte Anzahl an detektierten
Signalen ist eine unvollstandige Symmetrie der Homodimere. Durch Unterschiede in
ihrer Umgebung zeigen einige Valin-Methylgruppen moglicherweise zwei Signale. Wie
erwartet, wurden 8 Isoleucin-Signale detektiert.

Die Dynamik von P-Dimeren ist bisher vollig unbekannt. Zur Untersuchung der
Bewegungen im ps-ms-Bereich wurden CPMG-RD-Messungen durchgefiihrt. Wie bei
GTA und GTB wurde auch hier die Temperaturabhangigkeit und der Einfluss der
Mischzeit getestet. Auch P-Dimere neigen bei Temperaturen {iiber 298 K zur
Aggregation. Bei tiefen Temperaturen sind sie jedoch stabil und es findet keine
Intensitatsreduktion statt. Aufgrund dieses Verhaltens konnte fiir P-Dimere auch eine
Mischzeit von 40 ms gewahlt werden. Auch bei ldngeren Relaxationszeiten ist das
Signal-zu-Rausch-Verhidltnis ausreichend fiir Intensitdtsmessungen. P-Dimere

relaxieren damit deutlich langsamer als GTA und GTB und sind daher rigider.
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Die CMPG-RD-Messungen wurden ohne Ligand sowie mit 6 mM und 160 mM
Fucose durchgefiihrt. Die Fucosekonzentrationen wurden ausgehend von zwei
unabhéngigen Bindungsstellen pro Dimer, basierend auf den mittels STD-NMR-
bestimmten  Dissoziationskonstanten =~ gewdhlt. = Anhand der  chemischen
Verschiebungsanderungen wiahrend der Titration konnte jedoch spater gezeigt werden,
dass es insgesamt vier Ligandenbindungsstellen gibt, wobei die dritte und vierte
gleichzeitig besetzt werden (Mallagaray et al., 2015). Bei einer Konzentration von 6 mM
Fucose ist also nur die erste Bindungstasche zu 70 % besetzt, bei 160 mM sind die ersten
beiden zu iiber 94% und die dazwischen liegenden Bindungstaschen drei und vier zu
80% besetzt. Die Fucose-Bindung hat jedoch keinen Einfluss auf die us-ms-Dynamik von
P-Dimeren. Insgesamt zeigen nur zwei Valin-Reste leichte Dispersionen. Alle anderen
Signale zeigen keine Austauschprozesse in diesem Zeitbereich. Um sicher zu stellen,
dass es sich hier um eine Eigenschaft aller P-Dimere handelt, sollten diese Versuche z.B.
mit murinen P-Dimeren wiederholt werden. Fiir die Dihydrofolat Reduktase aus E. coli
und des Menschen konnte beispielsweise gezeigt werden, dass sich hier die Dynamik
im ps-ms-Bereich unterscheidet und es auch zu unterschiedlichen konformationellen
Anderungen kommt (Tuttle et al., 2014).

Die Zuordnung von Proteinen kann einerseits durch die bereits vorgestellten
Zuordnungsexperimente (Frueh, 2014; Sattler et al., 1999) oder anhand von
Punktmutationen einzelner Aminosduren erfolgen. Fiir grofle Proteine mit einem
Molekulargewicht von tiber 30 kDa reichen die genannten Methoden jedoch haufig nicht
aus. Eine Erganzung bzw. Alternative bilden beispielsweise paramagnetische Liganden
(Frueh, 2014). Paramagnetische Metalle fithren zu Paramagnetic Relaxation Enhancement
(PRE) (Gueron, 1975; Macnaughtan et al., 2007), Pseudocontact Shifts (PCS) (Canales et al.,
2013), Residual Dipolar Couplings (RDCs) (Shealy et al., 2011) und Cross-Correlated
Relaxation (CCR) (Madhu et al., 2001). Diese Effekte konnen u.a. fiir die Zuordnung, fiir
die Bestimmung von Strukturen und fiir Dynamikmessungen verwendet werden. In
dieser Arbeit sollte die Zuordnung von Isoleucin- §1-Methylgruppen mit Hilfe eines
Gadolinium-tragenden Fucose-Tags (Gd*-Fucose) (Mallagaray et al., 2016) stattfinden.
Gadolinium fiihrt zu einem abstandsabhangigen PRE-Effekt (Otting, 2010) d.h. zur
Linienverbreiterung von raumlich nahen Signalen. Der grofite Effekt ist dabei bei einem
Abstand von 5 bis 20 A vom Metallion zu erwarten. Der Abstand der Isoleucin- 51-
Methylgruppen vom Gd*-Ion liegt zwischen 14 und 52 A. 11e389 kann aufgrund des
geringen Abstandes und des Verschwindens nach dem ersten Titrationsschritt Signal 7

zugeordnet werden. Die abstandsabhdngige Zuordnung der im Laufe der Titration
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schrittweise verschwindenden Signale stimmt jedoch nicht mit den Zuordnungen der
drei Mutanten tiberein. Die Moglichkeit, dass der gebundene Ligand auch die Signale
des anderen Monomers beeinflusst, kann vernachldssigt werden. Die Isoleucine des
anderen Monomers haben Abstinde von 30 bis 50 A vom Paramagneten und werden
somit kaum noch beeinflusst. Bildet man aufiSerdem den Mittelwert der einzelnen
Signalabstande, ergibt sich dieselbe Reihenfolge fiir die Entfernung der einzelnen
Isloleucin-Methylgruppen vom Paramagneten. Je nach Ligand und System sind die
Zuordnungen ab einem gewissen Abstand jedoch nicht verlasslich. Vlasie et al. konnte
mit einem G4CLaNP-Liganden Amidgruppen bis zu einem Abstand von 20-30 A mit
einer Abweichung von + 3 A zuordnen (Vlasie et al., 2007), Yagi et al. spricht hingegen
nur von 15 A bei Nutzung eines [Gd(DPA)s]*-Liganden (Yagi et al., 2010). Dabei ist auch
das Verhiltnis zwischen Protein und Ligand entscheidend. Aufgrund der hohen
Dissoziationskonstante von Fucose gegeniiber P-Dimeren kommt es wahrend der
Titration zu einem starken Ligandeniiberschuss in Bezug auf die Proteinkonzentration.
Ein Teil des Liganden diffundiert also durch die Losung und hat so auch einen Einfluss
auf die Linienbreite von oberflachenexponierten Isoleucin-81-Signalen, was wiederrum
Fehler in der Zuordnung zur Folge hat. Um den Einfluss dieses Effektes zu untersuchen
wird zurzeit ein neuer Ligand synthetisiert, der Anstelle der Fucose eine Sauregruppe
tragt. Dieser Ligand bindet also nicht an P-Dimere und sollte so bei der Titration nur den
Einfluss des freien Liganden widerspiegeln. Auflerdem konnte statt der Fucose ein
Ligand mit hoherer Affinitdt wie z.B. HDis oder B-Trisaccharid genutzt werden
(Mallagaray et al., 2015). Um die Lanthanoidbindung noch stabiler und rigider zu
machen konnte man auch Phenyl-Triaminohexaacetat als chelatierendes Element
nutzen, welches neun Koordinationsstellen besitzt (Peters et al., 2011). Alternativ
konnen paramagnetische Tags auch kovalent an Cysteine oder kiinstliche Aminosauren
gebunden werden (Liu et al., 2014). Durch die Synthese von mehreren Mutanten, die
jeweils nur ein Cystein tragen, konnen so verschiedene Proteinregionen naher

charakterisiert werden (Lee et al., 2015).

5.7 Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden die HBGA-bildenden Glycosyltransferasen GTA und GTB
sowie die HBGA-bindenden P-Dimere der humanen Noroviren untersucht. Bei allen
drei Proteinen handelt es sich um Dimere mit einer Grofle von etwa 70 kDa. Eine

Charakterisierung so grofier Proteine ist aus NMR-spektroskopischer Sicht sehr
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schwierig. Eine Proteinriickgrat-Analyse, wie sie fiir Proteine <20 kDa durchgefiihrt
wird, ist haufig aufgrund von ungiinstigen Relaxationseigenschaften und
Signaliiberlagerung nicht moglich. Eine Alternative bildet die Seitenkettenanalyse.
Hierfiir bietet sich vor allem eine selektive Methylgruppenmarkierung an, da es u.a. zu
einer Reduktion der Signalanzahl kommt und die Signale aufgrund der jeweils drei
detektierten Protonen deutlich intensiver sind (Ollerenshaw et al., 2003; Rosen et al.,
1996; Ruschak and Kay, 2010).

Um den bisher unbekannten Mechanismus der konfigurationserhaltenden GTs
weiter zu untersuchen, sollten mit GTA und GTB Protein-Ligand-Interaktionen
untersucht und die Proteindynamik in verschiedenen Zeitbereichen bestimmt werden.
Dafiir wurden sowohl proteinriickgrat-, als auch seitenketten-markierte Proben genutzt.
Anhand von Tripelresonanzexperimenten konnten nur 18 von 298 Aminosauren
zugeordnet werden. Dies ist einerseits durch die ungiinstigen Relaxationseigenschaften
grofler Protein zu begriinden (Bloembergen et al., 1948; Cavanagh et al., 2001; Sattler,
2009). GTA und GTB weisen andererseits aber auch eine intrinsische Proteindynamik
auf, was die Qualitdt der Spektren weiter verschlechtert. Neben den Kristallstrukturen
(Alfaro et al., 2008) und Protonen-Deuterium-Austauschexperimenten (Grimm, 2015),
zeigt auch die Analyse der Dynamik im Picosekunden- bis Nanosekundenbereich (Ti-
und Tz-Zeiten), dass es sich um sehr flexible Enzyme handelt. Um trotzdem eine
Zuordnung zu erreichen, sollten alternative Methoden, wie die Nutzung von
paramagnetischen Liganden (Lee et al., 2015) und die kombinatorische Markierung von
Aminosauren (Lohr et al., 2012; Parker et al., 2004) herangezogen werden.

Die Analyse der UDP-Bindung an GTA lasst vermuten, dass die Ligandenbindung
auch allosterische Effekte induziert, die nicht nur das aktive Zentrum und die flexiblen
Schleifen betreffen. Diese Effekte wurden mit Hilfe von methylgruppenmarkierten
Proben weiter untersucht. Mit Ile-GTA und Met-GTB wurden dafiir UDP- und HDis-
Titrationen durchgefiihrt. Sowohl bei Ile-GTA als auch bei Ile-GTB (Grimm, 2015) hat
die Ligandenbindung den grofiten Einfluss auf Ile192 (am Rand der internen Schleife)
und auf Ile123 (nahe dem aktiven Zentrum). Bei der Met-GTB-Probe zeigen neben den
Methioninen der internen Schleife (M186, M189 und M191) und des aktiven Zentrums
(M214 und M266) auch benachbarte Methionine (M288 und M289) signifikante
Anderungen bei Ligandenbindung. Die HDis-Zugabe fithrt hier zu einer
Verlangsamung des Austauschs zwischen dem halb-geschlossenen und geschlossenen
Zustand und hat konformationelle Anderungen innerhalb der Seitenketten zur Folge.

Auch die Titration von ILV-GTA mit UDP-Gal zeigt, dass auch Leucine und Valine
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auflerhalb des aktiven Zentrums beeinflusst werden. Aufierdem konnte hier gezeigt
werden, dass es wahrend der Titration zu mehreren Bindungsereignissen kommt. Die
mittels NMR beobachteten Effekte, lassen auf ein deutlich komplexeres
Bindungsverhalten der Liganden schliefien, als bisherige Kristallstrukturen zeigen. Es
wird vermutet, dass diese Konformationsanderungen in Kristallstrukturen aufgrund
von z.B. experimentellen Bedingungen bisher nicht sichtbar gemacht werden konnten
(MacArthur and Thornton, 1999; Nussinov and Tsai, 2015). Die Durchfiihrung von
chemischen Verschiebungsexperimenten ermoglicht es, die strukturellen Anderungen
des Proteins bei Ligandenbindung schrittweise nachzuvollziehen und bietet damit
zusammen mit Dynamikmessungen einen Vorteil gegeniiber der Kristallographie.

Die Ergebnisse der Titrationen und CMPG-RD-Messungen zeigen jedoch auch, dass
der mittlere Teil und die Region im Bereich der Dimerisierungsstelle von der
Ligandenbindung nicht beeinflusst sind. Diese Ergebnisse ermdglichen eine Einteilung
von GTA und GTB in eine ligandenunabhénge und ligandenbeeinflusste Regionen (

Abbildung 5.3).

Bei den CPMG-Messungen ist auffillig, dass eine etwaige ps-ms-Dynamik in der
internen Schleife durch die Bindung von HDis inhibiert wird. Insgesamt finden jedoch
kaum Bewegungen im us-ms-Bereich statt. Die Beobachtung, dass es bei tieferen
Temperaturen teilweise zu stdrkeren Dispersionen kommt, deutet auf eine schnellere
Bewegung hin. Diese konnten mit Rip-Experimenten untersucht werden (Bothe et al.,
2014; Kleckner and Foster, 2010). Eine zusatzliche Markierung von Alanin-
Methylgruppen konnte weitere Informationen iiber die Protein-Ligand-Interaktionen
liefern und den Bereich des Ligandeneinflusses weiter eingrenzen (Ayala et al., 2009; Liu
et al., 2014).

Zur naheren Charakterisierung der Bindungstasche wurde weiterhin das Prinzip des
inversen Sattigungstransfers bei 'H,*C-markierten Proben angewendet. Es konnte
gezeigt werden, dass ein spezifischer, abstandabhédngiger Sattigungstransfer vom
Liganden auf das Protein erfolgt. Diese Methode ist vor allem fiir Proteine von Vorteil,
deren Bindungstasche noch unbekannt ist. Auflerdem kann fiir grofie Liganden mit
mehreren isolierten Signalen die Orientierung in der Bindungstasche charakterisiert
werden.

Die Seitenkettenmarkierung von Isoleucinen und Valinen konnte auch auf P-Dimere
des humanen Norovirus angewendet werden. Auch hier sind die markierten
Aminosduren iiber das gesamte Protein verteilt, sodass anhand der Methylgruppen

Aussagen tiiber das gesamte Protein getroffen werden konnen. Die CPMG-RD-
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Messungen zeigen, dass P-Dimere keine Dynamik im us-ms-Bereich aufweisen und dass
auch die Ligandenbindung darauf keinen Einfluss hat. Da in den Spektren mehr Signale
als erwartet zu sehen sind, konnte man eine langsame Bewegung im
Millisekundenbereich vermuten. Um das zu iiberpriifen sollten ZZ-Austausch-
Experimente durchgefiihrt werden (Farrow et al., 1994b; Palmer et al., 2001; Wagner et
al., 1985).

ligandenunabhangige ligandenbeeinflusste
Region Region

1 .

Abbildung 5.3: Kristallstruktur der Chimdren AABB. Dargestellt ist ein Monomer mit
gebundenem UDP-Gal (dunkelblau), 3-Desoxy-H-Disaccharid (dunkelblau) und Mn?* (hellblau).
Methionine sind rot und Isoleucine gelb hervorgehoben. Die Methylgruppen sind jeweils als

Kugel dargestellt. Sich bewegende Methylgruppen wurden beschriftet. (PDB 2R]7)

Die Zuordnung der Isoleucin-61-Methylgruppen mit Hilfe eines paramagnetischen
Liganden ist nur fiir Signale mit einem Abstand von unter 20 A vom paramagnetischen
Ion moglich. Um weiter entfernte Signale zuzuordnen, sollten Liganden mit hoherer
Affinitat verwendet werden um das Verhéltnis von Ligand zu Protein reduzieren zu
konnen. Eine weitere Moglichkeit stellt die Nutzung eines kovalent gebundenen
Liganden dar, um dem Einfluss der frei in Losung befindlichen Liganden entgegen zu

wirken (Liu et al., 2014).
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Alles in allem konnte durch diese Arbeit ein FEinblick in das komplexe
Bindungsverhalten und die Dynamik der humanen Glycosyltransferasen GTA und GTB
gewonnen werden. Es konnte gezeigt werden, dass eine Zuordnung der
Proteinriickgratsignale prinzipiell mdglich ist, jedoch alternative Methoden, wie z.B. die
Nutzung von  paramagnetischen Liganden erfordert. Mit Hilfe der
methylgruppenmarkierten GTA und GTB konnten erstmals Austauschraten zwischen
dem offenen, halb-geschlossenen und geschlossenen Zustand bestimmt werden. Auch
konnten durch Ligandenbindung induzierte Konformationsanderungen in Isoleucin-
und Methionin-Seitenketten nachvollzogen werden. Dieses Wissen zusammen mit der
Charakterisierung weiterer C-methylgruppenmarkierter Proteinproben und des
Proteinriickgrates kann es ermoglichen, die Funktionsweise von GTA und GTB Schritt
fiir Schritt nachzuvollziehen und somit Informationen tiber den bisher unbekannten
Mechanismus liefern.

Fiir P-Dimere konnte gezeigt werden, dass es sich insgesamt um ein vergleichsweise
starres Protein handelt, das nur geringe Struktur- und Dynamikanderungen im ps-ms-
Zeitbereich bei Ligandenbindung erfahrt. Die Nutzung von paramagnetischen Liganden
stellt aufSerdem ein vielversprechendes Werkzeug fiir die Zuordnung dar, welche fiir
weitere Experimente essentiell ist. Aufbauend auf diesem Wissen kann die
Ligandenbindung weiter charakterisiert werden, was wiederum die Entwicklung von

Entry-Inhibitoren ermoglicht.
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7  Anhang

7.1 Materialien

7.1.1 Chemikalien

Tabelle 7.1: Verwendete Chemikalien

Substanz Hersteller
2-Keto-3-methyl-ds-3-d1-4-83C-butyrat Euriso-top
2-Keto-4-13C-butyrat CortecNet
2-Mercaptoethanol Sigma Aldrich
2-Mercaptoethanol-d6 (98 % D) Euriso-Top

2-Propanol Merck, Roth
4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulfonic acid (DSS) Sigma Aldrich
Ammonium persulfat (APS) Sigma Aldrich
Ammoniumchlorid (15NH4Cl, 99 % 15N) Cambridge Isotope Laboratories
Ammoniumchlorid (NH4Cl) ICN Biomedicals, Merck
Ammoniumpersulfat Sigma Aldrich
Ampicillin Natriumsalz Gerbu

Benzonase Novagen

BME Vitaminlésung 100x Sigma Aldrich

Bovines Serumalbumin, Fraktion V, pH7 Serva
Bradford-Reagenz Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad
Farbstoff-Konzentrat

Bromphenolblau Sigma

Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl2 - 2H20)
Casaminosaduren, Caseinhydrolysat
Cholinchlorid

Cobalamin

D-Biotin

Deuteriumoxid (D20) 99,85 % D
Deuteriumoxid 100 % (D20) 99,97 % D
D-Glucose

D-Glucose (1,2,3,4,5,6,6 D7)

D-Glucose (98 % u-13C6, 1,2,3,4,5,6,6 D7)

di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(Na2HPO4 - H20)

Merck, Sigma Aldrich
Merck

Fluka

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Eurisio-Top, CortecNet
Eurisio-Top

Merck

Euriso-Top
Euriso-Top

Merck

Merck
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Dithiothreitol (DTT)
D-Pantothensdure Hemicalciumsalz
Eco E. coli OD 2 CDN

EcoE. coliOD 2D

Eco E. coli OD 2 DN

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (Titrierkomplex III)

Ethanol, absolut

Ethanol, vergallt

Folsdure
Gadoliniumchlorid (GdCl3)
Gd3*-Fucose

Gel Code® Blue Stain Reagent
Glycerin

Glycin

Harnstoff
HDis-O-13C-Methyl

HDis-octyl

HDis-O-Methyl

Hefeextrakt

HRV3C Protease

Hiihnerei Lysozym

Imidazol
Isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
La*-Fucose

Lanthanchlorid (LaCl3)

L-Arginin (**N)

Leucin-d1o

Leupeptin

L-Fucose

L-Methionin (**N)

L-Methionin (methyl-*C)
Magensiumchlorid-Hexahydrat (MgCl2 - 6H20)
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Gerbu

Sigma Aldrich
Silantes

Silantes

Silantes

Roth

Roth

Biifa Chemikalien
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

A. Mallagaray (Institut fiir
Chemie)

Pierce

Roth

Merck, Sigma
Gerbu

W. Hellebrandt
(Institut fiir Chemie)
W. Hellebrandt
(Institut fiir Chemie)
W. Hellebrandt
(Institut fiir Chemie)
Roth, Serva

Sigma Aldrich
Novagen

Fluka

Gerbu

Merck, Sigma Aldrich, Fluka
Merck, Roth

A. Mallagaray (Institut fiir
Chemie)

Sigma Aldrich
CortecNet
CortecNet

Roth

Sigma Aldrich
Eurisio-Top
Eurisio-Top

Merck
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Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4 - 7H20)
Manganchlorid-Tetrahydrat (MnCI2 - 4H20)
Methanol

MOPS

myo-Inositol

Natriumazid (NalN3)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
(NaH2PO4 - 2H20)

Natriumhydroxid (NaOH)

Nicotinamid

Ni-NTA agarose

Proteaseinhibitortabletten, cOmplete, EDTA-free
Proteinstandard Bovines Gammaglobulin
Proteinstandard SDS-PAGE Molecular Weight
Standards, Broad Range
Pyridoxalhydrochlorid

Riboflavin

Rotiphorese® Gel 30 (Acrylamid:Bis-Acrylamid
37,5:1)

Salzsdure

Sodium dodecyl sulfat (SDS)

SP-Sepharose TM Fast Flow

Szinti Mix Aquasafe 800
Tetramethylethylenediamine (TEMED)
Thiaminhydrohlorid

Tris/HCl1

TRIS-d11

Trypton

TSP-d4 Natriumsalz (98 % D)

UDP Dinatriumsalz

UDP-[U-"C]-Gal

UDP-[U-#C]-GalNAc

UDP-GalNAc Dinatriumsalz

UDP-Hexanolamin-Sepharose

UDP-a-D-Gal Dinatriumsalz

Merck

Sigma Aldrich
Merck

Gerbu

Sigma Aldrich
Merck

Roth, Merck
Merk

Merck

Sigma Aldrich
Qiagen

Roche

Pierce
Bio-Rad

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Roth

Merck

Serva, Sigma Aldrich
GE Healthcare

Zinsser Analytik

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Roth, Merck
Eurisio-Top

Roth

Aldrich

Sigma Aldrich
Amersham Biosciences
ARC

Sigma Aldrich

Prof. Dr. M. M. Palcic,
Kopenhagen, Danemark
W. Hellebrandt

(Institut fir Chemie)
Prof. Dr. B. Ernst, Basel, Schweiz
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Uridin Fluka
Vitamin B12 (Cyanocabalamin) Sigma Aldrich

7.1.2 Verbrauchsmaterialen

Tabelle 7.2: Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller
Dialysekassetten, Slide-A-Lyzer, 10 kDa Thermo Scientific
Dialyseschlauch, SnakeSkin® Pleated, 10 kDa Thermo Scientific, Pierce
Filtereinheit, Flow Bottle Top Filter, aPES Membran, 0,2 um Thermo Scientific
Filtereinheit, SteritopTM-GP, 500 ml, 0,22 pm Millipore
Kantilen, steril B/Braun
Kivetten, Einmal-Viereck- Sarstedt
Mikrotestplatten, 96 Vertiefungen, flach Roth
NMR-Réhrchen, 3 mm fiir Bruker MatchTM System Hilgenberg
NMR-Rohrchen, 5 mm Whigemie fiir D20, Bruker Shigemi
pH-Universalindikatorpapier Merck

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QuickChange II Site-Directed Mutagenesis Kit Agilent Technologies
Reaktionsgefafie, 0.5 mL, 1.5 mL, 2 mL Eppendorf
Reaktionsgefafle, steril, 15 mL, 50 mL Sarstedt
Sep-Pak® Vac RC (100 mg) C18-Cartridges Waters

Spritzen, steril B/Braun, BD
Spritzenfilter, Millex®-GB, steril, PVDF, 0,22 pm Millipore
Spritzenfilter, Rotilabo®, steril, CME, 0,22 um Carl Roth
Spritzentilter, Rotilabo®, unsteril, CME, 0,8 um Carl Roth
Szintillationsflaschen mit Deckel, PE, 20 ml PerkinElmer
Zentrifugen-Filtereinheit, Amicon® Ultra-4, 10 kDa Millipore
Zentrifugen-Filtereinheit, Vivaspin 15R, 10 kDa Satorius

7.1.3 Gerite

Tabelle 7.3: Verwendete Gerite

Gerat Hersteller

AKTA purifier 10: CU-950, Frac-950, Mixer M-925, GE Healthcare
Monitor UV-900, Monitor pH/C-900, Pump P-903,

Valve INV-907, Valve PV-908

Autoklav Laboklav MSV 55 SHP Steriltechnik AG
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Bradford-Reagenz Bio-Rad Protein Assay
Farbstoff-Konzentrat

Elektroporator Gene Pulser II
Fliissigkeitsszintillationszahler Wallac 1409
French Press Cell Disrupter: French-Pressure Cell
Press, French Pressure Cell 40K, rapid Fill Kit
Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-2 LD plus
Gefriertrocknungsanlage BETA A

Geltrockner Model 543

Glasfritte P3

Glasfritte P4

HiLoad 26/600 Superdex TM 75 pepgrade
Inkubator Innova 4330 Refridgerated Incubator
Shaker

Inkubator Orbital Shaker Model 420

MRX Microplate Reader

NMR-Spektrometer Bruker Avance DRX-
500/AVII-500 mit TCI-Kryoprobenkopf (Liibeck),
SampleXpress

NMR-Spektrometer Bruker Avance II 600 mit TCI-
Kryoprobenkopf (Frankfurt)

NMR-Spektrometer Bruker Avance III 800 mit
TCI-Kryoprobenkopf (Frankfurt)
NMR-Spektrometer Bruker Avance III 950 mit
TCI-Kryoprobenkopf (Frankfurt)
NMR-Spketrometer Bruker Avance I 700 mit TXI-
Kryoprobenkopf (Hamburg)

Orbitalschiittler IKA KS 125 basic

pH-Meter pH 320

Pumpe Econo Pumpe

Reinstwassersystem RS 90-4/UF

Saule XK 16/20 + Adapter

Saule XK 26/40 + Adapter

Saulen Econo-Column® + Flow Adaptor
SDS-PAGE-Zubehor Mini-PROTEAN® 3
Spannungsquelle Power Pac 300
Spektralphotometer MRX TC
Spektralphotometer NanoDrop ND-1000
Spektralphotometer V550 UV/VIS

Bio-Rad
Bio-Rad
Wallac
Thermo IEC
Christ

Christ
Bio-Rad

GE Healthcare

New Brunswick Scientific
Forma Scientific

Dynex Technologies
Bruker

Bruker

Bruker

Bruker

Bruker

IKA Labortechnik

WTW
Bio-Rad

SG Wasseraufbereitung und

Regenerierstation GmbH
GE Healthcare

GE Healthcare

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Dynex Tehcnologies
peqlab

Jasco
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Thermomixer 5436 Eppendorf
Thermomixer comfort Eppendorf
Thermomixer Thermostat 5320 Eppendorf
Thermomixer Thermostat plus Eppendorf
Vakuum-Controlller B161 Biichi
Vakuumkammer BAKER spe-12G J. T. Baker
Vakuumpumpe Duo 5 Pfeiffer Vakuum
Waage KERN BA BC 200 Kern

Waage KERN PCB 1000-2 Kern

Waage Microwaage MC 210 S Sartorius
Zentrifuge 5810 Eppendorf
Zentrifuge 5415 D Eppendorf
Zentrifuge Heraeus Pico 17 Thermo Scientific
Zentrifuge Minispin Eppendorf
Zentrifuge OptimaTM LE-80K Beckmann Coulter
Zentrifuge Sorvall RC-5B Plus Du Pont
Zentrifuge Universal 320 R Hettich Zentrifugen

714 Aminosidure- und DNA-Sequenz

-10GTA - Basensequenz

ATGGCTATTGGCGAATTCATGGTTTCCCTGCCGCGTATGGTTTACCCGCAGCCGAAAGTTCT
GACCCCATGCCGTAAAGACGTTCTGGTTGTTACCCCGTGGCTGGCTCCGATCGTTTGGGAAGGC
ACCTTCAACATCGATATCCTGAACGAACAGTTCCGTCTGCAAAACACCACCATCGGTCTGACCG
TTTTCGCTATCAAAAAATACGTTGCTTTCCTGAAACTGTTCCTGGAAACTGCTGAAAAACACTT
CATGGTTGGTCACCGTGTTCACTACTACGTTTTCACCGACCAGCCGGCCGCGGTTCCGCGTGTT
ACCCTGGGCACCGGTCGTCAACTGTCCGTTCTGGAAGTGCGCGCCTACAAACGTTGGCAGGACG
TTTCCATGCGTCGTATGGAAATGATCAGCGACTTCTGCGAACGTCGTTTCCTGTCCGAAGTTGA
CTACCTGGTTTGCGTTGACGTTGACATGGAGTTCCGTGACCACGTTGGTGTTGAAATCCTGACC
CCGCTGTTCGGTACCCTGCACCCGGGCTTCTACGGTTCCTCCCGTGAAGCATTCACCTACGAAC
GTCGTCCGCAGTCCCAGGCCTACATCCCGAAAGACGAAGGTGACTTCTACTACCTGGGTGGTTT
CTTCGGTGGTTCCGTTCAGGAAGTTCAGCGTCTGACCCGTGCATGCCACCAGGCTATGATGGTT
GACCAGGCGAACGGTATCGAAGCTGTTTGGCACGACGAATCCCACCTGAACAAATACCTGCTGC
GTCACAAACCGACCAAAGTTCTGTCCCCGGAATACCTGTGGGACCAGCAACTGCTGGGTTGGCC
GGCTGTTCTGCGTAAACTGCGTTTCACTGCAGTTCCGAAAAACCACCAGGCTGTTCGTAACCCG

-10GTA - Proteinsequenz

MAIGEFMVSLPRMVYPQPKVLTPCREKDVILVYV
TPWLAPIVWEGTFNIDILNEQFRLONTTTIGLTYV
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FAIKKYVAFLKLFLETAEKHFMVGHRVHYYVET
DOPAAVPRVTLGTGROQLSVLEVRAYKRWOQDYVSM
RRMEMISDFCERRFLSEVDYLVCVDVDMETFRDH
VGVEILTPLFGTLHPGFYGSSREAFTYERRPQOQS
OAYIPKDEGDFYYLGGFFGGSVQEVQRLTRACH
OAMMVDQANGIEAVWHDE SHLNEKYLLRHKPTI KV
LSPEYLWDQOLLGWPAVLRKLRFTAVPKNHOQAV
R NP

-10GTB - Basensequenz

ATGGCTATTGGCGAATTCATGGTTTCCCTGCCGCGTATGGTTTACCCGCAGCCGAAAGTTCT
GACCCCATGCCGTAAAGACGTTCTGGTTGTTACCCCGTGGCTGGCTCCGATCGTTTGGGAAGGCACCTTCAACAT
CGATATCCTGAACGAACAGTTCCGTCTGCAAAACACCACCATCGGTCTGACCGTTTTCGCTATCAAAAAATACGTTGC
TTTCCTGAAACTGTTCCTGGAAACTGCTGAAAAACACTTCATGGTTGGTCACCGTGTTCACTACTACGTTTTCACCGA
CCAGCCGGCCGCGGTTCCGCGTGTTACCCTGGGCACCGGTCGTCAACTGTCCGTTCTGGAAGTGGGCGCCTACAAACG
TTGGCAGGACGTTTCCATGCGTCGTATGGARATGATCAGCGACTTCTGCGAACGTCGTTTCCTGTCCGAAGTTGACTA
CCTGGTTTGCGTTGACGTTGACATGGAGTTCCGTGACCACGTTGGTGTTGAAATCCTGACCCCGCTGTTCGGTACCCT
GCACCCGAGCTTCTACGGTTCCTCCCGTGAAGCATTCACCTACGAACGTCGTCCGCAGTCCCAGGCCTACATCCCGAA
AGACGAAGGTGACTTCTACTACATGGGCGCCTTCTTCGGTGGTTCCGTTCAGGAAGTTCAGCGTCTGACCCGTGCATG
CCACCAGGCTATGATGGTTGACCAGGCGAACGGTATCGAAGCTGTTTGGCACGACGAATCCCACCTGAACAAATACCT
GCTGCGTCACAAACCGACCAAAGTTCTGTCCCCGGAATACCTGTGGGACCAGCAACTGCTGGGTTGGCCGGCTGTTCT

GCGTAAACTGCGTTTCACTGCAGTTCCGAAAAACCACCAGGCTGTTCGTAACCCG

-10GTB - Proteinsequenz

MAIGEFMVSLPRMVYPQPKVLTPCREKDVILVYV
TPWLAPIVWEGTEFNIDILNEOQFRLONTTTIGLTYV
FATKKYVAFLKLFLETAEKHFMVGHRVHYYVZET
DOPAAVPRVTLGTGRQLSVLEVGAYKRWOQDVSM
RRMEMISDFCERRFLSEVDYLVCVDVDMETFRDH
VGVEILTPLFGTLHPSFYGSSREAFTYERRPOS
QOAYIPKDEGDFYYMGAFFGGSVQEVQRLTRACH
OAMMVDQANGIEAVWHDE SHILNEKYLLRHKPTIE KV
LSPEYLWDQOQLLGWPAVLRKLRFTAVPKNHOQAV
R NP

P-Dimer-Konstrukt — Basensequenz

CCTGTGGCGCGCAGACTATTCGAGCTCGAACAACAACAACAATAACAATAACAACAACCTCG
GGATCGAGGGAAGGATCAGCGGCCACCACCACCACCACCACCACCACGACTACGACATCCCCTC
CTCCGAGAACCTGTACTTCCAGGGATCTGCTAGCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAAGCGGC
CACCACCACCACCACCACCACCACGACTACGACATCCCCTCCTCCCTGGAAGTTCTGTTCCAGG
GGCCCGGATCCAAACCGTTTACCGTTCCGATTCTGACCGTTGAAGAAATGACCAATAGCCGTTT
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TCCGATTCCGCTGGAAAAACTGTTTACCGGTCCGAGCGGTGCATTTGTTGTTCAGCCGCAGAAT
GGTCGTTGTACCACCGATGGTGTTCTGCTGGGCACCACCCAGCTGTCTCCGGTTAATATTTGTA
CCTTTCGCGGTGATGTTACCCATATTGCCGGTAGCCGTAATTATACCATGAATCTGGCCAGCCT
GAATTGGAATAATTATGACCCGACCGAAGAAATTCCGGCACCGCTGGGTACACCGGATTTTGTT
GGTAAAATTCAGGGTCTGCTGACCCAGACCACCAAAGGTGATGGTAGCACCCGTGGTCATAAAG
CAACCGTTTATACCGGTAGCGCACCGTTTACCCCGAAACTGGGTAGCGTTCAGTTTAGCACCGA
TACCGAAAACGATTTTGAAACCCATCAGAACACCAAATTTACACCGGTTGGTGTTATTCAGGAT
GGTTCTACCACCCATCGTAATGAACCGCAGCAGTGGGTTCTGCCGAGCTATAGCGGTCGTAATG
TTCATAATGTGCATCTGGCACCGGCAGTTGCACCGACCTTTCCGGGTGAACAGCTGCTGTTTTT
TCGTAGCACCATGCCTGGTTGTAGCGGTTATCCGAATATGGATCTGGATTGTCTGCTGCCGCAG
GAATGGGTTCAGCATTTTTATCAGGAAGCAGCACCGGCACAGTCTGATGTTGCACTGCTGCGTT
TTGTTAATCCGGATACCGGTCGTGTTCTGTTTGAATGCAAACTGCATAAAAGCGGTTATGTTAC
CGTTGCACATACCGGTCAGCATGATCTGGTTATTCCGCCTAATGGCTATTTTCGTTTTGATAGC
TGGGTGAACCAGTTTTATACCCTGGCACCGATG

P-Dimer-Konstrukt - Proteinsequenz

LWRADYSSSNNNNNNNNNNILGIEGRTIOSGHHH
HHHHHDYDIPSSENLYFQGSASWSHPOQFEZ KSGH
HHHHHHHDYDIPSSLEVLEFOQGPGSK TV PILT
VEEMTNSRFPIPLEKLFTGPSGAFVVQPONGRLC
TTDGVLLGTTQLSPVNICTEFRGDVTHIAGS SR RNY
TMNLASLNWNNYDPTEETIPAPLGTPDEFVGEKTIOQG
LLTQTTKGDGSTRGHKATVYTGSAPFTPKLGSYV
OF STDTENDFETHONTERKEFTPVGVIOQDGSTTHRN
EPQOQWVLPSYSGRNVHNVHLAPAVAPTTEFPGEQ QL
LFFRSTMPGCSGYPNMDLDCLLPQEWVQHTEFYOQE
AAPAQSDVALLRFVNPDTGRVLFECKLHKSGYV
TVAHTGQHDLVIPPNGYFRFDSWVNOQEFYTTLATPM
7.1.5 Primer
Tabelle 7.4: Verwendete Primer
Protein Sequenzierungsprimer (forward und reverse)

GTA/GTB 5 - ACAGGATCCATCGATGCTTAGG - 3°

CAGATCTGCTCATGTTTGACAGC - 3°

CTTCTGCGTTCTGATTTAATCTG - 3°

5
P-Dimer 5°
5 GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCC - 3°

Protein =~ Mutation Mutationsprimer (forward und reverse)

GTA V1841 5"- CAAACGTTGGCAGGACATTTCCATGCGTCG - 3°
5" - CGACGCATGGAAATGTCCTGCCAACGTTTG - 3°
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GTA V212A
GTA V3511

GTB M186A
GTB M191A
GTB M288A
GTB M142A

P-Dimer 1231V

P-Dimer 1330V

P-Dimer 1509V

GGTTTGCGTTGACGCTGACATGGAGTTCCG
CGGAACTCCATGTCAGCGTCAACGCAAACC
GAAAAACCACCAGGCTATTCGTAACCCGTG
CACGGGTTACGAATAGCCTGGTGGTTTTTC

w w w

3

GGCAGGACGTTTCCGCGCGTCGTATGGAAATGATC
GATCATTTCCATACGACGCGCGGAAACGTCCTGCC
CATGCGTCGTATGGAAGCGATCAGCGACTTCTGCG
CGCAGAAGTCGCTGATCGCTTCCATACGACGCATG
CATGCCACCAGGCTGCGATGGTTGACCAGGCGAAC
GTTCGCCTGGTCAACCATCGCAGCCTGGTGGCATG
CTGCTGAAAAACACTTCGCGGTTGGTCACCGTGTTC -
GAACACGGTGACCAACCGCGAAGTGTTTTTCAGCAG -

CGTTTACCGTGCCGGTTCTGACCGTGGAAG
CTTCCACGGTCAGAACCGGCACGGTAAACG
GATTTTGTTGGTAAAGTTCAGGGTCTGCTG
CAGCAGACCCTGAACTTTACCAACAAAATC

CAGCATGATCTGGTGGTTCCGCCGAATGGC
GCCATTCGGCGGAACCACCAGATCATGCTG

3

w W w w w

w W W w w w

7.2 NMR-Pulsprogramme

Dargestellt sind nur Pulsprogramme, welche nicht im Burker Standardkatalog zu

finden sind.

b_trosyetf3gpsi.tb

;modifiziert am 15.

;best-TROSY

November 2012, T.Biet

;avance-version (10/02/12)

;2D H-1/X correlation via TROSY

; using sensitivity improvement

;phase sensitive using Echo/Antiecho gradient selection

;using £3 - channel

;uncompensated version d25=d26
; (use parameterset B TROSYETF3GPSI)

; (E. Lescop, P. Schanda & B. Brutscher,
187 163-169 (2007))
; (T. Schulte-Herbrueggen & O.W. Sorensen, J. Magn. Reson. 144,

J. Magn. Reson.

; 123 - 128 (2000))

; SCLASS=HighRes
; $SDIM=2D

; STYPE=

; SSUBTYPE=

; SCOMMENT=
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prosol relations=<triple>

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>
define list<gradient> EA3 = { 1.0000 0.8750 }
define list<gradient> EAS { 0.6667 1.0000 }
define list<gradient> EA7 = { 1.0000 0.6595 }
"p22=p21*2"
"d11=30m"
"d25=2.7m"
"d26=2.7m"
"p29=300u"
"do=3u"
"in0=infl/2"
"DELTA1=d26-p29-dl6-p4l*cnstdl-p42*cnst40"
"DELTA6=d25-p29-dl6-larger (p22,p42) /2"
"DELTA7=d26-pl6-dl6-pd2/2"
"DELTA8=p43*cnst44-de"
# ifdef LABEL CN
"DELTA=d0*2+p8+p21*4/3.1416"
# else
"DELTA=d0*2+p21*4/3.1416"
# endif /*LABEL CN*/
"spoffl3=bf2* (cnst26/1000000)-02"
"spoff25=bfl* (cnst19/1000000)-01"
"spoff26=bfl* (cnst19/1000000)-01"
"spoff27=bfl* (cnst19/1000000)-01"
"spoff28=bfl* (cnst19/1000000)-01"
"spoff29=bfl* (cnst19/1000000)-01"
"acqgt0=0"
baseopt echo
1 dl1 ze
2 dll
3 dl pll:fl

50u UNBLKGRAD

(p41l:sp25 ph3)

p29:gpl

dle

DELTAL

(center (p42:sp26 ph2) (p22 phl):£f3 )

DELTA1

p29:gpl

dle

(p4l:sp27 ph2):fl

pl6:gp2

dle

(p21 phb5) : £3

do
# ifdef LABEL CN

(p8:spl3 phl) : £2
# else
# endif /*LABEL CN*/

do

(p22 phl) : £3

DELTA

pl6:gp3*EA3
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dle

(p43:sp28 pho)

p29:

dle

gp4

DELTA6

(center

DELTA6

p29:

dle

gp4

(p43:sp29 phl)

pl6:

dle

gp5*EAS

(p21 phl) : £3

pl6:

die

gp6

DELTA7 plO:f1l

(center

DELTA7

pl6:

dle

gp6
pll:fl

(p21 ph7:r):£f3

pl6:
dle

gp7*EAT7

DELTAS
4u BLKGRAD
go=2 ph31l

dil

mc #0 to 2

(p42:sp26 ph2)

(p42:sp26 ph2)

(p22 ph2) :£3 )

(p22 ph2):£3 )

F1EA (calgrad (EA3) & calgrad(EA5) & calgrad(EA7) & calph(ph6,

+180), caldel(d0, +in0) & calph(ph5, +180) & calph(ph31, +180))

exit

phl=0

ph2=1

ph3=2

ph4=3

ph5=0 2

ph6=1

ph7=1

ph31=0 2

;pl0 ow

;pll f1l channel power level for pulse (default)

;pl3 £3 channel power level for pulse (default)

;spl3: f2 channel shaped pulse 180 degree (Ca and C=0, adiabatic)

;sp25: fl1 channel shaped pulse 90 degree (Pc9 4 90.1000)

;sp26: fl channel shaped pulse 180 degree (Reburp.1000)

;sp27: f1 channel shaped pulse 90 degree (Pc9 4 90.1000)

H for time reversed pulse

;sp28: fl channel shaped pulse 90 degree (Eburp2.1000)

;sp29: f1 channel shaped pulse 90 degree (Eburp2tr.1000)

; for time reversed pulse

;pl6: homospoil/gradient pulse [1 msec]

;p2l: £3 channel - 90 degree high power pulse

;p22: £3 channel - 180 degree high power pulse

;P8 £f2 channel - 180 degree shaped pulse for inversion (adiabatic)

;p29: gradient pulse 3 [300 usec]

;p4l: f1 channel - 90 degree shaped pulse for excitation

+180)

& calph(ph7,
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;P42:

’

;P43:

;do
;dl

;dll:
;dl6:
;d25:
;d26:

;cns
;cns
;cns
;

’

;cns
;

;cns
;

;inf
;in0
;nd0
;NS:
;DS
;tdl

Pc9 4 90.1000 (2.2ms)

f1l channel - 180 degree shaped pulse for refocussing
Reburp.1000 (1.5ms)

f1l channel - 90 degree shaped pulse for excitation
Eburp2.1000/Eburp2tr.1000 (1.4ms)

incremented delay (F1) [3 usec]

relaxation delay; 1-5 * T1

delay for disk I/0 [30 msec]
delay for homospoil/gradient recovery
1/ (43" (NH) [2.7 msec]
1/ (4J(NH) [2.7 msec]
t19: H(N) chemical shift (offset, in ppm)
t26: Call chemical shift (offset, in ppm) [101 ppm]
t40: compensation of chemical shift evolution during p42

Reburp.1000: 0.5
compensate to the extend the other delays allow

t4l: compensation of chemical shift evolution during p4l
Pc9 4 90.1000: 0.529

t44: compensation of chemical shift evolution during p43
Eburp2.1000: 0.69

1: 1/SW(N) = 2 * DW(N)

: 1/(2 * SW(N)) = DW(N)

H

2 * n

>= 16

: number of experiments in F1

;FnMODE: echo-antiecho in F1

; for
;igpz
;i9gpz
;i9gpz
;igpz
igpz
igpz
igpz
juse
;gpn
;gpn
;gpn
;gpn
;gpn
;gpn
;gpn
; Pro

; PHC

z-only gradients:

1: 2%

2: 21%

3: -80%

4: 5%

5: 30%

6: 45%

7: 30.13%
gradient files:

aml: SMSQ10.32
am2: SMSQ10.100
am3: SMSQ10.100
am4: SMSQ10.32
am5: SMSQ10.100
am6: SMSQ10.100
am7: SMSQ10.100
cessing

0(F1): 45.0

7$Id: b _trosyetf3gpsi,v 1.1.2.2 2010/07/23 13:17:44 ber Exp $

metr-hmqcph_new.tb

;ava
;Met
;2D

;pha
;wit

’
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;.

’

’

; SCLASS=HighRes
; $DIM=2D

; STYPE=

; SSUBTYPE=

; SCOMMENT=

#include <Avance.incl>

#include <Grad.incl>

#include <Delay.incl>

"p2=pl*2"
"d2=3.6m"

"d11=30m"

"d1l2=20u"

"d1l3=4u"

"d0=3u"

"inO0=infl/2"
"DELTAl=d2-pl19-d16-d13"

H W N

ze
dll do:f2

4u

ifdef WATER
dll fg=cnst20 (bf ppm) :fl
dll pl9:f1l

dl cw:fl ph29
dl3 do:fl

dl3 pl2:f2
else

dl pl2:f2
endif

p3:£2 pho

d13 UNBLKGRAD
ifdef WATER
4u

pl6:gpl

dle fg=0 :f1
else

4u

pl6:gpl

dle

endif

dl2 pll:f1l

pl phl

di3

pl9:gp2

dle

DELTA1

p3:£2 ph3

do

p2 ph2

do

p3:f2 ph4
DELTAL
pl9:gp2

Tugarinov, P.W. Hwang, J.E. Ollerenshaw & L.E.
J. Magn. Reson. 125, 10420-10428

Kay,
(2003)
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dle pll2:f2

d1l3 BLKGRAD

go=2 ph31l cpd2:£2

dll do:f2 mc #0 to 2 F1PH(calph(ph3, +90) & calph(ph29, +90), caldel (d0, +in0))

exit

ph0=0
ph1=0

ph2=0

ph3=0 2
phd=0 0 2 2
ph29=0
ph31=0 2 2 0

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl2 : £2 channel - power level for pulse (default)
;pl9 : fl channel - power level for presaturation

;pll2: f2 channel - power level for CPD/BB decoupling

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse

;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse

;pl6: homospoil/gradient pulse [1 msec]
;pl9: gradient pulse 2 [500 usec]
;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]

;dl : relaxation delay; 1-5 * T1

;d2 : 1/ (2J)XH [3.6 ms]
;dll: delay for disk I/O [30 msec]
;d12: delay for power switching [20 usec]
;d13: short delay [4 usec]
;dl6: delay for homospoil/gradient recovery

;cnst20: chemical shift of residual Water peak (in ppm) [4.7 ppm]
;infl: 1/SW(X) = 2 * DW(X)

7in0: 1/(2 * SW(X)) = DW(X)

;ndO: 2

;NS: 4 * n

;DS: 16

;tdl: number of experiments
; FnMODE: States-TPPI, TPPI, States or QSEQ
;cpd2: decoupling according to sequence defined by cpdprg2
;pcpd2: £2 channel - 90 degree pulse for decoupling sequence
;for z-only gradients:
;gpzl: 30%
;gpz2: 40%
;use gradient files:
;gpnaml: SMSQ10.100
;gpnam2: SMSQ10.100
;preprocessor—-flags-start
;WATER: for optional Watersupression start experiment with
; option -DWATER (eda: ZGOPTNS)
;preprocessor-flags-end
;$Id: hmgcphpr,v 1.5 2009/07/02 16:40:44 ber Exp $

hmgqcrexgpphpr_new.tb

;avance-version (09/04/17)
; HMQC

;2D H-1/X correlation via heteronuclear zero and double quantum
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; coherence

;phase sensitive

;with decoupling during acquisition

;D.M. Korzhnev, K. Kloiber,
; J. Magn. Reson. 126,
; SCLASS=HighRes

; $DIM=2D

;STYPE=

; $SUBTYPE=

; SCOMMENT=

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

#include <Delay.incl>

"p2=pl*2"
"d2=1s/ (cnst2*2)"
"d11=30m"

"d12=20u"

"d13=4u"

"go=3u"

"in0=infl/2"
"DELTAl=d2-pl19-dl16-d13"

1 ze
2 dll do:f2
3 4u

# ifdef WATER
dll fg=cnst20 (bf ppm) :fl
dll pl9:fl
dl cw:fl ph29
dl3 do:fl
dl3 pl2:f2
# else
dl pl2:f2
# endif
"if (cnst9 == 0) \
{\
DELTA3=1s; \
COUNTER=0; \
PN
else \
{\
DELTA3=(1 / (cnst9*4) )
COUNTER=d21*cnst9*2; \
pn
p3:£f2 pho
dl3 UNBLKGRAD
# ifdef WATER
4u
pl6:gpl
dle fg=0 :f1l
# else
4u

pl6:gpl

V. Kanelis, V.
3964-3973

- p30/2000000;

Tugarinov & L.E.
(2004)

\
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dle
endif
dl2 pll:fl
pl phl
di3
pl9:gp2
dle
DELTAL
p3:f2 ph3
4u pl23:f2
if "cnst9 == 0"
{
4u
}
else
{
4u
DELTA3
(p30 phb) :f2
DELTA3
lo to 6 times COUNTER
}
p2 phé6
if "cnst9 == 0"
{
4u
}
else
{
4u
DELTA3
(p30 phb) :f2
DELTA3
lo to 7 times COUNTER
}
do
p2 ph2
d0 pl2:£2
p3:£2 ph4
p2 phl
DELTAL
pl9:gp2
dle pll2:f2
dl3 BLKGRAD
go=2 ph31l cpd2:£f2
dll do:f2 mc #0 to 2 F1PH(calph(ph4, -90)

exit

ph0=0

phl=0

ph2=0

ph3=0 2

ph4=0

ph5=1

ph6=0 01 1 2 2 3 3
ph29=0

ph31=0 2 2 0
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;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl2 : f2 channel - power level for pulse (default)
;pl9 : fl1 channel - power level for presaturation
;pll2: f2 channel - power level for CPD/BB decoupling
;pl23: £3 channel - power level for 13C CPMG pulse

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p2 : fl1 channel - 180 degree high power pulse

;p3 : f£2 channel - 90 degree high power pulse

;p30: f£2 channel - 180 degree pulse at pl23 (CPMG block) [60 usec]
;pl6: homospoil/gradient pulse [1 msec]
;pl9: gradient pulse 2 [500 usec]
;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]

;dl : relaxation delay; 1-5 * T1

;d2 ¢ 1/(2J)XH [3.6 ms]
;dll: delay for disk I/O [30 msec]
;d1l2: delay for power switching [20 usec]
;d13: short delay [4 usec]
;dl6: delay for homospoil/gradient recovery

;d21: length of mixing time per CPMG block [1/2 T] [10 = 20 ms]
;cnst2: = J(XH)

;cnst9: RF-field for CPMG block [Hz] [0 = 500]
;cnst20: chemical shift of residual Water peak (in ppm) [4.7 ppm]
;infl: 1/SW(X) = 2 * DW(X)

;in0: 1/(2 * SW(X)) = DW(X)

;nd0: 2

;NS: 8 * n

;DS: 16

;tdl: number of experiments
;FnMODE: States-TPPI
;cpd2: decoupling according to sequence defined by cpdprg2
;pcpd2: £2 channel - 90 degree pulse for decoupling sequence
;for z-only gradients:
;gpzl: 10%
;gpz2: 40%
;use gradient files:
;gpnaml: SMSQ10.100
;gpnam2: SMSQ10.100
;preprocessor—-flags-start
;WATER: for optional Watersupression start experiment with
; option -DWATER (eda: ZGOPTNS)
;preprocessor-flags-end
;$Id: hmgcphpr,v 1.5 2009/07/02 16:40:44 ber Exp $

hmqcrexgpphpr_HH.2.tb

;avance-version (09/04/17)

; HMQC

;2D H-1/X correlation via heteronuclear zero and double quantum
; coherence

;phase sensitive

;with decoupling during acquisition

;D.M. Korzhnev, K. Kloiber, V. Kanelis, V. Tugarinov & L.E. Kay,
; J. Magn. Reson. 126, 3964-3973 (2004)

; SCLASS=HighRes

; $DIM=2D
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; STYPE=
; SSUBTYPE=
; SCOMMENT=

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

#include <Delay.incl>

"p2=pl*2"
"d2=1s/ (cnst2*2)™"
"d11=30m"

"d1l2=20u"

"dl3=4u"

"do=3u"

"in0=infl/2"
"DELTAl=d2-pl19-dl16-d13"

ze
dll do:f2
4u
ifdef WATER
dll fg=cnst20 (bf ppm) :fl
dll pl9:f1
dl cw:fl ph29
dl3 do:fl
dl3 pl2:f2
# else
dl pl2:f2
# endif
if "cnst9 == 0"
{
"DELTA3=1s"
"COUNTER=0"
}
else
{
"DELTA3=(1 / (cnst9*4) ) - p30/2000000"
"COUNTER=d21*cnst9*2+0.5"
}
p3:f2 phO
dl3 UNBLKGRAD
# ifdef WATER
pl6:gpl
dle fg=0 :f1l
# else
pl6:gpl
dle
# endif
d12 pll:fl
pl phl
di3s
pl9:gp2
dle
DELTA1
p3:£2 ph3
4u pl23:£2
if "cnst9 == 0"
{

H W N
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4u
}
else
{
4u
6 DELTA3
(p30 phb) :f2
DELTA3
lo to 6 times COUNTER
}
p2 phé
if "cnst9 == 0"
{
4u
}
else
{
4u
7 DELTA3
(p30 phb) :f2
DELTA3
lo to 7 times COUNTER
}
do
p2 ph2
d0 pl2:£f2
p3:f2 ph4
p2 phl
DELTAL
pl9:gp2
dle pll2:£f2
dl13 BLKGRAD
go=2 ph31l cpd2:£f2
dll do:f2 mc #0 to 2 F1lPH(ip4 & ip29, id0)
exit
ph0=0
phl=0
ph2=0
ph3=0 2
ph4=0
ph5=1
ph6=0 01 1 2 2 3 3
ph29=0
ph31=0 2 2 0
;pll fl channel - power level for pulse (default)
;pl2 f2 channel - power level for pulse (default)
;pl9 f1l channel - power level for presaturation
;pll2: f2 channel - power level for CPD/BB decoupling
;pl23: £3 channel - power level for 13C CPMG pulse
;pl fl channel - 90 degree high power pulse
;P2 fl channel - 180 degree high power pulse
;p3 £f2 channel - 90 degree high power pulse
;p30: £2 channel - 180 degree pulse at pl23 (CPMG block) [60 usec]
;pl6: homospoil/gradient pulse

[1 msec]
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;pl9: gradient pulse 2 [500 usec]
;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]
;dl : relaxation delay; 1-5 * T1

;d2 ¢ 1/ (2J)XH [3.6 ms]
;d11l: delay for disk I/O [30 msec]
;dl2: delay for power switching [20 usec]
;d13: short delay [4 usec]
;dl6: delay for homospoil/gradient recovery

;d21: length of mixing time per CPMG block [1/2 T] [10 - 20 ms]
;cnst2: = J(XH)

;cnst9: RF-field for CPMG block [Hz] [0 - 500]
;cnst20: chemical shift of residual Water peak (in ppm) [4.7 ppm]
;infl: 1/SW(X) = 2 * DW(X)

;in0: 1/(2 * SW(X)) = DW(X)

;nd0: 2

;NS: 8 * n

;DS: 16

;tdl: number of experiments
;FnMODE: States-TPPI
;cpd2: decoupling according to sequence defined by cpdprg?2
;pcpd2: f2 channel - 90 degree pulse for decoupling sequence
;for z-only gradients:
;gpzl: 10%
;gpz2: 40%
;use gradient files:
;gpnaml: SMSQ10.100
;gpnam2: SMSQ10.100
;preprocessor-flags-start
;WATER: for optional Watersupression start experiment with
; option -DWATER (eda: ZGOPTNS)
;preprocessor-flags-end
;$Id: hmgcphpr,v 1.5 2009/07/02 16:40:44 ber Exp $

stddiffesgp.3.tb

;avance-version (11/01/24)

;pseudo 2D sequence

; for saturation transfer difference

;with shaped pulse train for saturation on f2 channel
;alternating between on and off resonance

; to be defined by fg2list

;with spoil sequence to destoy unwanted magnetization

;water suppression using excitation sculpting with gradients
;with spinlock to suppress protein signals

; (use parameterset STDDIFFESGP.3)

;M. Mayer & B. Meyer, Angew. Chem. Int. Ed. 38, 1784-1788 (1999)
;M. Mayer & B. Meyer, Angew. Chem. 111, 1902-1906 (1999).
;T.-L. Hwang & A.J. Shaka, J. Magn. Reson.,

; Series A 112 275-279 (1995)

; SCLASS=HighRes

; $SDIM=2D

; STYPE=

; $SUBTYPE=

; SCOMMENT=

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

#include <Delay.incl>

define list<frequency> stdlist=<S$FQ2LIST>

"p2=pl*2"
"dl2=20u"

"d11=30m"

"p29=d29"

"pd2=d42"

"15=d20/p42"
"d31=p42*15"
"DELTAl=d1-d31"
"TAU=de+pl*2/3.1416+50u"
"nbl=tdl"

"acqgt0=0"

baseopt_echo

1 ze
3m stdlist:£f2 st0
6m
6m
4 dl1
6m
5 50u UNBLKGRAD
4u pll0:f1
(p17 ph2)
(p17*2 ph3)
4u
p30:gpl
10m pll:fl
4u BLKGRAD
DELTAL
6 (p42:sp9 phé) :£2
4u
lo to 6 times 15
pl phl
4u pl29:f1
(p29 phb)

50u UNBLKGRAD
pl6:gp2

dlée plO:fl
(p40:spl0 ph6:r) : £l
4u

dl2 pll:f1l

p2 ph7

4u

pl6:gp2

dle

TAU

pl6:gp3

dlée plO:fl
(p40:spl0 ph8:r) : £l
4u

dl2z pll:f1l

p2 ph9

pl6:gp3
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dle
4u
gos
3m
3m
lo
3m
3m
lo
dll
3m
3m
lo

exit

phl=0
ph2=0
ph3=1
ph4=0
ph5=1
ph6=0
ph7=2
ph8=0
ph9=2
ph31l=

;pl0
;pll
;pl2
;pll0
;pl29
;sp9
;spl0
ipl
ip2
;plé6:
;pl7:
;p29:
;p30:
;p40:
;P42:
;dl
;dll:
;dl2:
;dl6:
;d20:
;d29:
;d31:
;d42:
;14:
;15:
;NS:
;DS:
;tdl:
;NBL:

BLKGRAD

cnp ph31l
stdlist.inc
stdlist:f2 st
to 3 times nbl
ippl ippb5 ipp6 ipp7 ipp8 ipp9 ipp3l
stdlist.res

to 4 times ns
wr #0

rppall

zd

to 5 times 14

2
111111133333333
011

233

0001111

2223333

02202002

ow
fl channel - power level for pulse (default)
£f2 channel - power level for pulse (default)
: f1 channel - power level for TOCSY-spinlock
: f1 channel - power level for trim pulse
£f2 channel - shaped pulse for saturation
: f1 channel - shaped pulse 180 degree
fl channel - 90 degree high power pulse
fl channel - 180 degree high power pulse
homospoil/gradient pulse
fl channel - trim pulse
f1l channel - trim pulse
gradient pulse
fl channel - 180 degree shaped pulse (Squal00.1000)
£f2 channel - shaped pulse for saturation
relaxation delay; 1-5 * T1
delay for disk I/O
delay for power switching
delay for homospoil/gradient recovery
saturation time
spinlock time
saturation time as executed

shaped pulse

[120 dB]

[40 - 60 dB]

[2.5 msec]
[3 msec]
[2 msec]
[50 msec]
[30 msec]

[20 usec]

[10 - 50 msec]

14 = number of averages = (total number of scans) / NS

loop for saturation: p42 * 15 = saturation time
8 * n

4

number of experiments

NBL = number of irradiation frequencies

;define FQ2LIST (irradiation frequencies)
(list has to be stored in "/u/exp/stan/nmr/lists/f1"

’
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;use gradient ratio: gp 1 : gp 2 : gp 3
; 40 31 : 11
;for z-only gradients:

;gpzl: 40%

;gpz2: 31%

;gpz3: 11%

;use gradient files:

;gpnaml: SMSQ10.100

;gpnam2: SMSQ10.100

;gpnam3: SMSQ10.100

;this pulse program produces a ser-file (PARMOD = 2D)

;The STD experiment is protected by international patents owned by:
;Alepharma Licensing, Raamfeld 67, 22397 Hamburg, Germany.

;For commercial use (direct or indirect) please contact the company for
;licensing information at:

;E-mail: info@alepharma-licensing.com,

;Fax: +49 4060847812,

;Tel: +49 1701685158 or +49 1712788867.

;$Id: stddiffesgp.3,v 1.9.2.1 2011/01/24 15:49:24 ber Exp $

stdmetrhmqcph.tb

;avance-version (09/04/17)

; STD-Methyl-TROSY HMQC with optional Water supression

;2D H-1/X correlation via heteronuclear zero and double quantum
; coherence

;phase sensitive

;with decoupling during acquisition

;recording no saturation and saturation interleaved

;V. Tugarinov, P.W. Hwang, J.E. Ollerenshaw & L.E. Kay,

; J. Magn. Reson. 125, 10420-10428 (2003)
; SCLASS=HighRes

; $SDIM=2D

; STYPE=

; SSUBTYPE=

; SCOMMENT=

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

#include <Delay.incl>

"p2=pl*2n
"d2=1s/ (cnst2*2)"
"d11=30m"

"d12=20u"

"d13=4u"

"14=d20/pa2"
"d31=p42*14"
"d21=4u*14"

"d0=3u"

"in0=infl/2"
"DELTAl1=d2-p19-d16-d13"
"DELTA2=d1-d31-d21-4u"
"10=1"
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2 dl1 do:f2
3 4u pl2:f2

if "10 %2 == 1"
{
dl
}
else
{
DELTA2 fg=cnst2l (bf ppm) :fl

4 (p42:sp9 phb) : fl
4u
lo to 4 times 14
4u
}
p3:£2 ph0

dl3 UNBLKGRAD
# ifdef WATER
4u
pl6:gpl
4u fg=cnst20 (bf ppm) :fl
dlé plO:fl
(pll:spl phb:r):fl
# else
4u
pl6:gpl
dle
# endif
4u fg=0 :f1
dl2 pll:fl
pl phl
di3
pl9:gp2
die
DELTAL
p3:£2 ph3
do
p2 ph2
do
p3:f2 ph4
DELTA1
pl9:gp2
dle pll2:£f2
dl13 BLKGRAD
go=2 ph31l cpd2:£f2
dll do:f2 mc #0 to 2
F1I(iu0, 2)
F1PH (calph(ph3, +90) & calph(ph29, +90), caldel(d0, +in0))

exit

ph0=0

phl=0

ph2=0

ph3=0 2
ph4=0 0 2 2
phb5=2

ph6=0
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ph29=0
ph31=0 2 2 0

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl2 : f2 channel - power level for pulse (default)
;pl9 : fl channel - power level for presaturation
;pll2: f2 channel - power level for CPD/BB decoupling
;spl : f1 channel - shaped pulse 90 degree

;sp9 : f2 channel - shaped pulse for saturation [40 - 60 dB]
;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse

;P2 : f1 channel - 180 degree high power pulse

;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse

;pll : f1 channel - 90 degree shaped pulse (Squal00.1000) [1 msec]
;pl6 : homospoil/gradient pulse [1 msec]

;pl9 : gradient pulse 2 [500 usec]
;p42: £2 channel - shaped pulse for saturation [50 msec]
;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]

;dl : relaxation delay; 1-5 * T1

;d2 @ 1/ (2J)XH [3.6 ms]
;dll: delay for disk I/O [30 msec]
;dl2: delay for power switching [20 usec]
;d13: short delay [4 usec]
;dl6: delay for homospoil/gradient recovery

;d20: saturation time

;d31: saturation time as executed

;14: loop for saturation: p42 * 14 = saturation time

;cnst2: = J(XH)

;cnst20: chemical shift of residual Water peak (in ppm) [4.7 ppm]
;cnst2l: chemical shift for saturation (in ppm)

;infl: 1/SW(X) = 2 * DW(X)

7in0: 1/(2 * SW(X)) = DW(X)

;nd0: 2

;NS: 4 * n

;DS: 16

;tdl: total number of experiments
; = number of experiments for each 2D * 2
; FnMODE: States-TPPI, TPPI, States or QSEQ
;cpd2: decoupling according to sequence defined by cpdprg2
;pcpd2: f£2 channel - 90 degree pulse for decoupling sequence
;for z-only gradients:
;gpzl: 30%
;gpz2: 40%
;use gradient files:
;gpnaml: SMSQ10.100
;gpnam2: SMSQ10.100
;preprocessor—-flags-start
;WATER: for optional Watersupression start experiment with
; option -DWATER (eda: ZGOPTNS)
;preprocessor-flags-end
;$Id: hmgcphpr,v 1.5 2009/07/02 16:40:44 ber Exp $
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7.3

NMR-Experimente

7.3.1 Zuordnungtabelle von [U-2H,*C,N]-GTA

Tabelle 7.5: Chemische Verschiebung der Signale im 'H,N-BEST-TROSY-HSQC Spektrum
von [U-2H,BC,5N]-GTA bei 800 MHz. Probe enthielt 500 uM GTA in NMR-Puffer I. Angegeben

sind die Zuordnungen bzw. die Spinsysteme und die dazugehorige chemische Verschiebung.

. . . lHN 15NH . . . lHN 15NH
Aminosdure/Spinsystem [ppm]  [ppm] Aminosdure/Spinsystem [ppm]  [ppm]
591leH 59IleN 8585 120447 {156)H[313] {156!N[314] 9.712 113.071
60GlyH 60GIyN 8702 114.023| ({157)H[315] {157}N[316] 7.028 113.015
61GluH 61GIuN 8362 121.812| {158}H[317] {I58)N[318] 6.877 110.787
157AlaH  157AlaN 8468 117.218| {159}H[319]  {159}N[320] 7.539 110.849
158AlaH  158AlaN  7.976 119.309| {160}H[321] {160}N[322] 6.646 111.741
159ValH  159ValN  7.020 120.715| {161}JH[323] {161)N[324] 8.744 124.766
161ArgH  161ArgN 8431 121.412| {162JH[325] {162}N[326] 8.327 120.051
162ValH  162ValN  7.629 122.767| {164JH[329] {164)N[330] 7.427 113.657
163ThrH  163ThrN  8.631 122.063| {165}H[331] {165}N[332] 8.916 122.234
164LeuH  164LeuN 8525 128.089| {166)H[333] {166IN[334] 6.881 111.902
165GlyH  165GlyN  8.669 107.878| {167JH[335]  {167}N[336] 7.560 120.530
166ThrH  166ThrN 8296 115.022| {168}H[337] {168}N[338] 8.141 120.611
167GlyH  167GIyN  9.165 115.068| {169/H[339]  {169}N[340] 7.935 121.499
168ArgH  168ArgN  7.606 118.996| {170}H[341] {170}N[342] 8348 122.954
169GInH  169GInN 8454 119.459| {171JH[343] {171)N[344] 10.061 126.627
170LeuH  170LeuN 8701 123.663| {172)H[345] {172}N[346] 10.252 129.757
239SerH 239SerN  7.731 116.770| {173}/H[347] {173]N[348] 6.661 110.671
240SerH 240SerN 8719 118.668| {174JH[349] {174)N[350] 6.878 112.976
{1}H[1] {1IN[2] 8360 119.523| {175}H[351] {175}N[352] 6.865 122.035
{21H[3] 2IN[4] 8.161 119.593| {176}H[353] {176}N[354] 8.401 124.940
{4}H[7] [4IN[8] 7.431 121.958| {177)H[355] {177}N[356] 7.824 123.455
{5}H[9] (5IN[10] 8.084 118.951| {178}H[357] ({178}N[358] 8.467 111.856
{6}H[11] [6IN[12] 9.071 133.275| {179/H[359] {179})N[360] 9.160 121.970
{7VH[13] [7IN[14] 7984 119.841| {180}H[361] {IS8O}N[362] 8.712 114.855
{81H[15] [8IN[16] 8532 118.328| {181JH[363] {I81)N[364] 9.288 123.500
{9}H[17] {9IN[18] 8.040 125.140| {182JH[365] {182)N[366] 8.381 116.854
{10}H[19]  {10}N[20] 6.991 112.982| {183}H[367] {I83}N[368] 7.825 119.771
(11}H[21]  {11)N[22] 8.056 117.316| {184}H[369] {I84}N[370] 9.140 115.992
[12JH[23]  {12)N[24] 8.011 124.266| {185}H[371] {I85}N[372] 7.656 120.599
(13JH[25]  {13]N[26] 7.832 113.190| {186}H[373] {186}N[374] 8.603 118.234
(141H[27]  {14)N[28] 7.135 117.259| {187}H[375] {187}N[376] 7.720 112.177
{15}H[29]  {15)N[30] 7.388 117.242| {188}H[377] {188}N[378] 7.815 119.259
[16/H[31]  {16)N[32] 8232 124.409| {1891H[379] {I189}N[380] 9.299 125.488
(17VH[33]  {17)N[34] 6.601 113.345| {190}H[381] {I190}N[382] 7.704 109.844
[181H[35]  {I18]N[36] 7.946 115.078| {191}H[383] {191}N[384] 8.082 120.229
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{19}H[37]
{20}H[39]
21}H[41]
{22}H[43]
{23}H[45]
{24} H[47]
{25}H[49]
[26}H[51]
[27VH[53]
{28}H[55]
{29}H[57]
{30}H[59]
{311H[61]
{32}H[63]
{33}H[65]
{34}H[67]
{35}H[69]
{36}H[71]
{36}H[91]
{37VH[73]
{38}H[75]
{39VH[77]
{40}H[79]
[411H[81]
142
{44
{
{
{
{
{

H[83]
HI[87]
45)H[89]
46}H[92]
47}H[94]
48YH[96]
49JH[98]

}
}
}
}
}
}
}
}

{50}H[100]
{51}H[102]
{52}H[104]
{53}H[106]
{54}H[108]
{56}H[112]
{57VH[114]
{58}H[116]
{59}H[118]
{60}H[120]
{61}H[122]
{62)H[124]
{63}H[126]
{64}H[128]

50
51
52
53
54

(50)N[101]
{51}IN[103]
{52}N[105]
{53)N[107]
{54}N[109]
{56}N[113]
{57IN[115]
{58}N[117]
{59IN[119]
{60}N[121]
{61IN[123]
{62}N[125]
[63IN[127]
{64}N[129]

7.363
8.497
8.021
8.192
7.991
7.863
7.062
8.849
8.059
7.141
6.910
8.535
8.523
7.421
7.672
7.398
9.560
6.897
7.595
9.882
8.480
7.524
9.452
9.951
7.743
7.589
8.209
8.302
9.324
7.025

10.003

7.641
7.590
6.880
6.808
8.715
8.483
6.844
8.023
8.457
7.672
9.029
9.446
8.281
7.026

111.998
124.892
111.565
115.113
131.202
104.513
109.803
134.557
126.176
113.054
114.038
114.819
126.619
110.443
118.365
114.456
121.664
113.320
113.319
128.335
115.749
111.904
119.176
124.202
117.519
109.730
115.910
116.942
121.639
114.038
114.880
111.990
118.001
120.989
110.514
119.020
117.043
113.444
109.295
121.394
115.253
135.538
117.083
119.725
114.715

{192}N[386]
{193}N[388]
{194}N[390]
{195}N[392]
{196}N[394]
{197}N[396]
{198}N[398]
{199}N[400]
{201}N[404]
{202}N[406]
{203}N[408]
{204}N[410]
{205}N[412]
{206}N[414]
{207}N[416]
{208}N[418]
{209}N[420]
{210}N[422]
(211}N[424]
[212)N[426]
{213}N[428]
{214}N[430]
{215}N[432]
[216}N[434]
{217}N[436]
{218}N[438]
{219}N[440]
{220}N[442]
{221}N[444]
{222}N[446]
{223}N[448]
{224}N[450]
{225}N[452]
[226}N[454]
{227}N[456]
{228}N[458]
{229}N[460]
[230}N[462]
{231}N[464]
[232}N[466]
{233}N[468]
[234}N[470]
{235}N[472]
[236}N[474]
{238}N[478]

8.022
8.291
8.138
6.801
7.994
8.276
8.014
7.111
7.756
7.626
7.752
6.848
7.301
8.445
8.505
8.122
7.562
7.978
8.740
7.874
8.282
7.915
7.099
8.766
8.984
8.956
7.437
9.579
8.430
7.565
9.403
8.082
6.703
7.707
8.598
7.640
7.768
8.013
6.808

10.493

7.805
7.908
9.278
8.314
7.964

119.763
124.862
115.597
110.811
111.516
117.959
123.647
118.213
123.974
114.339
113.054
115.980
117.615
124.908
123.099
114.623
117.596
125.726
122.926
120.805
125.870
104.123
113.218
108.151
124.858
123.735
114.447
121.207
115.176
111.595
119.963
116.687
121.452
111.193
115.588
112.963
114.038
116.260
109.887
109.451
115.449
129.192
123.007
124.306
114.714
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{65}H[130]
{66}H[132]
{67VH[134]
{68}H[136]
{69VH[138]
{70}H[140]
{72VH[144]
{73}H[146]
{74}H[148]
{75VH[150]
{76}H[152]
{77VH[154]
{78}H[156]
{79YH[158]
{80}H[160]
{82}H[164]
{84}H[168]
{85}H[170]
{86}H[172]
{87)VH[174]
{88}H[176]
{89VH[178]
{90}H[180]
{91}H[182]
{92}H[184]
{93}H[186]
{94}H[188]
{95}H[190]
{96}H[192]
{97VH[194]
{98}H[196]
{99}H[198]
{100}H[201]
{101}H[203]
{102}H[205]
{103}H[207]
{104}H[209]
{106}H[213]
{107}H[215]
{108}H[217]
{109}H[219]
{110}H[221]
{111}H[223]
{112}H[225]
{113}H[227]

224

{65}N[131]
{66}N[133]
{67}N[135]
{68}N[137]
{69}N[139]
{70}N[141]
{72}N[145]
{73IN[147]
{74}N[149]
{75}N[151]
{76}N[153]
{77}N[155]
{78}N[157]
{79}N[159]
{80}N[161]
{82}N[165]
{84}N[169]
{85}N[171]
{86}N[173]
{87}N[175]
{88}N[177]
{89IN[179]
{90}N[181]
{91}N[183]
{92}N[185]
{93IN[187]
{94}N[189]
{95}N[191]
{96}N[193]
{97}N[195]
{98}N[197]
{991N[199]
{100}N[202]
{101}N[204]
{102}N[206]
{103}N[208]
{104}N[210]
{106}
{107}
{108}
{109}
{110}
{111}
{112}
{113}

Z
N
—
S
[las)

108}N[218]
109
110}N[222]
111
112}N[226]
113

7.617
7.032
7.824
8.060
9.508
7.072
6.790
7.362
7.300
6.764
6.903
9.019
8.594
9.174
8.432
9.414
8.446
8.094
8.383
7.217
7.356
9.048
6.830
8.155
7.925
8.953
7.750
8.381
7.765
8.921
6.780
8.111
6.912
8.198
7.520
7.384
7.923
8.444
6.808
8.066
7.298
7.653
7.039
7.661
8.332

116.092
111.967
121.840
115.106
130.517
122.787
111.967
117.658
110.736
121.452
112.268
128.316
113.246
124.632
120.538
123.028
122.588
121.691
114.109
112.315
119.240
123.958
110.935
117.896
119.311
115.537
120.730
117.912
119.363
122.566
113.098
119.499
112.960
109.954
112.975
122.200
112.285
118.589
114.443
124.447
111.696
114.038
116.600
123.003
125.162

[239}H[479]
{240}H[481]
[241}H[483]
{242}H[485]
[243}H[487]
{244}H[489]
[245}H[491]
{246}H[493]
[247VH[495]
{248}H[497]
{249}H[499]
{250}H[501]
{251}H[503]
{252}H[505]
{253}H[507]
{254}H[509]
{255}H[511]
{257}H[515]
{259}H[519]
{260}H[521]
{261}H[523]
[262}H[525]
{263}H[527]
{264}H[529]
{265}H[531]
[266}H[533]
{267}H[535]
[268}H[537]
{270}H[541]
{271}H[543]
(272}H[545]
[273}H[547]
(274}H[549]
[275VH[551]
{276}H[553]
[277VH[555]
{278}H[557]
[279}H[559]
{280}H[561]
[281}H[563]
{283}H[567]
[284}H[569]
{285}H[571]
[286}H[573]
{287}H[575]

{239}N[480]
{240}N[482]
{241}N[484]
{242}N[486]
{243}N[488]
{244}N[490]
{245}N[492]
{246}N[494]
{247)N[496]
{248}N[498]
{249}N[500]
{250}N[502]
{251}N[504]
{252}N[506]
{253}N[508]
{254}N[510]
{255IN[512]
{257}N[516]
{259}N[520]
[260IN[522]
{261}N[524]
{262}N[526]
{263}N[528]
{264}N[530]
{265}N[532]
[266}N[534]
{267}N[536]
{268}N[538]
{270IN[542]
[271)N[544]
{272IN[546]
[273}N[548]
{274}N[550]
{275}N[552]
{276}N[554]
{277)N[556]
{278}N[558]
{279IN[560]
{280}N[562]
{281}N[564]
{283}N[568]
{284}N[570]
{285}N[572]
{286}N[574]
{287}N[576]

7.477
8.163
8.916
8.277
6.716
8.659
7.885
7.617
6.976
8.580
8.511
8.348
7.691
8.828
7.496
8.422
6.824
10.292
9.363
6.712
8.961
6.569
7.368
8.599
6.806
8.251
9.431
8.200
7.954
8.953
8.309
7.677
8.370
7.841
7.778
8.168
7.683
7.909
6.701
7.866
7.331
7.468
7.119
7.354
6.938

112.005
109.836
115.763
117.393
110.696
121.179
113.956
115.588
112.041
121.261
115.116
126.653
123.767
119.755
120.595
127.974
112.000
126.990
129.272
111.775
123.158
118.863
110.948
114.833
122.378
121.358
123.754
120.225
106.543
124.779
120.464
109.827
124.670
123.647
118.449
121.779
119.502
124.000
115.087
120.106
134.077
132.992
133.817
134.822
133.947
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{114}H[229]
{115}H[231]
{116}H[233]
{117}H[235]
{118}H[237]
{119}H][239]
{120}H[241]
{121}H[243]
{122}H][245]
{123}H[247]
{124}H][249]
{125}H[251]
{126}H[253]
{128}H[257]
{129}H[259]
{130}H[261]
{131}H[263]
{132}H][265]
{133}H[267]
{134}H[269]
{135}H[271]
{136}H[273]
{137}H[275]
{138}H[277]
{139}H[279]
{140}H[281]
{141}H[283]
{142} H[285]
{143}H[287]
{144}H[289]
{145}H[291]
{146}H[293]
{148}H[297]
{149}H[299]
{150}H[301]
{151}H[303]
{153}H[307]
{154}H[309]
{155}H[311]

6.613
9.703
8.578
8.600
8.796
7.818
7.594
7.698
8.294
8.188
7177
7.424
9.357
7.906
8.025
8.587
9.204
7.456
7.534
8.031

10.513

8.297
7.715
8.160
7.785
7.600
8.654
9.128
8.526
7.813
6.815
9.079
8.024
8.566
7411
7.575
8.005
7.371
7.321

112.809
116.640
124.861
115.134
125.328
104.498
119.605
110.850
115.421
122.500
112.414
118.319
121.591
117.295
110.621
116.155
122.056
115.791
110.226
118.960
109.723
120.975
113.212
118.682
116.645
112.271
116.526
125.146
113.043
113.750
109.417
128.506
108.761
121.018
111.722
115.022
114.064
111.703
109.465

{436}H[1159]

{288}N[578]
{289}N[580]
{290}N[582]
{291}N[584]
{292}N[586]
{293}N[588]
{296)N[592]
{297}N[594]
{298}N[596]
{299}N[598]
{300}N[600]
{316)N[632]
{317}N[634]
{318}N[636]
{319}N[638]
{320}N[640]
{321}N[642]
{332N[664]
{333}N[666]
{335}N[670]
{337}N[674]
{338}N[676]
{339}N[678]
{340}N[680]
{341}N[682]
{342}N[684]
{343}N[686]
{344)N[688]
{345}N[690]
{348}N[696]
{368}N[736]
{374}N[748]
{378}N[756]
{379IN[758]
{380}N[760]
{393}N[786]
{405}N[810]
{423}N[846]

{436}N[1160]

7.682
7.139
7.185
6.700
7.781
7.493
8.639
8.391
7.814
8.248
8.677
6.959
6.968
6.847
6.970
6.910
7.633
9.476
8.315
8.202
8.477
7.592
8.281
6.934
6.986
6.878
6.891
8.162
8.104
8.183
8.076
8.028
8.216
8.035
7.997
8.574
8.394
7.564
7.003

133.527
134.637
133.755
132.967
133.338
133.995
122.793
125.464
122.152
121.883
120.558
113.455
112.617
112.327
113.819
114.610
121.474
117.210
117.957
121.473
119.396
123.694
125.327
111.989
112.091
111.594
113.078
120.648
119.438
120.179
125.245
123.227
120.962
120.145
120.441
124.810
123.791
112.587
113.212
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7.3.2 'H,®C-methyl-TROSY-Spektren von Met-GTB wihrend UDP- und

HDis-Titration
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Abbildung 7.1: UDP-Titration von Met-GTB. Eine 220 uM Met-GTB (1)-Probe in NMR-Puffer
III wurde schrittweise mit UDP versetzt. Die 'H,3C-methyl-TROSY-Spektren zeigen die

schrittweise Anderung der chemischen Verschiebung induziert durch UDP-Bindung. Die

jeweiligen UDP-Konzentrationen sind in den einzelnen Spektren angegeben.
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Abbildung 7.2: HDis-Titration von UDP-gesittigter Met-GTB. Eine 290 uM Met-GTB (3)-Probe
mit 6,1 mM UDP in NMR-Puffer III wurde schrittweise mit HDis-O-Methyl versetzt. Die 'H,3C-

methyl-TROSY-Spektren zeigen die schrittweise Anderung der chemischen Verschiebung

induziert durch HDis-Bindung. Die jeweiligen HDis-O-Methyl-Konzentrationen sind in den

einzelnen Spektren angegeben.
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7.3.3 Spektren der Met-GTB Mutanten
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Abbildung 7.3: Uberlagerung von H,3C methyl-TROSY Spektren von Wildtyp Met-GTB
(dunkelgriin) mit Met-M142A-GTB (gelb). Proben befanden sich in NMR-Puffer III. Die
Konzentration von Met-GTB-Probe betrug 220 uM, von Met-M142A-GTB 133 pM.
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Abbildung 7.4: Uberlagerung von 'H,3C methyl-TROSY Spektren von Wildtyp Met-GTB
(dunkelgriin) mit Met-M189V-GTB (gelb). Proben befanden sich in NMR-Puffer III. Die
Konzentration von Met-GTB-Probe betrug 220 uM, von Met-M189A-GTB 70 uM.
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Abbildung 7.5: Uberlagerung von 'H,°C methyl-TROSY Spektren von Wildtyp Met-GTB

(dunkelgriin) mit Met-GTA (gelb). Proben befanden sich in NMR-Puffer III. Die Konzentration

von Met-GTB-Probe betrug 220 uM, von Met-GTA 100 uM.
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Abbildung 7.6: Uberlagerung von 'H,°C methyl-TROSY Spektren von Wildtyp Met-GTB
(dunkelgriin) mit Met-M191A-GTB (gelb) und mit UDP-gesittigter Met-M191A-GTB (rot).
Proben befanden sich in NMR-Puffer III. Die Konzentration von Met-GTB-Probe betrug 220 uM,

von Met-M191A-GTB 100 uM und von UDP 6 mM.
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Abbildung 7.7: Uberlagerung von 'H,°C methyl-TROSY Spektren von Wildtyp Met-GTB
(dunkelgriin) mit Met-M288A-GTB (gelb) und mit UDP-gesittigter Met-M288A-GTB (rot).
Proben befanden sich in NMR-Puffer III. Die Konzentration von Met-GTB-Probe betrug 220 pM,
von Met-M288A-GTB 14 pM und von UDP 6 mM.

230



Anhang

7.34 HMQC-NOESY-Spektren von Met-GTB
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Abbildung 7.8: 1H,3C-methyl-TROSY-Spektrum (griin) und HMCQ-NOESY-Spektrum von
verschiedenen Praparationen. Die Mischzeit im HMQC-NOESY Spektrum betrug 500 ms. (A)
Dargestellt ist eine 350 uM Met-GTB-Probe in NMR-Puffer III. (B) Dargestellt ist eine 350 uM
Met-GTB-Probe mit 6 mM UDP in NMR-Puffer III. (C) Dargestellt ist eine 290 uM Met-GTB-Probe
mit 6,1 mM UDP und 852 uM HDis in NMR-Puffer III. (D) Dargestellt ist eine 150 uM Met-
M186A-GTB-Probe in NMR-Puffer III.
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7.3.5 Spektren der V184A-, V212I- und V351A-GTA Mutanten
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Abbildung 7.9: Uberlagerung von 'H,3C methyl-TROSY Spektren von Wildtyp-GTA
(dunkelgriin), mit (A) V184I- (gelb) und V212A- (rot) bzw. (B) V3511-GTA (hellgriin). Alle
Proben befanden sich in NMR-Puffer III. Die Konzentration von ILV-GTA betrug 250 uM, von V-
V184I-GTA 250 uM, von V-V212A- 220 pM und von LV-V3511-GTA 350 uM.
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7.3.6 Spektren der 1231V-1330V-, I509V-P-Dimer-Mutanten
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Abbildung 7.10: ﬁberlagerﬁng von 1H,13C methyl-TROSY Spektren von Wildtyp P-Dimeren
(dunkelgriin), mit (A) 1231V- (griin), (B) I330V- (gelb) und (C) I509V-P-Dimeren (rot). Alle
Proben befanden sich in NMR-Puffer IV. Die Konzentration von IV-P-Dimeren betrug 200 uM,
von I-1231V-P-Dimeren 200 puM, von I-I330V-P-Dimeren 250 uM und von I-I509V-P-Dimeren
100 pM.
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7.3.7 CPMG-RD-Messungen mit Ile-GTA

lle-GTA lle-GTA + UDP lle-GTA + UDP + HDis
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Verms [H2] Temp [°C] Ve [H2]

Abbildung 7.11: Einfluss der UDP und HDis-Bindung auf Relaxations-Dispersions-Profile
von Signalen der Ile-GTA. CPMG-RD-Experimente wurden mit Ile-GTA an einem 500 MHz
(griin) und 700 MHz (gelb) Spektrometer bei 298 K, 290 K und 283 K mit CPMG-Feldstiarken von
50-500 Hz durchgefiihrt. Gezeigt sind RD-Profile von (A) Signal 1, (B) Signal 2, (C) Signal 5 und
(D) Signal 6 ohne Substrate (links), mit UDP (mittig) und mit UDP und HDis (rechts).
Experimente wurden in Doppelbestimmung durchgefiihrt, aufser bei 290 K in Anwesenheit von
UDP und HDis. Fehlerbalken entsprechen Standardabweichung der Doppelbestimmungen.
Auswertung erfolgte mit GUARDD (Kleckner and Foster, 2011).
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lle-GTA lle-GTA + UDP lle-GTA + UDP + HDis
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Abbildung 7.12: Einfluss der UDP und HDis-Bindung auf Relaxations-Dispersions-Profile
von Signalen der Ile-GTA. CPMG-RD-Experimente wurden mit Ile-GTA an einem 500 MHz
(griin) und 700 MHz (gelb) Spektrometer bei 298 K, 290 K und 283 K mit CPMG-Feldstiarken von
50-500 Hz durchgefiihrt. Gezeigt sind RD-Profile von (A) Signal 1, (B) Signal 2, (C) Signal 5 und
(D) Signal 6 ohne Substrate (links), mit UDP (mittig) und mit UDP und HDis (rechts).
Experimente wurden in Doppelbestimmung durchgefiihrt, aufler bei 290 K in Anwesenheit von
UDP und HDis. Fehlerbalken entsprechen Standardabweichung der Doppelbestimmungen.
Auswertung erfolgte mit GUARDD (Kleckner and Foster, 2011).
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7.3.8 CPMG-RD-Messungen mit Met-GTB

Met-GTB Met-GTB + UDP Met-GTB + UDP + HDis
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Abbildung 7.13: Einfluss der UDP und HDis-Bindung auf Relaxations-Dispersions-Profile

von Signalen der Met-GTB. CPMG-RD-Experimente wurden mit Met-GTB an einem 500 MHz
(griin) und 700 MHz (gelb) Spektrometer bei 298 K, 293 K und 288 K mit CPMG-Feldstiarken von
50-500 Hz durchgefiihrt. Gezeigt sind RD-Profile von (A) M63/M69 (1), (B) M288 (2), (C) M189
(8), (D) M214 (9) und (E) M142 (10) ohne Substrate (links), mit UDP (mittig) und mit UDP und
HDis (rechts). Experimente wurden in Doppelbestimmung durchgefiihrt, abgesehen von
Experimenten am 700 MHz-Spektrometer bei 288 K und in Anwesenheit von UDP und HDis.

Fehlerbalken entsprechen Standardabweichung der Doppelbestimmungen. Auswertung erfolgte
mit GUARDD (Kleckner and Foster, 2011).
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7.3.9 CPMG-RD-Messungen mit P-Dimeren

IV-P-Dimer IV-P-Dimer + 6 mM Fucose IV-P-Dimer + 160 mM Fucose
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IV-P-Dimer + 6 mM Fucose IV-P-Dimer + 160 mM Fucose
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IV-P-Dimer + 6 mM Fucose |V-P-Dimer + 160 mM Fucose
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IV-P-Dimer

IV-P-Dimer + 6 mM Fucose |V-P-Dimer + 160 mM Fucose
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IV-P-Dimer + 6 mM Fucose |V-P-Dimer + 160 mM Fucose
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IV-P-Dimer + 6 mM Fucose [V-P-Dimer + 160 mM Fucose
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IV-P-Dimer + 6 mM Fucose [V-P-Dimer + 160 mM Fucose
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IV-P-Dimer IV-P-Dimer + 6 mM Fucose [V-P-Dimer + 160 mM Fucose
Val 125
40 °
230 0+|*nno+.i °°u°ﬂ°°n°u °=‘ e o ..
I S R AR R D B R
mzoin'.o-*“o{»- R {}+’
10
Vval 129 °
40
E3o
= L] o o o L
:} +--0' : :' oouﬂ: 30: ° o .n ::
'120::::?3.{.3 I ::;H:!;--
10

0
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
v [Hz] v [Hz] v [Hz]

CPMG CPMG CPMG

Abbildung 7.14: Einfluss der Fucose-Bindung auf Relaxations-Dispersions-Profile von IV-P-
Dimeren. CPMG-RD-Experimente wurden mit IV-P-Dimeren an einem 500 MHz Spektrometer
bei 298 K (blau), 290 K (griin) und 283 K (rot) mit CPMG-Feldstirken von 50-500 Hz
durchgefiihrt. Gezeigt sind RD-Profile ohne Substrate (links), mit 6 mM Fucose (mittig) und mit
160 mM Fucose (rechts). Die Nummern entsprechen einer internen Nummerierung, keiner
Zuordnung. Abbildung 7.15 zeigt Lokalisation der Signale im 'H,'*C-methyl-TROSY-Spektrum.
Experimente wurden in Doppelbestimmung durchgefiihrt, aufler Experimente bei 283 K in
Anwesenheit von 6 mM Fucose und Messungen bei 290 K und 283 K in Anwesenheit von 160 mM
Fucose. Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung der Doppelbestimmung.

Auswertung erfolgte mit GUARDD (Kleckner and Foster, 2011).
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Abbildung 7.15: 'H,*C-methyl-TROSY-Spektrum von IV-P-Dimeren. Dargestellt ist H,3C-
methyl-TROSY-Spektrum von 200 pM IV-P-Dimer (2) in NMR-Puffer IV mit interner

Signalnummerierung. Mit * gekennzeichnete Signale sind Artefakte.

7.3.10 Rohdaten zu inversen STD-NMR Experimenten

Tabelle 7.6: Rohdaten zur Sattigng bei 5,91 ppm

Kontrolle ohne Ligand

ILV-GTA gesittigt mit UDP-Gal

Nr Intensitit Intensitit RIR A(RIR)|Intensitit Intensitit RIR A(RIR)
Referenz ~ Sittigung Referenz  Sittigung

1 24929.4 23273.6 6.64 1.06| 30915.9 29387.5 4.94 1.12

2 28457.2 25988.1 8.68 0.91| 324934 29584.2 8.95 1.02
1123 38667.4 36049.9 6.77 0.68| 26815.1 242939 9.40 1.23
1192 33495.8 329044 1.77 0.83|| 28654.4 26030.1 9.16 1.15
5 61652.1 59469.3  3.54 0.44| 57625.1 55852.3 3.08 0.61
6 25860.0 24620.8 4.79 1.05| 32520.8 30671.1 5.69 1.05
7 62123.2 59540.2 4.16 0.44| 620714 59548.0 4.07 0.56

8 21795.9 197654  9.32 1.18| 20462.8 19446.0 4.97 1.69

9 30174.5 277341  8.09 0.87| 31364.7 289436 7.72 1.07
10 18847.0 171545 8.98 1.37| 23290.6 22039.1 5.37 1.48
11 9833.5 10030.6  -2.00 2.94| 15901.7 15588.8 1.97 2.24
12 48627.3 467421 3.88 0.56| 37898.2 374524 1.18 0.95
13 111879.0 109831.0 1.83 0.25| 87830.8 87837.5 -0.01 0.41
14 284374 26908.5 5.38 0.95| 248284 25416.1 -2.37 1.50
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15 55269.8 54480.2 1.43 0.51 64038.5 62510.2 2.39 0.55
16 32175.1 29820.0 7.32 0.82 36955.1 34441.0 6.80 0.92
17 15502.9 15695.8 -1.24 1.85 14779.5 14389.9 2.64 2.39
18 55537.1 53166.5 4.27 0.49 50396.7 47959.3 4.84 0.69
V351 22897.5 23187.5 -1.27 1.26 30134.3 29285.5 2.82 1.17
20 127579.0 127254.0 0.25 0.22 39784.2 398154 -0.08 0.91
21 45797.2 44376.7  3.10 0.60 43912.6 42514.4 3.18 0.80
22 23026.1 217934 5.35 1.17| 41231.1 39048.4 5.29 0.84
23 33209.2 31863.0 4.05 0.82 34119.7 333109 2.37 1.04
24 13390.7 12217.2  8.76 1.94 16220.1 15743.1 2.94 2.18
25 69641.9 67416.3  3.20 0.39 39211.4 37804.3 3.59 0.89
26 21834.2 20526.3  5.99 1.22 31901.7 30936.8 3.02 1.11
27 44774.9 43200.2 3.52 0.61 50033.9 48192.7 3.68 0.70
28 20623.0 19881.7  3.59 1.33 29594.9 28868.8 2.45 1.20
29 27439.0 266725 2.79 1.01 38880.6 38415.6 1.20 0.92
30 33158.6 31066.1 6.31 0.80 37717.7 35728.8 5.27 0.91
31 23922.3 23269.2  2.73 1.15 22039.5 21208.1 3.77 1.59
32 12697.0 118009 7.06 2.08 11414.7 12087.6 -5.90 3.37
33 49483.6 471427 4.73 0.55 54843.9 52869.0 3.60 0.64
34 64804.1 63207.8  2.46 0.43 85314.5 83950.1 1.60 0.42
35 20626.0 20434.7  0.93 1.36 13173.6 12103.8 8.12 2.54
36 14612.5 136248 6.76 1.81 20944.4 19992.1 4.55 1.66
37 13408.3 12041.0 10.20 1.90 224194 21382.5 4.63 1.55
38 15900.7 15374.1 3.31 1.73 24270.2 22749.0 6.27 1.40
39 29786.7 277514  6.83 0.89 31036.0 297352 4.19 1.12
40 15446.5 15087.6  2.32 1.80 22694.2 21781.8 4.02 1.54
41 48839.2 46508.6 4.77 0.55 39499.8 37771.7 4.37 0.88
42 13938.6 13352.7 4.20 1.95 22023.2 21050.1 4.42 1.58
43 33381.9 324757 271 0.83 40451.2 40568.4 -0.29 0.90
44 83700.2 82071.3 1.95 0.33 81768.5 80631.8 1.39 0.44
45 18109.7 16725.6  7.64 1.45 27433.6 26149.0 4.68 1.26
46 49316.8 48162.5 2.34 0.56 55426.2 54663.6 1.38 0.65
47 30089.8 297112 1.26 0.93 41471.9 40314.0 2.79 0.85
48 58841.9 56946.3 3.22 047 55957.1 55771.2  0.33 0.65
49 39604.8 37899.8 431 0.69 36661.7 35655.3 2.75 0.96
50 30979.6 30428.1 1.78 0.90 35081.2 33309.8 5.05 0.98
51 25606.1 245227 4.23 1.06 25954 .4 249159 4.00 1.34
52 32349.8 29956.5 7.40 0.81 33392.9 32235.8 3.47 1.05
53 24278.3 233999 3.62 1.13 25515.0 24354.3 4.55 1.36
54 44035.4 40648.3 7.69 0.60 42945.4 41429.8 3.53 0.82
55 40312.2 39765.0 1.36 0.69 49866.2 493544 1.03 0.72
56 22840.2 222743 248 1.21 21695.8 21379.5 1.46 1.65
57 27346.7 265458 2.93 1.01 20579.9 19973.2 295 1.71
58 56143.0 53664.2 4.42 0.48 44087.0 42255.3 4.15 0.79
59 27161.2 25459.3  6.27 0.98 29530.2 270249 8.48 1.13
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Anhang

60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94

Leu266 (1)
96
97
98
99

100
101
102
Leu266 (2)
104

32707.3
35777 .4
14831.6
23022.5
38249.6
23807.3
20348.9
28042.2
20992.8
30161.7
29494.2
22187.7
28362.8
19139.0
39109.4
33903.3
34771.9
24036.9
43143.2
51139.3
14317.0
63668.2
27403.9
17361.6
39552.2
12241.0
28202.7
28770.3
23090.7
66410.2
27221.5
23833.2
30888.9
13495.4
16587.1
29017.3
26353.7
16228.4
16049.9
23169.6
21797.0
213212.0
13795.9
30571.1
33146.7

30771.6
35792.5
13149.2
20724.6
36590.7
23064.7
18892.9
26652.5
20099.8
29004.7
28271.1
21200.4
27071.2
18380.0
38141.3
32639.4
33362.2
22973.6
41068.6
50261.2
14205.2
62423.8
25622.9
17412.6
38015.5
11904.8
26637.6
27440.3
22550.4
64158.6
26503.2
23930.2
28736.6
12887.2
16251.6
28668.6
24259.0
16353.8
15951.8
22087.0
21049.1
208729.0
13417.1
29311.5
31263.9

5.92
-0.04
11.34

9.98

4.34

3.12

7.16

4.96

4.25

3.84

4.15

4.45

4.55

3.97

2.48

3.73

4.05

4.42

4.81

1.72

0.78

1.95

6.50
-0.29

3.89

2.75

5.55

4.62

2.34

3.39

2.64
-0.41

6.97

451

2.02

1.20

7.95
-0.77

0.61

4.67

3.43

2.10

2.75

4.12

5.68

0.82
0.79
1.70
1.11
0.71
1.16
1.30
0.96
1.30
0.91
0.92
1.22
0.96
1.43
0.71
0.81
0.78
1.13
0.63
0.55
1.97
0.44
0.97
1.64
0.69
2.26
0.95
0.94
1.20
0.41
1.02
1.20
0.86
2.01
1.68
0.97
0.99
1.76
1.76
1.17
1.26
0.13
2.00
0.89
0.81

36192.9
48213.1
16729.1
26864.0
24619.6
29761.8
25219.9
32526.0
25138.0
37027.9
37038.5
13185.8
29415.6
29419.9
21272.4
18062.5
40167.7
28337.9
48631.4
30283.2
19203.5
67484.7
22832.9
18729.7
41841.0
11125.6
26186.2
28257.5

8438.3
33158.5
39087.3
15898.3
30484.0
22849.1
259229
16019.4
35067.8
21517.0
21299.0
27468.8
26533.3
64439.5
17941.9
12733.7
29690.6

34258.0
47674.2
16909.1
23975.1
23563.7
28787.4
24118.5
30818.6
23937.2
36605.8
35732.1
13357.3
28077.3
28606.5
21125.6
18607.3
38268.7
27605.6
46593.7
29537.3
19127.0
66630.7
21805.5
17437.7
40814.0
11528.7
24583.5
26543.8

8381.3
33149.7
38010.9
15991.9
29106.9
21552.0
24630.5
16090.4
34474.7
21871.5
20380.7
26561.2
25364.4
62834.8
17814.7
12840.5
28341.2

5.35
1.12
-1.08
10.75
4.29
3.27
4.37
5.25
4.78
1.14
3.53
-1.30
4.55
2.76
0.69
-3.02
4.73
2.58
4.19
2.46
0.40
1.27
4.50
6.90
245
-3.62
6.12
6.06
0.68
0.03
2.75
-0.59
4.52
5.68
4.99
-0.44
1.69
-1.65
4.31
3.30
441
2.49
0.71
-0.84
4.54

0.95
0.75
2.20
1.21
1.41
1.18
1.38
1.06
1.38
0.97
0.95
2.79
1.18
1.20
1.70
2.07
0.86
1.25
0.72
1.17
1.89
0.53
1.52
1.81
0.85
3.38
1.30
1.21
4.28
1.10
0.90
2.30
1.14
1.50
1.33
2.28
1.02
1.72
1.63
1.28
1.31
0.55
2.01
2.88
1.17

249



Anhang

105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
V184
118
119
120
121

21049.5
46908.9
14193.4
18749.2

8073.2
28270.7
19880.9
62415.1
63994.1
24034.5
36382.1
37929.4

20071.3
42267.1
13551.9
17940.5

7895.7
26966.3
19925.0
60453.3
62042.5
22210.6
35155.4
35706.0

4.65
9.90
4.52
4.31
2.20
4.61
-0.22
3.14
3.05
7.59
3.37
5.86

1.29
0.55
1.91
1.45
3.44
0.96
1.43
0.44
0.43
1.09
0.75
0.70

23533.9
49083.1
22155.1
20900.6
10184.2
27354.1
29332.0
51718.4
63540.4
47678.9
36008.3
44300.4
12536.4
24206.0
21065.4
23444.2
24611.2

23486.4
44306.7
21672.0
20709.6
10367.0
27173.4
27675.1
50419.6
60060.1
44104.1
34034.5
41869.7
10565.5
21521.2
21121.7
23209.9
23782.6

0.20
9.73
2.18
0.91
-1.79
0.66
5.65
2.51
5.48
7.50
5.48
5.49
15.72
11.09
-0.27
1.00
3.37

1.54
0.67
1.61
1.72
3.63
1.32
1.17
0.69
0.54
0.71
0.95
0.78
245
1.34
1.73
1.53
1.43

Tabelle 7.7: Rohdaten zur Sattigng bei 5,56 ppm

Kontrolle ohne Ligand

ILV-GTA gesittigt mit UDP-Gal

250

Nr Intensitit Intensitit RIR A(RIR) || Intensitit Intensitit RIR A(RIR)
Referenz Sittigung Referenz  Sittigung
1 27888.6 25484.1 8.62 1.00 27268.1 26037.2 451 0.93
2 30711.6 27622.1 10.06 0.90 27285.5 25978.0  4.79 0.93
1123 43502.6 39863.3 8.37 0.64 23396.0 20801.5 11.09 1.01
1192 37703.7 35831.4 4.97 0.77 21332.7 20011.7  6.19 1.17
5 67850.9 65728.0 3.13 0.44 47360.9 466122 158 0.55
6 29218.2 26640.0 8.82 0.95 27568.6 26216.5  4.90 0.92
7 67297.1 63419.8 5.76 0.43 55649.1 533437 4.14 0.46
8 23971.5 22068.7 7.94 1.17 17949.2 16211.0  9.68 1.34
9 33902.7 30832.4 9.06 0.82 27710.2 25526.8  7.88 0.89
10 20088.9 19015.6 5.34 1.44 19951.2 19546.5  2.03 1.31
11 12075.6 10632.1 11.95 2.23 13805.7 13350.0  3.30 1.87
12 52462.8 49838.0 5.00 0.55 32478.6 314800 3.07 0.79
13 126821.0  124122.0 213 0.24 76280.7 76345.0 -0.08 0.35
14 31382.9 29617.9 5.62 0.92 22045.3 20931.0  5.05 1.15
15 64451.9 63228.4 1.90 0.46 55077.1 53982.7  1.99 0.47
16 35654.1 32137.8 9.86 0.77 30439.9 284154  6.65 0.82
17 17851.3 17128.6 4.05 1.64 11763.9 10403.2 11.57  2.00
18 62032.5 60146.4 3.04 0.48 45136.9 43327.0  4.01 0.57
V351 25549.3 25378.9 0.67 1.19 25006.0 24266.6  2.96 1.03
20 139643.0  138038.0 1.15 0.22 28898.9 27986.7  3.16 0.89
21 53137.9 50764.5 4.47 0.55 38889.8 38311.3  1.49 0.67
22 26680.7  25298.9 5.18 1.09 35310.6 333884 544 0.71
23 36187.8 33386.7 7.74 0.78 29330.2 27468.3  6.35 0.85



Anhang

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

14037.1
76207 .4
23684.0
51467.8
24009.5
30915.1
38086.1
27012.9
13856.3
54588.2
73759.9
24469.6
15798.3
15882.9
17632.1
32509.9
17215.8
51457.6
16790.2
35841.8
91889.9
20460.1
58583.7
33070.5
63828.6
43805.7
35189.3
27740.3
34797.2
26104.1
48264.8
44738.3
26001.2
29665.7
61499.5
29608.9
36469.9
41570.2
16142.3
24628.7
41754.6
28395.4
23881.1
33203.8
231134

14272.2
73558.2
23066.9
49577.8
22492.8
28618.5
35692.2
26191.3
13922.1
52159.7
71529.5
22528.0
14843.7
13523.3
17510.1
31571.3
16450.6
49679.2
15714.5
36144.1
89753.2
20102.5
56313.6
31123.0
61811.4
41910.5
33954.9
26910.0
32257.1
25091.7
43701.8
42834.0
24871.1
28336.2
58287.4
26340.6
34421.8
40116.2
15302.8
22527.1
39391.2
26556.3
22326.9
31302.0
22481.2

-1.67
3.48
2.61
3.67
6.32
7.43
6.29
3.04

-0.47
4.45
3.02
7.93
6.04

14.86
0.69
2.89
4.44
3.46
6.41

-0.84
2.33
1.75
3.87
5.89
3.16
4.33
3.51
2.99
7.30
3.88
9.45
4.26
4.35
4.48
5.22

11.04
5.62
3.50
5.20
8.53
5.66
6.48
6.51
5.73
2.74

2.21
0.39
1.26
0.57
1.19
0.92
0.75
1.10
2.21
0.53
0.40
1.15
1.82
1.64
1.72
0.91
1.70
0.57
1.70
0.86
0.32
1.47
0.50
0.87
0.46
0.67
0.84
1.07
0.81
1.12
0.57
0.65
1.12
0.98
0.47
0.92
0.79
0.71
1.79
1.14
0.69
1.01
1.20
0.87
1.29

13874.2
29744.2
27644.5
42717.2
27351.9
35190.2
33501.0
18601.3

8628.8
46948.2
75337.8

8639.2
17182.4
19731.0
20354.1
27103.0
205454
31816.6
19153.3
33928.0
71137.8
23879.4
49221.7
36435.3
48558.7
31221.1
28348.8
211971
30586.8
22028.8
38579.2
43918.4
17986.6
15455.9
38228.6
24898.6
30528.6
41957 .4
14210.9
22457.7
21299.2
26164.4
20783.4
28522.3
20162.6

13566.1
29142.2
26648.4
40646.7
25808.7
34066.6
31169.0
17772.8

8563.5
44777 4
73906.4

8389.1
16873.4
18727.6
19585.3
26270.0
20283.2
30852.7
18296.3
33318.4
69762.1
22946.5
47697.1
35344.9
47160.1
30304.5
28434.8
20114.8
29759.2
21365.8
36345.0
42905.0
16612.4
14394.3
36562.3
23607.3
29483.9
40697.0
13792.6
21239.8
20111.2
25126.8
20423.2
27000.1
19362.4

2.22
2.02
3.60
4.85
5.64
3.19
6.96
4.45
0.76
4.62
1.90
2.90
1.80
5.09
3.78
3.07
1.28
3.03
4.47
1.80
1.93
3.91
3.10
2.99
2.88
2.94
-0.30
5.11
2.71
3.01
5.79
2.31
7.64
6.87
4.36
5.19
3.42
3.00
2.94
5.42
5.58
3.97
1.73
5.34
3.97

1.88
0.88
0.93
0.59
0.92
0.73
0.74
1.37
3.06
0.54
0.35
2.99
1.52
1.28
1.26
0.95
1.28
0.81
1.33
0.77
0.37
1.07
0.52
0.71
0.53
0.83
0.94
1.19
0.85
1.17
0.65
0.59
1.37
1.61
0.67
1.01
0.84
0.62
1.82
1.12
1.18
0.98
1.26
0.88
1.27

251



Anhang

69 33376.4 31886.2 4.46 0.87 32773.4 32261.2 1.56 0.80
70 33528.6 32049.5 441 0.87 32457.2 31814.2 1.98 0.80
71 24428.9 23624.1 3.29 1.21 9249.8 9682.5 -4.68 3.01
72 31462.9 29439.7 6.43 0.91 25443.6 23852.3  6.25 0.98
73 20572.6 19953.7 3.01 1.44 25716.5 24580.8  4.42 0.99
74 42602.6 42039.3 1.32 0.71 17165.6 16871.2 1.72 1.52
75 36428.2 35525.1 2.48 0.82 13229.4 13968.1  -5.58 2.12
76 37501.8 36290.9 3.23 0.79 36613.6 34696.8  5.24 0.69
77 27474.6 25599.8 6.82 1.04 24747.8 235732  4.75 1.03
78 472724 44572.8 5.71 0.61 42789.6 41243.1 3.61 0.60
79 56813.2 55078.3 3.05 0.52 24305.7 23330.8  4.01 1.05
80 15174.2 15556.4 -2.52 2.06 16569.0 16078.5  2.96 1.56
81 70684.1 68125.9 3.62 0.42 56434.4 551142 234 0.46
82 30116.5 27607.8 8.33 0.93 18247.7 16847.5 7.67 1.35
83 19813.5 18112.8 8.58 1.41 15119.1 14976.5  0.94 1.74
84 44855.8 44369.4 1.08 0.67 37498.5 36818.5 1.81 0.70
85 14464.4 13573.6 6.16 1.98 8742.4 7508.5 14.11 2.62
86 32222.6 29259.6 9.20 0.86 21682.9 20443.6  5.72 1.16
87 31256.7 30094.9 3.72 0.94 21981.3 21013.6  4.40 1.16
88 26089.5 25472.7 2.36 1.14 5681.8 55450 241 4.57
89 73609.5 71721.1 2.57 0.40 32616.2 33389.3 -2.37 0.84
90 29872.2 28034.8 6.15 0.96 34197.2 32641.7  4.55 0.74
91 28012.7 26872.0 4.07 1.05 13763.9 13620.4 1.04 191
92 34338.6 32558.4 5.18 0.84 26423.9 253144  4.20 0.97
93 16285.2 15261.0 6.29 1.76 19313.6 18930.7  1.98 1.35
94 18432.3 18440.3 -0.04 1.66 22954.6 218234  4.93 1.10
Leu266 (1) 31837.8 31715.7 0.38 0.96 9545.2 9460.5  0.89 277
96 28755.1 26556.3 7.65 0.98 30222.1 29701.3 1.72 0.87
97 17757.0 17989.4 -1.31 1.74 19482.8 19272.2 1.08 1.35
98 17949.9 16534.6 7.88 1.57 17675.3 17265.6  2.32 1.47
99 25584.9 247134 341 1.15 24339.5 23911.1 1.76 1.07
100 24178.5 22336.8 7.62 1.17 215421 21433.0 0.1 1.23
101 234531.0 229894.0 1.98 0.13 57511.6 56399.8 1.93 0.45
102 14666.7 15239.7 -3.91 2.16 15372.3 14400.7  6.32 1.62
Leu266 (2) 33363.5 32819.3 1.63 0.90 8277.5 7627.6 7.85 297
104 35643.0 34330.2 3.68 0.83 26810.3 254799  4.96 0.94
105 23684.5 22365.6 5.57 1.22 18815.5 18348.1 248 1.38
106 51549.6 47264.5 8.31 0.54 42319.8 38990.2 7.87 0.58
107 15279.4 14527.3 4.92 1.90 19052.4 19001.5  0.27 1.39
108 21336.8 18847.9 11.66 1.27 19151.9 173764  9.27 1.26
109 8244.5 9028.6 -9.51 4.05 8835.2 8739.4 1.08 2.98
110 31050.6 29978.9 3.45 0.95 24420.0 23507.7  3.74 1.05
111 22547.3 21330.4 5.40 1.28 25193.6 24941.6 1.00 1.05
112 68972.6 66896.6 3.01 0.43 43369.5 42496.0 2.01 0.60
113 68902.9 66059.8 4.13 0.43 56993.4 54316.0 4.70 0.45

252



Anhang

114 25318.7 23029.7 9.04 1.10 41254.3 378769  8.19 0.59
115 40745.0 38333.5 5.92 0.71 31822.7 31047.9 243 0.82
116 41125.8 38145.0 7.25 0.69 38587.4 375244 275 0.67
V184 9487.4 8974.9 5.40 2.66
118 19143.8 176431  7.84 1.28
119 17819.9 172247  3.34 1.44
120 19221.1 18358.0  4.49 1.32
121 19355.6 183534  5.18 1.31
Tabelle 7.8: Rohdaten zur Sattigng bei 7,87 ppm
Kontrolle ohne Ligand ILV-GTA gesittigt mit UDP-Gal
Nr Intensitit Intensitit RIR A(RIR) | Intensitit Intensitit RIR A(RIR)
Referenz Sittigung Referenz Sittigung

1 22843.8 20764.1 9.10 1.07( 28953.1 26647.8  7.96 1.02
2 26513.7 24604.5 7.20 094 28157.7 271739  3.49 1.10
1123 34414.9 33192.9 3.55 0.75| 24164.8 230842 447 1.27
1192 31000.4 28833.4 6.99 0.81| 164859 15871.1  3.73 1.87
5 55562.4 54730.1 1.50 0.48| 46519.1 45842.3 145 0.68
6 23662.3 21942.4 7.27 1.05] 28311.7 278669  1.57 1.11
7 60072.9 55704.8 7.27 0.42| 59440.5 57432.8  3.38 0.52
8 19589.1 18121.6 7.49 1.27| 17655.5 16995.6  3.74 1.75
9 27358.3 24776.4 9.44 0.89| 28613.8 270455 548 1.06
10 16654.7 16730.5 -0.46 1.62] 21831.8 20784.0  4.80 1.40
11 9095.3 8413.8 7.49 2.74( 142149 132773  6.60 211
12 44807.5 42879.5 4.30 0.57| 32085.6 31665.6  1.31 0.99
13 106552.0  105087.0 1.37 0.25| 82321.3 82144.7  0.21 0.39
14 26824.4 25853.9 3.62 0.97| 21335.0 20283.0 493 1.43
15 48233.0 47845.1 0.80 0.55| 57707.0 57756.7  -0.09 0.56
16 30147.3 27262.6 9.57 0.81| 32460.2 31607.2  2.63 0.96
17 13053.4 13333.2 -2.14 2.10( 10020.8 8558.2 14.60 2.73
18 50146.8 47151.8 5.97 0.50| 49521.3 475764  3.93 0.62
V351 21700.9 21394.5 1.41 1.22] 26751.0 265314  0.82 1.19
20 119456.0  118611.0 0.71 0.22| 243283 236785  2.67 1.28
21 38305.3 36344.8 512 0.67| 42177.0 410349 271 0.74
22 20266.3 19015.4 6.17 1.25( 362455 348052  3.97 0.85
23 30129.1 28692.4 4.77 0.85| 30693.9 296157  3.51 1.01
24 11977.9 11285.1 5.78 2.12| 13005.1 13167.1  -1.25 2.49
25 64847.9 62385.8 3.80 0.40| 25571.5 247942  3.04 1.21
26 19654.4 19022.2 3.22 1.32( 28525.0 281494  1.32 1.11
27 38837.6 37808.4 2.65 0.67| 43459.8 42138.6  3.04 0.71
28 17570.3 16951.5 3.52 1.48( 273753 26417.5  3.50 1.13
29 25975.2 24713.8 4.86 098 35580.1 34769.3  2.28 0.88
30 30491.6 27776.4 8.90 0.80| 33790.6 330455 221 0.93
31 21860.5 21195.4 3.04 1.19] 17264.6 167389  3.04 1.80
32 11149.1 11608.2 -4.12 2.51 8408.0 8075.0  3.96 3.66
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254

33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77

44801.7
57370.4
18586.2
13408.7
10240.6
15022.7
27332.4
13786.8
45182.8
12406.8
29913.1
75881.0
14816.9
41668.0
27345.1
55120.5
36088.4
28019.5
23328.7
30218.7
22353.4
40523.9
38283.3
21377.9
25759.5
51702.2
25702.1
29754.8
32308.7
12507.2
20633.1
34323.0
19727.8
17230.7
23888.0
18146.9
26906.5
26206.4
20240.2
26313.7
16904.5
35354.1
30750.8
32837.9
22445.7

421111
56121.1
17079.3
12946.2
10033.0
14110.5
25767.9
13351.3
43610.2
11828.7
28948.5
74619.1
13871.1
40500.7
27150.1
53090.8
34514.7
27495.8
22953.4
28509.9
20426.3
36990.4
37073.7
19354.7
23906.5
48903.7
23866.7
28238.0
31578.2
11868.2
19349.5
31464.9
19789.1
16396.4
22378.3
18591.5
26154.3
24221.0
19244.5
24764.3
16887.4
34361.5
30415.5
31917.0
22137.6

6.01
2.18
8.11
3.45
2.03
6.07
5.72
3.16
3.48
4.66
3.22
1.66
6.38
2.80
0.71
3.68
4.36
1.87
1.61
5.65
8.62
8.72
3.16
9.46
7.19
541
7.14
5.10
2.26
5.11
6.22
8.33
-0.31
4.84
6.32
-2.45
2.80
7.58
4.92
5.89
0.10
2.81
1.09
2.80
1.37

0.56
0.46
1.33
1.94
2.57
1.68
0.93
1.89
0.57
2.07
0.87
0.35
1.70
0.63
0.98
0.47
0.71
0.94
1.13
0.84
1.10
0.61
0.68
1.14
0.97
0.49
0.97
0.86
0.81
2.04
1.22
0.72
1.37
1.48
1.05
1.52
0.97
0.95
1.26
0.96
1.59
0.74
0.86
0.80
1.18

49069.4
81019.3

8010.0
18131.9
20711.0
21862.4
28162.6
22014.9
32236.0
20322.4
34902.6
73010.1
26003.8
51740.0
39855.6
47193.3
32158.1
32281.2
22105.3
31780.1
22493.4
40451.4
47799.6
15613.1
13713.7
40013.8
24684.2
32281.9
43173.8
14471.5
23963.4
22066.0
26067.0
22912.3
29198.4
18593.9
36146.0
35229.1

8866.2
24750.2
25959.0
12982.8
10227.0
38039.7
25862.1

46990.5
79973.8

8059.1
17848.6
19683.7
21198.3
28593.8
21266.9
30917.1
19094.8
34053.2
72509.6
24112.3
50456.6
39148.8
45732.4
32304.0
31642.6
21643.0
31521.9
22023.1
38615.4
46537 .4
15088.3
13188.2
39890.9
23457.1
30273.8
42065.8
14025.6
22180.5
20512.8
25923.6
20958.2
28536.8
18311.5
34999.8
34076.1

8603.5
24369.6
26858.7
13893.7

9461.3
38116.8
25707.0

4.24
1.29
-0.61
1.56
4.96
3.04
-1.53
3.40
4.09
6.04
243
0.69
7.27
248
1.77
3.10
-0.45
1.98
2.09
0.81
2.09
4.54
2.64
3.36
3.83
0.31
4.97
6.22
2.57
3.08
7.44
7.04
0.55
8.53
2.27
1.52
3.17
3.27
2.96
1.54
-3.47
-7.02
7.49
-0.20
0.60

0.63
0.39
4.02
1.74
1.47
1.42
1.15
1.41
0.95
1.48
0.90
0.44
1.14
0.60
0.79
0.66
1.00
0.97
1.42
1.00
1.39
0.76
0.65
1.98
225
0.80
1.23
0.93
0.72
2.15
1.24
1.35
1.22
1.28
1.07
1.70
0.86
0.88
3.51
1.27
1.28
2.64
2.90
0.84
1.23
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78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
Leu266 (1)
96
97
98
99
100
101
102
Leu266 (2)
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
V184
118
119
120
121

39787.6
49249.1
13166.4
58299.0
249222
16013.3
34611.5
10979.1
25888.1
26956.8
20040.0
59604.2
25256.9
214471
27837.3
12070.7
14825.2
26356.1
23401.9
14272.7
15199.0
212521
19736.5
192621.0
12519.1
26497 .4
29178.2
18549.9
43859.7
13481.8
18193.3
7546.2
24718.3
17952.2
54733.7
60987.1
22355.5
33634.9
34654.7

37415.5
47479.0
13326.0
56193.7
23431.3
15557.4
33097.1
11600.2
24835.7
26225.6
19732.0
57663.7
25063.3
211153
26001.5
11572.5
15150.9
26094.9
22575.1
14189.1
14669.8
20734.9
18589.2
188811.0
11426.7
25606.3
28160.0
18930.0
40795.5
12925.5
17182.9
7791.3
24023.6
16942.1
53415.9
58827.0
21598.1
33051.9
32569.6

5.96
3.59
-1.21
3.61
5.98
2.85
4.38
-5.66
4.07
2.71
1.54
3.26
0.77
1.55
6.59
4.13
-2.20
0.99
3.53
0.59
3.48
2.43
5.81
1.98
8.73
3.36
3.49
-2.05
6.99
4.13
5.55
-3.25
2.81
5.63
241
3.54
3.39
1.73
6.02

0.64
0.53
2.07
0.44
1.01
1.63
0.74
2.58
1.00
0.97
1.32
0.44
1.06
1.23
0.90
2.14
1.85
1.01
1.11
1.87
1.71
1.23
1.28
0.14
1.96
0.98
0.89
1.48
0.57
1.91
1.40
3.68
1.06
1.41
0.48
0.43
1.16
0.79
0.73

43435.8
27579.5
18287.7
55242.1
20978.7
15033.8
39690.9

8572.2
23093.7
20774.8

3375.0
44795.5
36665.0
16317.3
27378.7
20017.8
23521.7
10332.5
32662.5
20368.6
18006.0
25380.4
224442
60971.6
14925.9

7605.6
28371.6
17778.2
44410.7
20988.5
20951.7

9025.9
25185.0
24977.0
43977.3
60791.5
42400.5
34314.5
39346.0

8840.6
17247 4
16488.3
18725.3
16814.3

41612.6
262471
17863.5
53724.0
20233.5
15024.2
38119.0

8857.4
21835.8
20638.9

3789.2
43246.7
35909.7
16046.8
26613.6
19611.9
23373.2
10287.3
32603.4
20189.5
17306.3
24611.7
21612.2
59200.3
14643.6

6518.0
27899.0
16199.4
42084.4
20368.7
19526.6

9069.3
24602.8
24683.9
43323.0
58803.6
40179.0
33011.4
37993.6

8005.3
15716.7
16589.1
17834.6
15368.3

4.20
4.83
2.32
2.75
3.55
0.06
3.96
-3.33
5.45
0.65
-12.27
3.46
2.06
1.66
2.79
2.03
0.63
0.44
0.18
0.88
3.89
3.03
3.71
291
1.89
14.30
1.67
8.88
524
2.95
6.80
-0.48
231
1.17
1.49
3.27
524
3.80
3.44
9.45
8.87
-0.61
4.76
8.60

0.71
1.11
1.71
0.56
1.47
2.13
0.78
3.86
1.31
1.53
10.64
0.69
0.86
1.93
1.14
1.57
1.35
3.09
0.98
1.56
1.71
1.22
1.37
0.51
2.11
3.62
1.11
1.64
0.68
1.48
1.43
3.57
1.24
1.27
0.72
0.51
0.72
0.90
0.79
3.28
1.69
1.95
1.63
1.74
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Tabelle 7.9: Verwendete Rauschintensititen. Zur Bestimmung des Signalrauschens wurden im
Bereich von -2,5 bis -1 ppm in der direkten und im Bereich von 6 bis 14 ppm in der indirekten
Dimension die Intensitdten alle Signale bestimmt. Inoise entspricht der Standardabweichung der

ausgewerteten Signalintensitaten.

Kontrolle ohne Ligand ILV-GTA gesattigt mit UDP-Gal
Sattigungsfrequenz Tnoise,ref Tnoise,sat Tnoiseref Inoise sat
591 ppm 281 272 359 354
5,56 ppm 302 303 263 255
7,87 ppm 266 272 317 314

7.4 SVD-Analyse fiir Titration von ILV-GTA mit UDP-Gal

Abbildung 7.16 zeigt die aus der SVD-Analyse ermittelten Komponenten. Nur die
ersten vier Komponenten besitzen einen Autokorrelationswert grofler als Null und
spiegeln wahrscheinlich Bindungsereignisse wieder. Die Vektroren der ersten beiden
Komponenten zeigen einen gleichmafligen Verlauf. Bei den Komponenten 3 und 4
kommt es zu leichten Unebenheiten in den Vektoren. Um die tatsdachliche Anzahl an
vorkommeneden Bindungsereignissen zu bestimmen, wurden die Daten mit zwei, drei
und vier Komponenten rekonstriuert. In Abbildung 7.17 ist erkennbar, dass die mit vier
Komponenten rekonstruierten Daten etwa den Rohdaten entsprechen. Durch eine
Rekonstruktion mit mehr Konponenten wird nur das Signalrauschen erhoht. Neben
dem freien Zustand des Proteins konnen also drei Bindungsereignisse nachgewiesen
werden. Die mit vier Komponenten rekonstruiert Daten wurden fiir weitere Analysen

genutzt.
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Autocorrelation of vi
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Abbildung 7.16: Ergebnis der SVD-Analyse. (A) Gréle und Autokorrelation der einzelnen

257



Anhang

A Rohdaten zwei Komponenten
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Abbildung 7.17: Rohdaten und rekonstuierten Daten nach SVD-Analyse. Aufgetragen ist die
chemische Verschiebungsdifferenz einzelner Signale in der 'H- bzw. ¥C-Dimension gegen die
UDP-Gal-Konzentration. In (A) ist die gesamte Titration dargestellt. (B) zeigt nur die ersten
Punkte der Titration bis zu einer UDP-Gal-Konzentration von 800 uM. Die Daten zeigen, dass
nur die mit vier Komponenten rekonstuierten Daten den Verlauf der Rohdaten widerspiegeln.

Bei der Nutzung von weniger Komponenten kommt es zu einem Informationsverlust.
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