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1 Einleitung

1 Einleitung

Proteine sind biologische Makromolekiile, die in jeder Zelle zu finden sind und meist
mehr als die Halfte des Trockengewichts ausmachen. Sie sind aus zwanzig
unterschiedlichen Aminosauretypen aufgebaut, deren spezifische Abfolge die
Primarsequenz der Proteine bildet. Somit kommt es bei einer Sequenzlange von 80
Aminosauren zu 20%° verschiedenen Mdoglichkeiten das Protein zu bilden. Diese hohe
Anzahl an méglichen Protein zeigt sich auch in den vielen unterschiedlichen Aufgaben,
wie zum Beispiel den Transport von Metaboliten, das Pumpen von lonen, die Katalyse
von Reaktionen und das Erkennen von Signalstoffen, welche die Proteine je nach
Struktur in der Zelle erfullen. Neben der Primarstruktur gibt es drei weitere
Betrachtungsebenen, um die raumliche Struktur eines Proteins vollstandig zu
beschreiben. Durch die Wechselwirkungen wie Wasserstoffbrickenbindungen
zwischen den einzelnen Aminosauren kommt es zur Sekundarstruktur. Die Interaktion
dieser Sekundarstrukturelemente fuhrt wiederum zu der Tertiarstruktur, welche die
gesamte raumliche Struktur der Proteinkette beschreibt. Wenn ein Protein aus
mehreren Ketten besteht, bezeichnet man die gesamte raumliche Anordnung als

Quartarstruktur.

Proteine sind somit sehr vielfaltig und allgegenwartig. So bestehen unteranderem
Muskeln, Haut, Haare und Gehirn grof3tenteils aus Proteinen und fir die Wissenschaft
ist es essentiell den Aufbau, die Faltung und Dynamik sowie die Funktion der Proteine
zu verstehen. Aus diesem Grund beschaftigen sich seit einiger Zeit viele Studien mit
der Untersuchung von Proteinen und deren Funktion [1-4]. Auch gibt es eine zentrale
Datenbank, in der alle strukturellen Daten aller Proteine gesammelt werden [5].

Viele biophysikalische Studien, die sich mit der Funktion, Struktur und Dynamik von
Proteinen beschéftigen, arbeiten mit Konzentrationen kleiner als 10 g/l [6]. Unter
diesen Bedingungen kommt es nur zu Interaktion zwischen Wassermolekilen und
dem zu untersuchenden Protein [7]. Betrachtet man jetzt aber Proteine in einem
biologischen Kontext, wird klar, dass in Wirklichkeit die intrazellulare Umgebung sehr
inhomogen und voll an Makromolekilen ist. Dabei machen verschiedene
Makromolekile bis zu 40 % des Zellvolumens aus und erreichen eine Konzentration
von bis zu 400 g/l in bakteriellen und 50-200 g/l in eukaryotischen Zellen [8-10]. In

diesem Zusammenhang zeigen einige Studien, dass diese hohen Konzentrationen an
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Makromolekilen einen deutlichen Einfluss auf die Stabilitat, Dynamik und Interaktion
mit anderen Moleklilen des betrachteten Proteins haben kann [11-23]. Diese

Interaktion wird auch als quinare Struktur bezeichnet [24].

1.1 MolecularCr owdi ngfi und Studien in zell @

Schon ab den 1940iger Jahren zeigten verschiedene Experimente, dass die Zugabe

von Polymeren wie Heparin, Hyaluronsdure, Dextran oder Polyethylengykol (PEG)
Proteine aus der Ldsung fallen konnen [25-27]. Der Einfluss der umgebenen
Makromoleklle wurde 1977 von Minton et al. erkannt, als sie die Gelierung von
Hamoglobin bei hoch konzentrierten Losungen beobachteten [28]. 1981 benutzten
Minton und Wil f das erste Mal den Ausdruck
Verdichtung, um den Einfluss hoher Konzentration an Makromolekilen in Losung, wie

es in der Zelle vorkommt, zu beschreiben. Dabei zeigten sie, dass verschiedene
Molekule, obwohl sie nicht an der Reaktion teilnehmen einen Einfluss auf die Aktivitat

der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase haben [29]. Im selben Jahr
postulierten sie eine Theorie bei der nicht nur die Konzentration der reaktiven Spezies
sondern auch hohe Konzentrationen an Molekilen, die nicht an der Reaktion
teiinehmen, einen Einfluss auf die Aktivitdt eines Enzyms haben [30]. Bei dem
sogenannten Aexcluded vol umei@ umgdbéndek t b ¢
Makromolekile so viel Platz, dass fur das untersuchte Protein nur ein reduzierter

Raum zur Verfigung steht und entropisch gunstigere Zustande stabilisiert werden.
Aufgrund dieses verringerten Volumens sind alle Reaktionen mit einer
Volumenanderung von der molekularen Verdichtung beeinflusst. Zimmerman und
Minton fuhrten 1993 Experimente mit Polymeren wie PEG und Dextran durch, um den
fallenden Effekt eines verdichteten Hintergrunds auf das Protein zu zeigen [31]. Des
Weiteren wandten Wills et al. diese Theorie an, um Experimente zu beschreiben, die

den Einfluss von PEG und Dextran auf 23 ribosomale Proteine untersuchten [32].
Minton erweiterte 2000 die Theorie mit einem statistisch-thermodynamisches Modell,

das den stabilisierenden, durch eine hohe Konzentration von inerten Makromolekulen
hervorgerufenen Aexcluded volumefi Effekt au
in Bezug auf Hitzedenaturierung beschreibt [33]. Aul3erdem verdffentlichte er
thermodynamische Modelle, die Wechselwirkungen zwischen einer ungefalteten

Polypeptidkette und einem Hartkugel- bzw. Hartstabmodell beschreiben. Des
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Weiteren wird eine allgemeine thermodynamische Beschreibung des Gleichgewichts
zwischen einem einzigen nativen Zustand und einer Vielzahl von entfalteten oder
teilweise entfalteten Zustdnden eines Proteins vorgestellt. Diese Modelle werden
verwendet, um die Auswirkungen des Aexclude
messbare Konstante fur das Gleichgewicht zwischen nativen und nicht nativen
Konformationen abzuschéatzen [34]. Im Jahr 2008 fassten Zhou, Rivas und Minton die
Ergebnisse in einer allgemeinen statistischen Theorie zusammen, die verschiedene
Formen von Makromolekulen einbezieht und die Moglichkeit bietet n&dherungsweise
die Beitrdge der Volumenbesetzung auf die Stabilitat der Proteinfaltung und
Assoziationsgleichgewichte vorherzusagen [35]. In diesem Review gingen die Autoren
neben dem Aexcluded vol umen Ef fekt auch z
spezifischen Wechselwirkungen zwischen dem betrachteten Protein und den
Crowding Reagenzien, ein. Dabei betonten sie deren Wichtigkeit, konnten diese aber
nicht in die Theorie inkludieren [35]. Christiansen et al. zeigten in ihrer Studie 2013
ebenfalls die Grenzen der Theorien von Minton auf, da bei Konzentrationen von
Crowding Molekulen grof3er als 200 g/l die Ergebnisse von der Linearitdt und somit
von der Theorie abweichen [36]. Die Unvollstandigkeit der Theorie kommt dadurch
zustande, da sie nur eine entropische Erklarungen fur Effekte durch die Crowding
Reagenzien liefert. Nichtsdestotrotz zeigte diese Studie, dass die Modelle, bei deinen
von harten Kugeln als gefaltete und ungefaltete Proteine und harte Stabchen als
synthetischen Polymere ausgegangen wird, thermodynamische und Kkinetische
Experimente mit Dextran und Ficoll gut widerspiegeln. Des Weiteren deutet der
Anstieg der Faltungsgeschwindigkeit und die invariante Entfaltungsgeschwindigkeit
bei Zugabe von Dextran auf eine Stérung des entfalteten Zustandes hin, was gut mit
den Theorien von Minton [33, 34] Ubereinstimmt. AuRerdem liefern Experimente mit
chemischer oder thermischer Entfaltung mit Crowding Reagenzien die gleichen
Ergebnisse, was zeigt, dass der entfaltete Zustand unabhangig von der
Entfaltungsmethode ist [36]. Neben der Anderung der Enfaltungskinetik wird auch der
ungefaltete Zustand selber durch die Crowding Reagenzien beeinflusst, dabei wird
dieser durch Zugabe von Makromolekilen kompakter, da er weniger Raum zur
Verfigung hat. Aus diesem Grund erhdht sich die Stabilitdt des gefalteten Zustandes
[37]. AuBerdem fiihrt die Zugabe von PEG oder Dextran zur Fibrillenbildung von U-
Synuclein [38]. Somit sind Studien mit Crowding Reagenzien essentiell, um durch

Aggregatsbildung ausgeloste Krankheiten wie Alzheimer und Parkinson zu
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untersuchen. Des Weiteren zeigten Akabayov et al. 2013 den Einfluss von
Makromolekillen auf enzymatische Aktivitaiten [39]. Uberdies werden nicht nur
Proteine, sondern auch andere Makromolekile wie Ribonukleinsauren durch die
verdichteten Bedingungen in der Zelle beeinflusst. So zeigten zum Beispiel Dupuis et
al. den Einfluss von PEG auf die Kinetik und Stabilitat der Faltung von RNS [40].
Verschiedene Studien mit synthetischen Polymer en zei gen neben de
volumein Effekt auch nicht spezifische Wech

und den umgebenden Makromolekilen [41, 42].

Neben diesen ausgewéhlten Beispielen fir die Anwendung von synthetischen
Polymeren, um die Zellumgebung zu simulieren, wurden noch viele weitere Studien

gemacht, die hier nicht erwahnt werden.

Studien mit synthetischen Polymeren als Crowding Reagenz geben erste Einblicke auf
den Einfluss der an Makromolekilen reichen Umgebung eines Proteins in der Zelle.
Nichtsdestotrotz, muss man dieses System auf eine biophysiologisch relevantere
Ebene heben, da die Zelle vor allem mit vielen verschiedenen kugelférmigen, meist
geladenen Protein und nicht mit chemisch inerten Polymeren gefullt ist. Proteine und
Polymere unterscheiden sich sowohl in der Form als auch in der Oberflache
(Abbildung 1). Wahrend Polymere in hoher Konzentration ein pordses Netz mit einer
hohen Viskositéat bilden [43], sind kugelformige Proteine kompakter und haben einen
kleineren Effekt auf die makroskopische Viskositéat (Abbildung 1). Aul3erdem fehlt es
den Polymeren an den funktionellen Gruppen der Proteine, welche positiv und negativ
geladen sein kdonnen und untereinander und auch mit dem untersuchten Protein
interagieren konnen. Somit kommt neben der entropischen eine enthalpische

Komponente hinzu.

Abbildung 1: Schematische Darstellung von Proteinen (griin) in unterschiedlicher, verdichteter
Umgebung. Dabei werden als Crowding Reagenzien synthetische Polymere (links) und Proteine
(rechts) dargestellt. Die Abbildung wurde von Wang, Y., Li, C., & Pielak, G. J. (2010). Effects of
proteins on protein diffusion. Journal of the American Chemical Society, 132(27), 9392-9397.
entnommen [44].
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Aus diesem Grund ist es unerlasslich neben Studien mit Polymeren auch Proteine als
Crowding Reagenzien zu verwenden. Eine der ersten Arbeiten zur Untersuchung von
Proteinen in Gegenwart einer hohen Konzentration an anderen Proteinen wurde 1981
von Minton und Wilf durchgefihrt. Dabei wurde Myoglobin bei neutralem pH Wert
durch die Gegenwart von Lysozym, Ribonuklease A oder b-Lactoglobulin dimerisiert
[45]. Der Effekt der Ribonuklease A auf die Dimerisierung von Apomyoglobin wurde
von Zorilla et al. bestatigt. Des Weiteren zeigten sie, dass Apomyoglobin in Gegenwart
von Humanalbumin nicht dimerisiert [46]. Auch Guseman et al. zeigten in ihren Studien
von 2017 und 2018, dass je nach zugegeben Crowding Reagenz die Stabilitat des
betrachteten Systems im Vergleich zu einer Messung in Puffer zu- oder abnimmt [47,
48]. Diese Studien untersuchten die Stabilitat von zwei unterschiedlichen Dimeren der
Streptokokken B1 Doméne des G Proteins in der Gegenwart von Bovines
Serumalbumin (BSA) und Lysozymen und verglichen diese mit Messungen in Puffer
Losungen [47, 48].

Aus diesen Studien wird deutlich, dass es neben den harten, stabilisierenden
Wechselwirkungen [30] ( Aexcl uded volumefi) des zu betre
Umgebung auch weitere Wechselwirkungen, die sogenannten weichen
Wechselwirkungen (engl.: soft interactions) gibt [7, 49]. Diese chemischen
Interaktionen konnen entweder anziehend oder abstof3end sein. Abstol3ende
Wechselwirkungen sind stabilisierend, da sie die harten Interaktionen verstarken. Im
Gegensatz dazu sind die anziehenden Interaktionen destabilisierend [7]. Dieses
Verhalten zeigt sich auch bei der Interaktion mit Urea. Nichtspezifische
Wechselwirkungen mit dem Proteinrtickgrat beginstigen die Exposition von mehr
Oberflache, was zur Entfaltung fihrt. Diese attraktiven Wechselwirkungen haben eine
enthalpische Komponente [50].

Die weichen Interaktionen kommen oft durch die Ladungen der Crowding Reagenzien
und des Testproteins zustande. So kommt es bei gleicher Ladung zu abstoRenden und
bei gegensatzlicher Ladung zu anziehenden Wechselwirkungen. In manchen Fallen
kébnnen aber auch nichtspezifische Wechselwirkungen zwischen Testprotein und
Crowding Reagenz die Interaktion aufgrund der Ladung tberlagern. So zeigten Sarkar
et al., dass die anionischen Proteine aus Escherichia coli (E. coli) eine
destabilisierende Wirkung auf das anionische Protein Chymotrypsin Inhibitor 2 (Cl2)
trotz gleicher Ladung haben [51]. In dieser und weiteren Studien untersuchten Pielak

et al. den Einfluss verschiedener Crowding Reagenzien, sowohl von synthetischen

5
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Polymeren wie PVP40 und Ficoll70 als auch von verschieden Proteinen wie BSA und
Lysozym, auf verschiedene Testproteine. Dabei zeigten sie, dass je nach Crowding
Reagenz die Stabilitat des Testproteins unterschiedlich beeinflusst wird [51-53]. Auch
die Diffusion des Testproteins wird je nach zugebenen Makromolekul unterschiedlich
beeinflusst [44]. Der nachste Schritt, um das zu untersuchende System zell&ahnlicher
zu machen, ist es anstatt nur ein Protein als Crowding Reagenz zu nehmen, wie in der
Zelle, viele verschiedene Makromolekiile zum Testsystem hinzuzufugen.

Fir die Darstellung einer inhomogenen Umgebung wurde in verschieden Studien
Zelllysat verwendet. Phillip et al. bestimmten zum Beispiel unter anderem die
Geschwindigkeitskonstanten kon und kot des TEM1 b-Laktramase-b-Laktamase
Inhibitor Komplexes in HeLa Zelllysat [54]. Eine weitere Untersuchung in Zelllysat
wurde 2013 von Sarkar et al. gemacht [55]. Dabei untersuchten sie den Einfluss
verschiedener E. coli Cytosol Konzentrationen auf die Stabilitdit des Proteins
Chymotrypsin Inhibitor 2 (CI2) und verglichen diesen mit dem von verschiedenen
Crowding Reagenzien auch aus vorherigen Studien [53]. Dabei verwendeten sie
sowohl synthetische Polymere wie PVP40 und Ficoll70 als auch Proteine wie BSA und
Lysozym [55]. Es zeigte sich, dass die synthetischen Polymere aufgrund der harten
Interaktionen einen unterschiedlich starken stabilisierenden Effekt auf CI2 haben,
wahrend das Cytosol sowie die Proteine im Gesamten einen destabilisierenden Effekt

haben.

Wang et al. zeigten bei Messungen im Zelllysat, dass die Mobilitat von Proteinen je
nach Proteinoberflache signifikant und unterschiedlich durch den verdichteten

Zelllysathintergrund beeinflusst wird [56].

Weitere wichtige Aspekte des Einflusses durch die molekulare Verdichtung, vor allem
der Aexcluded volumefndi Effekt, aber auch die

in diesen Reviews zusammen gefasst [57-59].

Aus den genannten Studien wird deutlich, dass die Umgebung des zu untersuchten
Proteins einen signifikanten Einfluss auf die Struktur, Dynamik, Kinetik und Funktion
des Proteins haben kann und in Untersuchungen bertcksichtigt werden muss. Studien
mit synthetischen Polymeren liefern naherungsweise gute Ergebnisse [36], es wird
aber auch deutlich, dass sie mit weiteren Analysen in komplexeren Umgebungen

kombiniert werden mussen, um ein vollstandiges Bild des Proteins oder eines anderen
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Makromolekdls in der Zelle zu erhalten. Des Weiteren missen auch Messungen in der

Zelle durchgefuhrt werden, um alle Aspekte zu betrachten.

Messungen in komplexen Umgebungen sind auf technischer Ebene immer noch eine
Herausforderung, da durch einen vielfaltigen Hintergrund auch vielféltige
Hintergrundsignale zustande kommen. Dennoch wurden einige Studien in vivo

durchgefuhrt.

1.2 Studien in der Zelle

Viele Studien, die eine zellahnliche Umgebung simulieren, zeigen, dass der Einfluss
der Umgebung die Struktur, Funktion, Dynamik und Kinetik eines Proteins signifikant
beeinflussen kann. Somit ist es essentiell auch Studien in der Zelle durchzufuhren. Im
Folgenden sind einige dieser Studien zusammengefasst.

Unter anderem bestimmten in 2001 Ghaemmaghami et al. die Stabilitat des
Modelproteins as-s5s [60]. Dedmon et al. untersuchte das intrinsisch ungeordnete
Protein FIgM in E. coli Zellen. Dabei zeigte sich, dass im Vergleich zu Messungen in
Puffer, das Protein FIgM in E. coli Zellen eine strukturierte Form annimmt [61]. In 2011
veroffentlichten Schlesinger et al. eine Studie, die zeigte, dass die Stabilitat einer
Variante des Proteins L in E. coli Zellen nicht zunimmt und somit nichtspezifische
Wechsel wirkungen mit dem Cytosol dég62.D%excl u
Interaktion mit dem Cytosol der Zelle, der sogenannten quindren Struktur wurde unter
anderem von Monteith et al. nachgewiesen als sie zeigten, dass eine
Oberflachenmutation der B1 Doméane des Proteins G ein zehnfach hoheren
Stabilitatsverlust in E. coli Zellen hervorruft als in Puffer [24]. Des Weiteren zeigte
dieselbe Arbeitsgruppe 2016 die pH Abhéngigkeit der quindren Struktur in der Zelle
[63]. Die Relevanz der quinaren Struktur wurde im Detail von Cohen und Pielak in
einem Review zusammengefasst [64]. Speer et al. bestimmten die Stabilitat des A34F
GB1 Homodimer Komplex in Puffer, E. coli sowie Xenopus laevis Oozyten. Dabei
zeigte sich, dass der Kp Wert fur Messungen im Puffer um den Faktor 4-6 hoher ist,
als fur die Messungen in den verschieden Zellentypen, wobei sich dabei auch deutliche

Unterschiede zeigen [65].

Auch Messungen in Saugetierzellen wurden durchgefiihrt. So zeigten Danielsson et

al., dass sowohl Saugetierzellen als auch bakterielle Zellen die Stabilitat einer Cu/Zn
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Superoxid Dismutase im Vergleich zu der in Puffer herabsetzen. Interessant ist, dass,
wahrend die Schmelztemperatur sinkt, sich die kalte Entfaltung gekoppelt mit einer
verstarkten Warmekapazitatsanderung in den physiologischen Bereich verschiebt. Der
Effekt scheint durch transiente, sequenzspezifische Wechselwirkungen mit den
zellularen Komponenten ausgelost zu werden, die bevorzugt auf das entfaltete
Ensemble wirken. Dies deutet darauf hin, dass der in vivo Einfluss abhangig vom
gesamten System, also des untersuchten Proteins und der Umgebung, ist [65]. Im Jahr
2009 publizierte Sudhaharam et al. eine Studie zu der Interaktion zwischen
RhoGTPase Cdc42 und drei ihrer Effektorproteinen in S&ugetierzellen. Dabei wird
deutlich, dass die Dissoziationskonstante, Ko, um den Faktor 2 geringer wird als in
Puffer [66]. Im Gegensatz dazu zeigte eine Studie von Shi et al., dass sich der Kp-Wert
der Interaktion von Cdc42 mit einem Actinbindenden Gerustprotein in Zebrafisch
Embryos um den Faktor 5 im Vergleich zu dem Wert in Puffer vergréRert [67].

Die genannten Studien machen deutlich, dass auch die Art der Umgebung einen
signifikanten Einfluss auf das zu untersuchende Protein hat und jedes System einzeln
fur sich untersucht werden muss. Nichtsdestotrotz sind Messungen in der Zelle
aufgrund der Lebenszeit und technischen Anforderungen limitiert. Aus diesen Griinden
missen Methoden und Systeme entwickelt werden, die die Zellumgebung gut

wiedergeben und dennoch messtechnisch leichter zuganglich sind.

1.3 Das Protein Cold Shock Protein B aus Bacillus subtilis (BsCspB)

Bakterien im Boden sind zahlreichen Veranderungen der Umgebung wie zum Beispiel
starken Temperaturschwankungen ausgesetzt. Bei einer abrupten Reduktion der
Temperatur von 37 °C zu Temperaturen zwischen 10 °C und 15 °C spricht man von
einem Kalteschock [68]. Wahrend die Expressionsrate der meisten anderen Proteine
herabgesetzt wird, werden in der Akklimatisierungsphase Kalteschockproteine (engl.:
cold schock proteins) intrazellular gebildet [69]. Eines der am besten charakterisierten
Kalteschockproteine ist das Cold Shock Protein B aus Bacillus subtilis (BsCspB).
Dieses Protein ist 67 Aminosauren lang (Abbildung 2 A) und weist eine molare Masse
von M = 7,365 kDa auf. AuRerdem bildet es eine aus funf antiparallelen b-Strangen
aufgebaute Fassstruktur (engl.: b-barrel), hat eine negative Gesamtladung von -5,8

und einen Isoelektrischen Punkt von pl=4,5 (Abbildung 2). Fir diese Studie
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interessant ist, dass 8 der 67 Aminosauren des BsCspB aromatische Aminoséauren

sind, sieben Phenylalanine und ein Tryptophan (Abbildung 2 A).

A B
1 10 20 30 N
MLEGKVWFN SEKGFGFIEV EGQDDVFVHF
40 50 60 Bs
SAIQGEGFKT LEEGQAVSFE IVEGNRGPQA
> >62:63
67
ANVTKEA 85
C

Abbildung 2: Primarsequenz des BsCspB, wobei die Aminoséuren durch den Ein-
Buchstabencode dargestellt sind (A). Schematische Darstellung der der Sekundarstruktur von
BsCspB, wobei die Positionen der finf b-Strange dargestellt sind (B). (B) wurde aus Schindelin,
H., Marahiel, M. A., & Heinemann, U. (1993). Universal nucleic acid-binding domain revealed by
crystal structure of the B. subtilis major cold-shock protein. Nature, 364(6433), 164-168.
entnommen [70].

Des Weiteren besitzen die ¢asges gegdnsitzlichee ge n
Eigenschaften, wobei die Bindestelle fur Nukleotide amphiphil ist und aus
hydrophoben, positiv geladenen, Idsungsmittelexponierten Resten besteht, wahrend

die gegeniberliegende Seite der Bindestelle von negativ geladen Resten bedeckt ist.

Genau betrachtetliegt i n d e r -Sivlinge zwei udealnei eibe hydrophobe Stelle,

die aus der Ami fsowasdgs eins,aen\ABinodaarsen Fb5, F17, V26, F27,

V28 und H2t@ngazevei unfl drei sowie F30 und F38 der Schleife zwischen
b-Strang drei und vier besteht [71]. Diese Stelle wird durch positiv geladene Reste (K7,

K13, D25, H29 und R56) begrenzt, die sich in den Ausstilpungen zweier benachbarter
Schleifen zwiSschegedermi bs iStrésigenzweeund funhid b
befinden [71]. An diese Stelle binden die Nukleinsduren, wobei das 5'-Ende der
Nukl ei ns?2 ur eStrany trei und dam3-Bn d e n 2 h-<&trangazwei liegt

[72].
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Das BsCspB wurde das erste Mal 1992 von Marahiel et al. aufgereinigt, kristallisiert
(PDB ID: 1CSP) (Abbildung 3 A) und charakterisiert [70, 73, 74], wahrend die erste
Struktur in Lésung mittels Kernspinresonanz (engl.: nuclear magnetic resonance,
NMR) Spektroskopie 1993 von Schnuchel et al. aufgenommen wurde (PDB ID: 1NMF)
(Abbildung 3 B) [75]. In Bacillus subtilis sind insgesamt drei Kalteschockproteine
(CspB, CspC und CspD) bekannt, die etwa eine Ubereinstimmung der Sequenz von
70 % aufweisen, wobei das kleine, saure CspB das wichtigste ist [68, 74]. Es weist die
fur die nukleotidbindende Familie der Kalteschockprot e i n e t-kapsstreiktuhagf
und zeigte eine 43 % Ubereinstimmung der Sequenzen mit eukaryotischen DNS-
Bindeproteinen [74, 76]. Diese zeigen eine hohe Bindeaffinitat dem Y-Box Motiv
gegenuber, welches eine ATTGG Kernsequenz aufweist [77]. Das BsCspB weist dem
Y-Box Motiv gegenliber eher eine geringe Affinitat mit einem Ko von Kp = 3,9 uM auf
[78]. Dagegen zeigen Polypyrimidine besonders Polythymidine mit einer Lange von
bis zu sieben Nukleotiden dem BsCspB gegenuber in einer 1:1 Stbchiometrie eine
hohe Affinitat mit Ko-Werten von Kp = 362 nM fur dT6 (Hexathymidin) und Ko = 1,8 nM
fur dT7 (Heptathymidin) [79-81]. Von BsCspB im Komplex wurden einige Strukturen
bestimmt, unter anderem die Kristallstruktur fir BsCspB und dT6 (PDB ID: 2ES2) [71]
(Abbildung 3 C) und die Struktur von BsCspB und dT7 in Losung (PDB ID: 2F52) [80].

A B C

Abbildung 3: Die durch Rontgenstrukturanalyse erhaltene Kristallstruktur (PDB ID: 1CSP) (A),
die mittels NMR-Spektroskopie erhaltene Struktur in Lésung (PDB ID: 1NMF) (B) von BsCspB
und die Kristallstruktur eines BsCspB/dT6 Komplexes (PDB ID: 2F52) (C).

Die oben naher beschriebene Nukleotidbindungsoberflache und der Bindungsmodus
wurden durch Mutationsanalyse und Strukturbestimmung von BsCspB im Komplex mit
Oligonukleotiden bestimmt [71, 78, 80, 82]. Die vorgeschlagene Bindungsoberflache

besteht aus einer hydrophoben Plattform, die durch aromatische und basische Reste
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gebildet wird. Diese Reste (K7, W8, K13, F15, F17, F27, H29, F30 und R56) erwiesen
sich als essentiell fir die enge Bindung des Liganden. Die meisten von ihnen befinden
sich in den Nukleinsaure-Bindungsmotiven RNP-1 (K13 - V20) und RNP-2 (V26 - F30).
Die Seitenketten dieser Reste sind oberflachenexponiert und kdnnen durch
Stapelwechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen mit den Nukleobasen

interagieren.

Betrachtet man die Faltungskinetik und die Stabilitat der Kalteschockproteine zeigt
sich, dass sie alle eine ahnliche Faltungskinetik (kf & 1000 s), aber unterschiedliche
Stabilitaten aufweisen. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass fir die Stabilitat andere
Aminosauren essentiell sind als fur die Faltung der Kéalteschockproteine [83]. Mirny et
al. identifizierten die Aminosauren V8/9, 120/21, V50/51 und V66/67 in fast allen kleinen
Oligonukleotidbindenden Proteinen und vermuteten deshalb, dass diese fur die
Faltung wichtig sind [83]. Flur BsCspB ist dies aber nicht der Fall, da die Sequenz an
diesen Positionen aus den Aminosauren W8/F9, 151/V52 und E66/A67 besteht. Durch
Uberlagerung von 250 Csp Sequenzen zeigte sich, dass die Aminosauren Y6, F9, 118,
V26, V28, 133, L41, V47, F49 und V63 im hydrophoben Kern konserviert sind.
AulRerdem sind die Oberflachen exponierten Aminosauren K7, W8, F15, F17, D25,
F27, H29, F30, F38, K39, R56 und Q59 ebenfalls konserviert und fir die Bindung von
DNS verantwortlich [84]. Die Aminoséuren F15, F17 und F27 sind im BsCspB
zusatzlich auch fur die Stabilitat des Proteins essentiell [85]. Aus diesem Grund ist
auch die Stabilitat des BsCspBs bei der Zugabe von Heptathymidin erhéht [80]. Die
Abhéangigkeit der Stabilitat von der Sequenz in BsCspB wurde des Weiteren durch
Mutationsanalyse untersucht [84, 86, 87].

Betrachten man die Stabilitat und Faltung von BsCspB im Detail zeigt sich, dass es,
wie fur kleine Proteine erwarten, zwei Faltungszustande aufweist [88], wobei der
Faltungsubergang nativ-ahnlich ist [89], die b-Faltblatter schon vollstandig geformt
sind und es zu einer temporaren Interaktion zwischen b-Strang eins und b-Strang zwei
kommt [87]. Aul3erdem zeigt es bei Standardbedingungen sehr schnelle Faltungsraten
von ki =690 s und ku = 36 s [88], wobei die Faltung vollstandig reversibel ist und
eine geringe thermodynamische Stabilitait von etwas G°= 10 kJ/mol [11]. Des
Weiteren ist sowohl die Bindung von DNS als auch die Stabilitat des BsCspB abhé&ngig
von der Salzkonzentration. So ist zum Beispiel bei einer Konzentration von NaCl von

c =1 M keine Bindung mehr moglich [79]. Ein weiteres Beispiel zeigt, dass bei einer
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Konzentration von ¢=0,4M an Kaliumphosphat es zu einer signifikanten

Stabilitatsgewinnung kommt [90].

Zusammengefasst machen die relativ geringe molekulare Masse und die giinstigen
thermodynamischen und kinetischen Eigenschaften das Cold Shock Protein B aus
Bacillus subtilis zu einem idealen Kandidaten fir die Durchfihrung verschiedener

Studien nicht nur in vitro, sondern auch in zellahnlicher Umgebung.
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2 Verwendete Methoden zur Untersuchung von Proteinen

In der Strukturbiologie gibt es verschiedene Methoden wie
Rontgenkristallstrukturanalyse, Fluoreszenz-, NMR- oder Cirkulardichroismus-
Spektroskopie, Kryoelektronenmikroskopie oder Massenspektrometrie [73, 91], um
raumlich aufgeldste Informationen tber Struktur, Dynamik und Funktion eines Proteins

zu erhalten.

In  dieser Arbeit werden fur die Untersuchung von Proteinen die
Rontgenkristallstrukturanalyse, die Massenspektrometrie und  verschiedene
spektroskopische Techniken (Fluoreszenzspektroskopie, UV/Vis Spektroskopie,
NMR-Spektroskopie) verwendet. Bei der Rontgenkristallstrukturanalyse wird der
atomare Aufbau des Kristalls durch Beugung von Rdntgenstrahlung am Kristallgitter
bestimmt, wéhrend bei der Massenspektrometrie die zu untersuchenden Molekile in
die Gasphase gebracht und ionisiert werden. Anschliel3end werden die lonen mittels
eines elektrischen Feldes beschleunigt und nach dem Masse-zu-Ladung-Verhaltnis
m/z sortiert. Die Spektroskopie generell beruht auf der Untersuchung
elektromagnetischer Strahlung, die von der untersuchten Probe emittiert wird
(Emissionsspektroskopie) oder die von der untersuchten Probe absorbiert
beziehungsweise transmittiert wird (Absorptionsspektroskopie). Die verschiedenen
Methoden werden dabei durch den verwendeten spektralen Bereich, die Art der
Wechselwirkung der molekularen Struktur, der Kerne oder Elektronen mit der
elektromagnetischen Strahlung und durch die elektrischen oder magnetischen
Eigenschaften der emittierten und detektieren elektromagnetischen Welle

charakterisiert.

Im Folgenden werden die flr diese Arbeit wichtigsten verwendeten Methoden, die

Fluoreszenzspektroskopie und die NMR-Spektroskopie naher erlautert.

2.1 Fluoreszenzspektroskopie

Um die Fluoreszenzspektroskopie zu beschreiben, missen zunadchst die
grundlegenden Prozesse der Fluoreszenz erlautert werden. Bestrahlt man ein Material
mit Licht kommt es zur Absorption eines Photons und ein Elektron wird aus dem
elektronischen Grundzustand So in einen hoheren Zustand Sn angeregt. Da die
Geschwindigkeiten der Atomkerne im Vergleich zu denen der Elektronen
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vernachlassigbar klein sind und wahrend des Ubergangs als ortsfest angesehen
werden koénnen, sind Ubergange bei denen sich die Kernkoordinate nicht andert,
sogenannte vertikale Molekilibergange deutlich wahrscheinlicher als andere (Franck-
Condon-Prinzip) (Abbildung 4 A) [92]. Auf Grund dessen erfolgt die Anregung meist in
ein hoheres Schwingungsniveau des ersten elektronisch angeregten Zustandes Si
und nicht in den Schwingungsgrundzustand. Aus dem héheren Schwingungsniveau
relaxiert das angeregte Elektron emissionslos in den Schwingungsgrundzustand (IC),
da das Molekul StoRe mit seiner Umgebung erfahrt. In den elektronischen
Grundzustand So geht das Elektron entweder emissionslos Uber die einzelnen
Schwingungsniveaus oder unter spontaner Lichtemission, der sogenannten
Fluoreszenz zurtick. Wegen dem beschriebenen Franck-Condon-Prinzip und der
daraus resultierenden emissionslosen Relaxation aus einem hoheren
Schwingungsniveau in den Schwingungsgrundzustand ist die Fluoreszenz fir alle
Ubergéange auRer dem 0-0 Ubergangs im Vergleich zu der Absorption rotverschoben.

Diese Verschiebung wird als Stokes-Verschiebung bezeichnet [92].

Der Vollstandigkeitshalber muss an dieser Stelle auch der Begriff der Phosphoreszenz
geklart werden.

Das Elektron kann aus dem elektronisch angeregten Singulett Zustand S1 neben der
Relaxation Uber die Schwingungsniveaus oder durch Fluoreszenzemission auch tber
einen Triplett Zustand T1 in den elektronischen Grundzustand tUbergehen. Bei diesem
Ubergang erfolgt eine spontane Lichtemission, welche als Phosphoreszenz
bezeichnet wird. Die Populierung des Triplett Zustandes T1 aus den Singulett Zustand
Stwird als Aintersystem crossingi (1 SC)
Grund ist der Ubergang von S1 zu T1 sowie von T1 zu So deutlich langsamer und man
kann nach der Bestrahlung des Materials die Phosphoreszenz deutlich langer

beobachten als die Fluoreszenz [92].

Die beschriebenen Ubergange werden in einem Jablonski-Diagramm dargestellt
(Abbildung 4 B).
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Strahlungsloser IC ISC
Ubergang S, s, \

Absorption Fluoreszenz

Absorption

So

Fluoreszenz

Phosphoreszenz
Se

Potentielle Energie des Molekiils

Kernabstand R

Abbildung 4: Frank-Condon-Prinzip (A). Bei der Anregung eines Molekils durch Licht erfolgt
eine vertikale Anregung eines Elektrons aus dem elektronischen Grundzustand in ein hoheres
Schwingungsniveau eines elektronisch angeregten Zustandes. Die Relaxation aus den hoheren
Schwingungsniveau in den Schwingungsgrundzustand des elektronisch angeregten Zustands
erfolgt emissionslos. Jablonski-Diagramm (B). Die Phanomene der Fluoreszenz und der
Phosphoreszenz werden verdeutlicht. Das Jablonski Diagramm veranschaulicht die
unterschiedlichen Ubergéange von Elektronen nach Anregung mit Licht, wobei So den
elektronischen Grundzustand, Si: den ersten angeregten Singulett Zustand und Ti den ersten
angeregten Triplett Zustand bezeichnet. Der emissionslose Ubergang aus hoherliegenden
Schwingungszusténden wird als innere Umwandlung (englisch: internal conversion) IC und der
i bergang zwischen Singulett und Triplett bezeichneand al
[92].

Bei der Fluoreszenzspektroskopie wird nun die intrinsische Fluoreszenz der
betrachteten Molekiile angeschaut. Dabei kann bei einer oder verschiedenen
Wellenlangen angeregt werden und je nach betrachtetem Molekll werden
unterschiedliche Fluoreszenzemissionspektren erhalten. Die Detektion der
Fluoreszenz erfolgt im 90 °© Winkel zum Anregungslicht, damit dieses nicht oder

zumindest nur in geringen Teilen detektiert wird.

Bei der Fluoreszenzspektroskopie an Proteinen wird die inh&rente Fluoreszenz der
Indolgruppe der Aminosaure Tryptophan (Trp, W) genutzt, welche ein
Anregungsmaximum  bei einer Wellenlange von &=278nm und ein
Emissionsmaximum bei ungefahr a=320 nm in Abhangigkeit der chemischen
Umgebung des Proteins [93]. Auch die anderen aromatischen Aminoséuren
(Phenylalanin, Tyrosin) zeigen eine Fluoreszenzemission, welche aber im Vergleich
zu der des Tryptophans vernachlassigbar gering ist. Strukturelle Anderungen wie
Proteinfaltung und Interaktionen mit Liganden resultierend in einer Verschiebung des

Fluoreszenzemissionsmaximums und/oder in einer Anderung der
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Fluoreszenzemissionsintensitat und konnen durch diese dargestellt und quantifiziert

werden.

Neben Spektren im Gleichgewicht kénnen auch kinetische Prozesse mittels
Fluoreszenzspektroskopie aufgenommen werden. Dabei wird die
Fluoreszenzemission wahrend einer chemischen Reaktion wie zum Beispiel das
Falten eines Proteins detektiert. Dafiir werden sogenannte Stopped Flow Geréte
benutzt, bei denen mittels eines pneumatischen Systems der Inhalt zweier Spritzen
simultan gemischt wird. Aufgrund der Injektion der Reaktionsmischung in die
Messkammer ergibt sich eine Todzeit von ungefahr einer Millisekunde. Somit sind mit
dieser Methode Reaktionen auf einer Millisekunden bis Sekunden Zeitskala
detektierbar. Fur groRBere Zeitskalen kann ein manuelles Mischen durchgefuhrt

werden.

2.2 NMR-Spektroskopie

Grundlage der NMR-Spektroskopie bildet die Magnetresonanz des Atomkerns. Diese
wurde das erste Mal von Rabi et al. 1938 beschrieben [94]. Ein Atomkern besitzt eine
Kernspinquantenzahl I, die unverénderlich und fir jeden Kern spezifisch ist. Jeder
Kern mit Kernspinquantenzahl | weist einen Drehimpuls mit dem Betrag [I (I + 1)]*2k
auf, besitzt eine Komponente mik des Drehimpulses um eine beliebige Achse und hat
bei einer Kernspinquantenzahl | > 0 ein magnetisches Moment mit konstantem Betrag,
dessen Orientierung von m abhangt, wobei die Orientierung des Kernspins
m=-l,1-1,é ,-l sein kann. Somit kdénnen der Kernspin und damit auch das
magnetische Moment 21 + 1 Orientierungen annehmen. So gilt zum Beispiel fir
Protonen, ®N- und °F-Kerne |=% und der Kernspin dieser Kerne kann zwei
verschiedene Orientierungen annehmen. Fir den 1*N-Kern gilt | = 1 und somit hat der
Kernspin drei verschiedene Orientierungen [92]. Folgendes wird beispielhaft fur | = %2

Kerne erklart.

Interagiert das magnetische Moment u eines Kerns mit einem externen Magnetfeld Bo,
hebt es die Entartung der von der Spinorientierung mi abhéngigen Energien (U u n d
Spins) auf (Abbildung 5). Eine Resonanz tritt auf, wenn der Abstand der
Energieniveaus gleich der Energie der Photonen der elektromagnetischen Strahlung
ist [92].
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Feld aus Feld ein
=-1/2
B m
v
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Abbildung 5: Die Energieniveaus eines Kernspins mit 1 =% aullerhalb und innerhalb eines
Magnetfeldes mit unterschiedlicher Spinorientierung m, [92].

Nun betrachtet man nicht nur einen Kern, sondern wie in einer realen Probe viele
Kerne. Die Magnetisierung dieser Probe ist die Vektorsumme all ihrer magnetischen
Momente. In Abwesenheit eines duReren Magnetfeldes liegen gleichviele U wie b
Spins vor. In Anwesenheit eines auReren Magnetfeldes prazessieren die Spins um die
Richtung des Magnetfeldes und die Energien der U und b Spins sind verschieden
(Abbildung 5). Da das niedrige Energieniveau hoher besetzt ist, als das hdheren
Energieniveau, also mehr U Spins als b Spins vorliegen, kommt es zu einer
makroskopischen Magnetisierung Mo (Nettomagnetisierung). Das bedeutet, dass die
Vektorsumme der aller magnetischen Momente der Kerne ungleich null ist. Diese
makroskopische Magnetisierung prazessiert um die Richtung des Magnetfelds in ihrer
Resonanzfrequenz, der sogenannten Lamor-Frequenz. Die Geschwindigkeit dieser
Préazession ist proportional zur Starke des angelegten Magnetfeldes [92]. In Molektlen
spuren die magnetischen Momente ein lokales Magnetfeld GB (UGB =-0Bo, U:
Abschirmungskonstante), welches sich von dem angelegten Feld unterscheidet.
Dieses induziert einen elektronischen Bahndrehimpuls, also elektronische
Ringstrome, welche an den Kernen ein zusatzliches kleines Magnetfeld erzeugen. Die
Grofe der Ringstrome und somit die Starke des lokalen Magnetfeldes hdngen stark
von der elektronischen Struktur des Molekuls in der Nahe des Kerns ab. Somit besitzen

gleiche Kerne an unterschiedlichen Positionen unterschiedlich  grol3e
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Abschirmungskonstanten und damit auch unterschiedliche Resonanzfrequenzen in

denen sie um das &ulRere Magnetfeld Bo prazessieren [92].

Alle unterschiedlichen Resonanzfrequenzen werden nun fir die NMR-Spektroskopie
mit einen Radiowellenfrequenz Puls angeregt. Das bedeutet im Falle von | = %2 Kerne,
dass von niedrigen in das hohere Energieniveau angeregt wird, also die Orientierung
der U Spins teilweise umgekehrt wird. Fur die makroskopische Magnetisierung Mo
bedeutet dies, dass sie aus der Richtung des Magnetfeldes, der z-Richtung, in die xy-
Ebene ausgelenkt wird und keine Magnetisierung mehr in Richtung des Magnetfeldes
vorhanden ist (Mz = 0) (Abbildung 6) [92].

A MO
\A

y 90° Puls y

elektromagnetische
Strahlung

B, z z

Abbildung 6: Innerhalb eines Magnetfeldes kommt es zu einer makroskopischen
Magnetisierung,damehrU Spins mit SpmmrFet/dasht métuSgi norientier
m; = -1/2 vorliegen. Durch Anregung mittels elektromagentischer Strahlung kommt zu einer

Auslenkung der makroskopischen Magnetisierung in Richtung der xy-Ebene [92].

Nun wird die Rickkehr aller in der Probe enthalten Kerne (gleicher Art) in den
Ausgangszustand in Form des freien Induktionszerfalls (engl.: free induction decay,
FID) aufgezeichnet. Dieser ist eine Uberlagerung aller Resonanzsignale der in der
Probe enthalten Kerne und kann mittels Fourier Transformation in ein NMR Spektrum

transformiert werden Abbildung 7 [92].
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Abbildung 7: Die von den angeregten Atomen ausgesandten Signale werden in Form des freien
Induktionszerfalls (FID) (Zeit Domé&ne) aufgezeichnet und mittels Fourier Transformation in das
NMR Spektrum (Frequenz Doméane) umgewandelt [92].

Das NMR Spektrum zeigt in Abhangigkeit der Resonanzfrequenz der
unterschiedlichen Positionen der Kerne im Molekil unterschiedliche chemische
Verschiebungen, die den unterschiedlichen Positionen zugeordnet werden kénnen.
Somit ist es mittels NMR-Spektroskopie die Struktur von Molekilen in atomarer
Auflésung zu bestimmen. Das erste Mal wurde der NMR Effekt 1946 angewandt um
kleine organische Molekile zu untersuchen [95, 96].

Neben der Untersuchung von kleinen, organischen Molekilen findet die NMR-
Spektroskopie auch Anwendung in der molekularen Biologie. So wurde 1957 von
Saunders et al. das erste Protonenspektrum eines Proteins aufgenommen [97] und
1962 gelang es Kowalsky et al. den gefalteten und ungefalteten Zustand einen
Proteins zu untersuchen [98]. Mit der Entwicklung mehrdimensionalen NMR-
Spektroskopie Methoden, unteranderem der 'H N HSQC und 'H '3C HSQC
(heteronuclear single quantum coherence) Experimente, war eine detaillierte
Untersuchung der Proteinstruktur mittels Zuordnung der Amidprotonen sowie der
kohlenstoffgebundenen Protonen maoglich [99]. Neben der strukturellen Zuordnung ist
es mittels moderner NMR-Spektroskopie Methoden Proteindynamiken auf einer
breiten Zeitskala aufzunehmen (Abbildung 8) [100]. Unteranderem ermoglichen
Messungen der longitudinalen und transversalen Relaxationsraten, R1 und Rz, sowie
des heteronuklearen Overhauser Effekt (hNOE) die Aufzeichnung von lokaler
Bewegung und Diffusion von Proteinen (Abbildung 8). Aul3erdem ist es mittels der

Carr-Purcell-Meiboom-Gill Spin Echo Puls Sequenz moglich die Dispersion der
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2 Verwendete Methoden zur Untersuchung von Proteinen

transversalen Relaxationsrate zu bestimmen und somit Proteinfaltung und konformale

Anderungen des Proteins zu verfolgen (Abbildung 8) [100].

[ Lokale Bewegung ] [ Proteinfaltung ]
[Diffusion in Losu ng] [ Konformale Anderung
I O T I I B
T
15 12 9 6 3 0 3
schnell intermediar langsam

[ Ry, R;, hNOE ] [ R,,, CPMG ][ EchtzeitNMR]

[ IR, Raman ][ Mdﬂbauer] [ Phosphoreszenz]

[ Fluoreszenz ]

Abbildung 8: Logarithmische Zeitskala auf der Proteinprozesse (schwarz) und die
entsprechenden NMR Techniken (rot) eingezeichnet sind. AufBerdem sind komplementéare
Spektroskopie Techniken gezeigt (blau). Die Zeitskala, die zur Verfiigung steht, um Prozesse in
Proteinen mittels NMR-Spektroskopie zu betrachten umfasst mehr als 18 GréRRenordnungen.
Diese kann dabei in langsame (kex L %), intermediare (kex ~@7¥) und schnelle (kex] %)
Prozesse unterteilt werden, wobei kex die Austauschkonstante und g ¥ der Unterschied in der
chemischen Verschiebung zwischen den beiden austauschenden Zustanden sind. Die
Abbildung wurde aus der Publikation von Kovermann et al. von 2016 adaptiert [100].

Somit ist die hochaufgeloste NMR-Spektroskopie eine der leistungsfahigsten
Techniken, um Informationen auf atomarer Ebene zu erhalten [101, 102]. Sie
ermdglicht die Ermittlung exakter Werte fur kinetische und thermodynamische
Parameter wie Faltungs- und Enfaltungsgeschwindigkeitskonstanten, Anderungen der
Enthalpie, gH, Anderungen der spezifischen Warmekapazitat oxp und auch die
Bestimmung von Bindungsaffinitdten [103-105]. Aul3erdem bietet sie die Moglichkeit
Studien unter verdichteten Bedingungen wie unter Zugabe von Crowding Reagenzien
[11, 22, 106, 107] als auch in der Zelle durchzufihren [6, 65, 108, 109].

2.2.1 °F NMR-Spektroskopie

Die meisten Proteinstudien mittels hochaufgeloster NMR-Spektroskopie konzentrieren
sich auf 'H, 1°N oder 3C Kerne. Aufgrund von Signalliberlagerungen in diesen NMR

Spektren ist eine detaillierte Analyse auf Proteine mit einer verhaltnismaRig kleinen
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2 Verwendete Methoden zur Untersuchung von Proteinen

Molekilmasse oder auf einen signalfreien Hintergrund, also einen Hintergrund ohne

zusatzliche Protonen, N oder 13C Signale, beschrankt.

Der °F Kern dagegen kommt in Proteinen und anderen biologischen Makromolekiilen
nicht nattrlich vor. Aus diesem Grund ist die °F NMR-Spektroskopie eine interessante
Methode, um Proteine in zellahnliche Umgebung zu untersuchen. Aul3erdem hat der
9F Kern eine natirliche Haufigkeit von 100 %, was Messungen mit Konzentrationen
im UM Bereich zulasst. Des Weiteren zeigt er Signale in einen breiten Spektrum der
chemischen Verschiebung [110] und eine hohe Empfindlichkeit fir mogliche
Anderungen der lokalen van-der-Waals-Umgebung [111], wodurch auch kleine
Anderungen der Umgebung deutlich anhand der Anderung der chemischen

Verschiebung detektiert werden kénnen [112].

Auch wenn der '°F Kern nicht standardmaRig genutzt wird, um Proteine zu
untersuchen, existieren einige Studien, die sich die Vorteile des °F Kerns zu Nutze

machen. Im Folgenden sind beispielhaft einige davon aufgelistet.

Schuler et al. fuhrten 2002 zum Beispiel detaillierte kinetische Studien und Studien im
Gleichwicht an dem Cold Shock Protein aus dem Bakterium Thermotoga maritima
durch, indem sie '°F-Tryptophan in das Protein einbrachten und Messungen mittels
eindimensionale °F NMR-Spektroskopie durchfiihrten [111]. Des Weiteren zeigten
Khan et al. mittels 1°F NMR-Spektroskopie lokale Konformationséanderungen wahrend
der Faltung von GFP (green fluorescent protein) [113]. Auf3erdem ist es mdglich
Intermediate in Echtzeit aufzunehmen, da eindimensionale '°F NMR Spektren
aufgrund der vorteilhaften Eigenschaften des °F Kerns schnell generiert werden
kénnen [114, 115]. Neben lokalen Einblicken in das Verhalten von Proteinen, kann
aber auch das gesamte Protein mittels 1°F NMR-Spektroskopie betrachtet werden
indem man Fluoratome Uber das gesamte Protein verteilt einbringt. So konnte zum
Beispiel die Faltung eines Fettsdure-bindenden Proteins untersucht werden [116]. Des
Weiteren konnte auch Protein-Liganden Interaktion mittels 1°F NMR-Spektroskopie
verfolgt werden [117, 118]. Dabei konnte die Bindung mit Linienformanalyse
quantifiziert werden [117]. Auch Interaktionen von DNS und Proteinen wurden mittels
9F NMR-Spektroskopie untersucht. Hierfir kann man entweder das Fluoratom in die
DNS einbringen und die Interaktion von Seiten der DNA betrachten [119] oder wenn
man das Fluoratom in das Protein einbringt die Konformationsanderung des Proteins

wéahrend der Interaktion verfolgen [120, 121]. So zeigten Song et al. die
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2 Verwendete Methoden zur Untersuchung von Proteinen

Konformationsdnderung einer fluormarkierten Variante des Metallregulatorproteins
MerR wahrend der Bindung von DNS [121]. Des Weitern konnten auch Dynamiken
von Proteinen mittels °F NMR-Spektroskopie verfolgt werden [122-124].

Neben diesen °F NMR-Spektroskopie Studien wurden viele weitere durchgefihrt.
Einige davon sind in folgenden Review Artikeln erwéahnt [125, 126].

AuBRerdem wurden auch Untersuchungen mittels °F NMR-Spektroskopie in
verdichteter Umgebung durchgefuhrt. So untersuchten Stadmiller et al. zum Beispiel
Protein-Peptid Bindungen in verdichteter Losung [127]. Dabei verwendeten sie
verschiedene Crowding Reagenzien und zeigten den unterschiedlichen Einfluss der
Umgebung in Abhangigkeit des zugegebenen Reagenz [127]. Sie fihrten 5-19F-
Tryptophan in das System ein und verfolgten die Bindung von Protein und Peptid
mittels °F NMR-Spektroskopie und die Auswertung erfolgte via Linienformanalyse
[127]. Des Weiteren wurden auch 1°F NMR Spektren in der Zelle aufgenommen [128].
Dabei wird der groRRe Vorteil der *°F NMR-Spektroskopie fur Aufnahmen in der Zelle
deutlich, dass das Spektrum trotz verdichtetem Hintergrund nur Signale fir das

betrachtete System zeigt (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Eindimensionale °F NMR Spektren des Proteins L225tfmF HDH in der Zelle (oben)
und in aufgereinigter Form in verdiinnter Lésung (Mitte), sowie der Uberstand der in vivo Probe
(unten). Die Abbildung wurde aus der Arbeit Protein ®F NMR in Escherichia coli von Li et al.
entnommen [128].

Somit ist °F NMR-Spektroskopie eine ideale Methode, um Protein Studien nicht nur

in vitro, sondern auch in komplexeren System wie in der Zelle oder zellahnlicher

Umgebung einfach durchzufihren.
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3 Aufgabenstellung

3 Aufgabenstellung

Die Hochauflosende NMR-Spektroskopie ist ein wichtiger Bestandteil der modernen
Strukturbiologie, um Informationen Uber Struktur, Dynamik und Funktionen von
Proteinen auf atomarer Ebene zu erhalten. °F NMR-Spektroskopie hat gegeniber
NMR-Spektroskopie an anderen Kernen wie H, **N und '3C viele Vorteile: 1) ein
nattrliches Vorkommen des °F Kerns von 100 %, was Messungen in sehr niedrigen
Konzentrationsbereichen erméglicht 2) ein groRer chemischer Verschiebungsbereich
3) eine hohe Empfindlichkeit fiir Anderungen in der lokalen van-der-Waals-Umgebung
und 4) kein natiurliches Vorkommen innerhalb von Proteinen, was hochselektive
Untersuchungen ermoéglicht [111]. Somit ist sie ein ideales Werkzeug, um in
hochkomplexen Umgebungen wie die zelluldare Umgebung Untersuchungen
durchzufiihren (Abbildung 10).

——5."F.Trp BsCspB
-122 -123
19F / ppm

Abbildung 10: Cartoon Darstellung von fluormarkiertem BsCspB (PDB ID: 6SZZ) in komplexer
Umgebung und das resultierende °F NMR Spektrum. In diesem ist trotz vieler, umgebender
Makromolekile nur ein Signal zu erkennen.

Ziel dieser Arbeit ist es mittels °F NMR-Spektroskopie den Effekt von zellularer
Umgebung auf die Struktur, Stabilitat, Kinetik und Funktion eines Modellproteins zu
untersuchen. Dabei sollte eine Methode entwickelt werden, die auch auf andere
Proteine Ubertragbar ist. Fur die Studie wurde das Cold Shock Protein B aus Bacillus
Subitilis als Modellprotein gewahlt, da es in der Vergangenheit ausfihrlich untersucht
wurde und mit seiner GroRe von 7,5 kDa ideal fur die NMR-Spektroskopie geeignet
ist.

Das erste Zwischenziel dieser Arbeit ist es das BsCspB an den aromatischen

Aminosauren selektiv mit Fluor zu markieren, um sieben verschiedene fluormarkierte
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3 Aufgabenstellung

Proteine zu erhalten. Die verschiedenen Markierungsstellen sind in Abbildung 11

dargestellt.

2 4

H,N COOH H,N™ “COOH

Abbildung 11: Verschiedene Markierungspositionen fur Fluor an L-Phenylalanin (links) und L-
Tryptophan (rechts).

Dabei sollen drei verschiedene Mdoglichkeiten verwendet werden. Fir die ersten
beiden Ansatzpunkte wird das bekannte Expressionssystem fur markiertes BsCspB
verwendet werden [129], wobei bei einer Methode neben der Zugabe von
fluormarkiertem Tryptophan und Phenylalanin Glyphosat zugeben wird, um die Bildung
von aromatischen Aminosauren zu unterdriicken [111]. Fir die zweite Methode
werden die fluormarkierten Aminosauren ohne weitere Zusatze zu dem
Expressionssystem zugegeben, um eine Inkorporation in das Protein zu erhalten.
Diese Methode erwies sich in verschieden Studien als sehr erfolgreich [130, 131]. Als
dritte Methode wird ein neues Expressionssystem aufgebaut. Daflr werden
Tryptophan- beziehungsweise Phenylalanin-auxotrophe Bakterienstimme verwendet.
Diese sind nicht in der Lage Tryptophan oder Phenylalanin selber zu bilden und durch
Zugabe der fluormarkierten Varianten dieser Aminosauren sollte eine vollstandige

Fluormarkierung des BsCspB moglich sein.

Das nachste Ziel dieser Arbeit ist es die sieben verschiedenen, fluormarkierten
Proteine zu charakterisieren und mit der wildtyp (wt) Variante des BsCspBs zu
vergleichen, um die Effekte der Fluormarkierung zu validieren. Dies wird durchgefthrt,
da gewabhrleistet sein muss, dass Unterschiede, die bei der Untersuchung des Proteins
in zell&ahnlicher Umgebung zu denen unter Standardbedingungen zustande kommen,
nicht durch die Fluormarkierung hervorgerufen werden. Dafiir werden die Stabilitaten
der sieben Proteine zum einen mit einer chemischen Denaturierung mittels
Fluoreszenzspektroskopie im Gleichgewicht und zum anderen mit einer thermischen
Denaturierung mittels *H NMR-Spektroskopie bestimmt. Aul3erdem werden kinetische
Messungen an einem Stopped Flow Gerat durchgefuhrt, um Faltungs- und

Entfaltungsgeschwindigkeitskonstanten zu bestimmen.
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Das letzte und auch Hauptziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss von einer zellularen
Umgebung, generiert durch Zugabe von Zelllysat, auf das Protein zu untersuchen.
Dabei soll gezeigt werden, inwieweit eine zellahnliche Umgebung Einfluss auf das
Protein hat und validiert werden, ob Studien in verdinnter L6sung oder in Losungen
mit Crowding Reagenzien das Verhalten des Proteins in der Zelle gut wieder spiegeln.
Dafur wird zum einen die Stabilitit des Proteins in verschiedenen Zelllysat
Konzentrationen untersucht. Dabei wird das Protein durch Zugabe von Urea
schrittweise entfaltet und bei jeder Urea Konzentration ein eindimensionales °F NMR
Spektrum aufgenommen. Zum anderen wird die Interaktion von fluormarkiertem
BsCspB mit Oligothymidinen in verschiedenen Konzentrationen an Zelllysat
untersucht. Dafiir werden verschiedene Oligothymidine zu fluormarkiertem BsCspB

titriert und mittels 1°F NMR-Spektroskopie verfolgt.
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4 Experimentalteil

4.1 Konstruktion pET24a Vektor mit BsCspB Sequenz

Fur die Konstruktion des pET24a Vektors mit der Nukleinsaure Sequenz von BsCspB

wurden zwei verschiedene Ansatze verfolgt.

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), der Verdau sowie die Ligation wurden alle nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Verdau Enzyme, die Taq Polymerase, die T4
DNS Ligase, der pET24a Vektor, Dh5UE. coli Zellen sowie alle nétigen Puffer wurden
entweder bei New England Biolabs (NEB) erworben oder von der Arbeitsgruppe Isono
zur Verfigung gestellt. Das pET11a Plasmid mit BsCspB Sequenz wurde von Birgit

Koéhn zur Verfigung gestellt.

4.1.1 Konstruktion des pET24a BsCspB Vektors mit Polymerase-Kettenreaktion
(PCR)

Als erster Schritt wurde mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) die Nukleinsaure
Sequenz von BsCspB aus dem Plasmid pET11a vervielfaltigt. Als Vorwarts-Primer
wurde der Primer 5-GCG GAA TTC CAT ATG TTA GAA GGT AAA G-3° mit einer
Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Ndel verwendet. Als Rickwerts-Primer wurde
der Primer 5-CGC GGATCC TTACGC TTC TTT AGT AAC-3° mit einer BamHlI
Schnittstelle verwendet. Das Produkt wurde mit einem PCR Purifikation Kit (GeneJET
PCR Purification Kit, Thermo Fisher Scientific) aufgereinigt. Anschlie3end wurde ein
Verdau mit dem PCR Produkt und einem pET24a Vektor und den Enzymen Ndel und
BamHI durchgefuhrt. Die Produkte des Verdaus wurde auf einem 1,5 % Agarosegel
aufgetragen, aus dem Gel extrahiert und aufgereinigt (GeneJET Gel Extraktion Kit,
Thermo Fisher Scientific). Als nachster Schritt wurde eine Ligation mit Vektor und
Insert durchgefiihrt. Dh5U Zellen wurden mit dem Ligationsprodukt transformiert. Es
wurde auf Kanamycin Resistenz bei 37 °C selektiert und die gewahlten Klone wurden
in LB Medium (Kan) bei 37 °C angezogen. Die Plasmid DNS wurde mittels Plasmid
Miniprep Kit (GeneJET Plasmid Miniprep Kit, Thermo Fisher Scientific) nach
Herstellerprotokoll isoliert und durch den GATC Service mit Sanger Sequenzierung
(eurofins Genomics) vollstdndig bestimmt. Das isolierte Plasmid wurde bei -20 °C

gelagert und in 4.2.3 weiterverwendet.
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4 Experimentaltelil
4.1.2 Konstruktion des pET24a BsCspB Vektors mit enzymatischem Verdau

Zunachst wurde sowohl der Vektor pET11la mit der BsCspB Sequenz als auch der
Zielvektor pET24a mit den Enzymen Mlul und BamHI verdaut. Die Produkte wurden
auf ein 1,5 % Agarosegel aufgetragen und aus dem Gel extrahiert und aufgereinigt
(GeneJET Gel Extraktion Kit, Thermo Fisher Scientific). Alle weiteren Schritte wurden,

wie unter 4.1.1 beschrieben, durchgefihrt.

4.2 Proteinexpression

Im Zuge dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden verwendet, um *°F-markiertes

BsCspB herzustellen.

4.2.1 Expression von *F-markiertem BsCspB unter Zugabe von Glyphosat

Fur diese Methode wurde, wie in der Arbeitsgruppe Kovermann etabliert, BsCspB
exprimiert. Zusatzlich wurde *°F markiertes Trp oder Phe und Glyphosat zugegeben.
Dafur wurden zunéchst BL21 (DE3) Zellen (New England Biolabs, NEB) mit einem
pET1la Vektor, der die Nukleinsaure Sequenz von BsCspB tragt, nach
Standardprozedur (NEB) transformiert. Der pET11a Vektor wurde von Birgit Kohn (AG
Kovermann, Universitat Konstanz) zur Verfligung gestellt. Um den Erfolg der
Transformation zu testen, wurde das Plasmid mit einem Plasmid Miniprep Kit
(GeneJET Plasmid Miniprep Kit, Thermo Fisher Scientific) extrahiert und mit Sanger
Sequenzierung (eurofins Genomics) sequenziert. Die transformierten Zellen wurden
aliquotiert und mit 50 % Glycerin mit flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -

80 °C gelagert.

Fur die Expression wurden 25 pl der gelagerten Zellen in 5 ml LB Medium (Tabelle 1)
und Zusatz von 100 mg/l Carbenicillin Gber Nacht bei T =37 °C und stdndigem
Schutteln angezichtet. Die Zellen wurden dann pelletiert und in 250 ml M9 Medium
oder New Minimal Medium (NMM) (Tabelle 1) resuspendiert. Es wurde 100 mg/l
Carbenicillin und bei der Verwendung des NMM zusatzlich 50 mg/l Phe zugegeben.
Die Kultur wurde Uber Nacht bei T = 37 °C unter standigem Schdtteln inkubiert. Ein bis
sechs Liter des entsprechenden Mediums wurden mit der Ubernachtkultur bis zu einer
optischen Dichte (ODsoonm) von ODsoonm = 0,15 angeimpft und weiter bei T = 37 °C

geschuttelt. AuBerdem wurden 50 mg/l **F-markiertes Tryptophan oder 5 mg/l *°F-
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markiertes Phenylalanin und Glyphosat in Konzentrationen zwischen ¢ = 0,5 g/l und
c = 0,8 g/l zugegeben. Als eine ODsoonm Von ODsoonm = 0,8 erreicht wurde, wurde mit
1 ml1MIPTG (Isopropyl-b-D-thio-galactopyranosid) die Proteinexpression induziert.
Nach weiteren drei Stunden bei T = 37 °C und standigem Schiitteln wurden die Zellen
mit einer Zentrifuge (Beckman Coulter, JA-10 Rotor) bei T =4 °C und 4000 rpm
pelletiert und bei T = -20 °C gelagert.

4.2.2 Expression von *°F-markiertem BsCspB durch Zugabe von °F-markiertem

Phenylalanin oder Tryptophan

Fur diese Methode erfolgte die Expression wie unter 4.2.1, nur das kein Glyphosat
zugegeben wurde. AuRerdem wurde ausschlieBlich M9 Medium und °F-markiertes

Tryptophan verwendet.

4.2.3 Expression von *F-markiertem BsCspB aus auxotrophen E. coli Bakterien
Stammen

Fur diese Methode musste das in der Arbeitsgruppe Kovermann etablierte System der
Expression von BsCspB in Escherichia coli BL21 (DE3) Zellen verandert werden. Fur
die Expression von °F-Trp-markiertem BsCspB wurde der Trp-auxotrophe
Bakterienstamm CAG 18455 7371 (The Coli Genetic Stock Center, Yale) genutzt,
wahrend fir die Expression von °F-Phe-markiertem BsCspB der Phe-auxotrophe
DSMZ 12779 Stamm (Leibniz Institute, DSMZ-German Collection of Microorganisms
and Cell Cultures GmbH) genutzt wurde. Da diese Stamme im Gegensatz zu den BL21
(DE3) Zellen keine genomeigene Sequenz haben, die die Nukleotid Sequenz der T7
Polymerase tragt, wurde ein zwei-Plasmid-System eingefuhrt. Dafiir wurde zum einen
das Plasmid pAR1219, welches die T7 Polymerase unter der Kontrolle des lacUV5-
Promotors codiert und eine Carbenicillin Resistenz tragt, gekauft (Merck). Zum
anderen wurde die Nukleinsdure Sequenz des BsCspB wie unter 4.1.1 beschrieben in

einen pET24a Vektor, der eine Kanamycin Resistenz tragt, kloniert.

Calcium-kompetente Zellen wurden nach Standardprozedur erhalten, wobei der
gewunschte Bakterienstamm bis zu einer ODesoonm = 0,6 in LB Medium (Tabelle 1)
angezulchtet, pelletiert und dann mit 0,1 M CaCl2 L6sung resuspendiert wurde.
Anschlielend wurden die kompetenten Zellen zundchst mit einem der beiden
Plasmide mittels Heatshock transformiert (Anhang 1). Bevor die transformierten Zellen
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erneut kompetent gemacht und mit dem anderen Plasmid transformiert wurden, wurde
der Erfolg der Transformation sowohl fir Zellen mit dem Plasmid pAR1219 als auch
mit dem Plasmid pET24a BsCspB mittels Plasmid Extraktion mit einem Plasmid
Miniprep Kit (GeneJET Plasmid Miniprep Kit, Thermo Fisher Scientific) nachgewiesen.
AnschlieRend wurden mit dem GATC Service (eurofins Genomics) die Plasmide
mittels Sanger Sequenzierung vollstandig sequenziert. Als nachster Schritt wurde das
zweite Plasmid in die Calcium-kompetenten Zellen, welche schon das erste Plasmid
enthielten, transformiert (Anhang 1). Um den Erfolg dieser Transformation zu testen,
wurden die Zellen auf Agarplatten ausgestrichen, die sowohl Kanamycin als auch
Carbenicillin enthielten. Ein Wachstum von Zellen auf diesen Platten zeigte, dass
beide Antibiotika Resistenzen in den Zellen enthalten sind, was nur durch beide
Plasmide zustande kommen kann. Die transformierten Zellen wurden aliquotiert und
mit Zugabe von 50 % Glyzerin in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C

gelagert.

Fur die Expression von °F-Trp-markiertem BsCspB wurde M9 Medium verwendet und
4-,5-,6- oder 7-1°F-Trp zugesetzt. Fur die Expression von °F-Phe-markiertem BsCspB
wurde New Minimal Medium (NMM) unter Zusatz von 2-,3- oder 4-°F-Phe verwendet
(Tabelle 1). Beiden Medien wurde pro Liter 1 ml 100 mg/ml Carbenicillin (Carb) und
50 mg/ml Kanamycin (Kan) zugesetzt. Des Weiteren wurden alle Medienkomponenten

entweder sterilfiltriert oder dampfsterilisiert.

Im Detail wurden zunachst die transformierten Zellen in 100 ml LB Medium (mit
100 mg/l Carb, 50 mg/l Kan) pro 1 L Hauptkultur Gber Nacht bei T =37 °C unter
standigem schuitteln angeziichtet. Diese Vorkulturen wurden in 25 ml Portionen
aufgeteilt und mit 50 pl der transformierten Zellen angeimpft. Die Zellen wurden
pelletiert und in M9 Medium oder NMM resuspendiert. Die Suspension wurde bei
T =37 °C unter stdndigem Schiutteln bis zu einer ODsoonm von ODeoonm = 0,6-0,8
inkubiert. AnschlieBend wurde die Proteinexpressionmittels Zugabe von 1 ml 1 M
IPTG induziert. Nach 30 min bei T =37 °C wurde die Temperatur auf T=25°C
reduziert und die Kultur wurde unter stdndigem Schutteln Gber Nacht inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Zellen pelletiert indem sie bei 4000 rpm und T = 4 °C fir 10-
15 min in einer Beckman Coulter Zentrifuge (JA-10 Rotor) zentrifugiert wurden.

Anschlie3end wurde das Pellet bei T = -20 °C gelagert.
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Um eine zusatzliche ®N-Markierung zu erhalten wurde °>NH4Cl als °>N-Quelle in die

5xM9 Lésung gegeben.

Tabelle 1: Zusammensetzung der genutzten Medien. Die einzelnen Komponenten wurden
dampfsterilisiert, aul3er es ist anderes angegeben.

LB Medium 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl

M9 Medium 200 ml 5xM9, 2 mI TS2, 1 ml 1M MgSOs4, 1 ml 0,1 M CaClz,
1 ml 10 mM Fe(lll)citrate (sterilfiltriert), 40 ml 20 % Glukose
(sterilfiltriert), 775 ml H20

5xM9 Stammldésung 859 Na2HPOs4x 12 H2O, 15g KH2PO4, 2,59 NaCl, 5¢g
NH4Cl pro 1 | H20

TS2 Stammlésung 100 mg 2ZnSO4x 7 H20, 30mg MnClzx4 H20, 300 mg
H3BOs3, 200 mg CoCl2 x 6 H20, 20 mg NiCl2 x 6 H20, 10 mg
CuCl2 x 2 H20, 900 mg Na2MoOa4 x 2 H20, 20 mg Na2SeOs
pro 1 | H20 (sterilfiltriert)

NMM 120 ml AS-Losung, 7,5 ml 1 M (NH4)2SO4, 8,5 ml 1 M NacCl,
55 ml 1 M KH2PO4, 50 ml 2 M K2HPO4, 20 ml 1 M Glukose
(sterilfiltriert), 1 ml 1 M MgSOa4, 10 ml Spurenelemente 1,
10 pl Spurenelemente 2, 1 ml 10 mg/ml Biotin (sterilfiltriert),
10 mg/ml Thiamin (sterilfiltriert), 730 ml H20

AS-Ldsung 30-50 mg der Aminosauren L-Met, trans-4-OH-L-Pro, Gly, L-
Cys-HCI, L-lle, L-Ala, L-Lys-HCI, L-His-HCI-H20, L-Tyr, L-
Ser, L-Asn, L-Pro, L-Leu, L-Glu, L-Arg-HCI, L-Cys, L-GIn, L-
Val, L-Asp, L-Thr, L-Trp pro 1 | H2O(sterilfiltriert)

Spurenelemente 1 368 mg CaClz x 2 H20, 500 mg FeSO4 x 7 H20 pro 1| H20
(sterilfiltriert)

Spurenelemente 2 255 mg CuSOs, 356 mg MnClz2 x 4 H20, 204 mg ZnClz,
134 mg NazMoOa4 x 2 H20 pro 1 | H20 (sterilfiltriert)
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4.3 Proteinaufreinigung

Im Zuge dieser Arbeit wurden alle Varianten des BsCspB gleich aufgereinigt. Alle
verwendeten Puffer sind in Tabelle 2 dargestellt. Alle Chromatographie Methoden
wurden mit einem Akta pure Chromatographie System (Cytiva, friiher GE Healthcare
Life Sciences) bei 4 °C durchgefihrt.

4.3.1 Bakterieller Aufschluss

Das Zellpellet wurde bei Raumtemperatur aufgetaut und in 5 ml Aufschlusspuffer pro
1 g Zellpellet resuspendiert. Die Zellen wurden mit einem Ultraschallgerat (Sonifier W-
250, Branson) fir 800 s/100 ml und 50 % Amplitude auf Eis aufgeschlossen. Dabei
wurde ein an/aus Zyklus von 2 s/3 s genutzt. Anschliel3end wurde durch Zentrifugation
(Beckman Coulter, JA-14 Rotor) bei 12000 rpm und T =4 °C fur 20-30 min das
Zelllysat von Zelltrimmern und weitern unléslichen Bestanteilen getrennt. Im nachsten

Schritt wurde das Zelllysat durch einen Filter mit einer Porengrof3e von 0,45 um filtriert.

4.3.2 Anionenaustauschchromatographie

Fur die Anionenaustauschchromatographie wurde das klare Zelllysat auf eine mit
100 ml Fractogel EMD TMAE (Merck) gefillte, auf Puffer A aquilibrierte XK-50 Saule
(GE) gepumpt. Die Elution erfolgte mit einem Gradienten von 0 % bis 100 % Puffer B
und wurde mit Konduktivitat und Absorbanz bei 214, 260 und 280 nm aufgezeichnet.
Die je 12 ml grof3en Fraktionen mit einer hohen Absorbanz bei 280 nm wurden mittels

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese auf vorhandenes BsCspB untersucht.

4.3.3 Hydrophobe Interaktionschromatographie

Alle Fraktionen, die BsCspB enthielten, wurden vereinigt und mit (NH4)2SO4 bis zu
einer Konzentration von ¢ =2,3 M versetzt und anschlie3end bei 12000 rpm und
T =4 °C fur 20-30 min (Beckman Coulter, JA-14 Rotor) zentrifugiert. Nachdem die
Ldsung Uber einen Filter mit der Porengrof3e 0,45 um filtriert wurde, wurde sie auf eine
mit Puffer D &quilibrierten 20 ml Butylsepharose Saule (HIPrep Butyl FF 16/10, GE)
gepumpt. Die Elution erfolgte mit einem Gradienten von 0 % bis 100 % Puffer C und
wurde dargestellt und analysiert wie oben beschrieben.
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4.3.4 GrolRenausschlusschromatographie

Alle Fraktionen, die BsCspB enthielten, wurden vereinigt. Der Puffer wurde mit mittels
Zentrifugationsfilter (Amicon, Meck) zu Gelfiltrationspuffer ausgetauscht. Die
verwendeten Filter haben ein Volumen von 15 ml und einen Cutoff von 3 kDa
Molekulargewicht. Nachdem die Probe auf 1,5 ml konzentriert wurde, wurde sie auf
eine Gelfiltrationssaule (HiLoad 16/600, GE), die auf Gelfiltrationspuffer aquilibriert
wurde, gepumpt. Die Elution erfolge mit Gelfiltration und einer Flussrate von 0,5 ml pro
Minute. Analysiert wurden die Fraktionen wie oben beschrieben. Alle Fraktionen, die
reines BsCspB enthielten wurden auf ein Volumen von V = 2 ml konzentriert und der

Puffer zu 20 mM Natrium Cacodylat (NaCac) Puffer ausgetauscht.

Tabelle 2: FUr die Proteinaufreinigung verwendeten Puffer. Alle Puffer wurden vor der Nutzung
sterilfiltriert und entgast.

Aufschlusspuffer 50 mM TRIS/HCI, pH 8,0

Puffer A 50 mM TRIS/HCI, pH 7,8

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

Puffer C 50 mM TRIS/HCI, pH 7,6

Puffer D 50 mM TRIS/HCI, 2,3 M (NH4)2SOa4, pH 7,6
Gelfiltrationspuffer 50 mM TRIS/HCI, 100 mM KCI, pH 7,2

4.3.5 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde mit UV/Vis Spektroskopie (Agilent 8452 UV-visible
Spectroscopy System, Agilent Technologies) bestimmt. Dafur wurde die Probe 1:10
verdunnt, um ein, wie vom Hersteller empfohlenen Absorbanzwert zwischen 0 und 1
zu erreichen. Um die Konzentration zu bestimmen, wurde die Absorbanz bei
=280 nm und fiur die '°F-Phe-markierten Proben ein Extinktionskoeffizient von

(#80 = 5800 M-tcm [78] verwendet und nach Lambert-Beer wie folgt berechnet [92].
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E,=®LcLd (1)

wobei Eax die Extinktion, 3" der Extinktionskoeffizient, ¢ die Stoffmengenkonzentration
und d die Schichtdicke der Kivette ist.

Fur die  °F-Trp-markierten  Varianten  wurden  die  verschiedenen
Extinktionskoeffizienten bestimmt. Dafir wurden Verdinnungsreihen mit bekannter
Konzentration von 4-,5-,6- und 7-1°F-Trp angesetzt und die Extinktionskoeffizienten zu
(#80 = 2705 Micm? (4-19F-Trp BsCspB), (380 =2887 Mlcm?® (5-°F-Trp BsCspB),
(#80 = 2575 M icm'! (6-19F-Trp BsCspB) und 8 = 2617 M'lcm' ! (7-1°F-Trp BsCspB)

bestimmt.

4.4 Fluoreszenzspektroskopie im Gleichgewicht

Alle Fluoreszenzspektroskopie Experimente im Gleichgewicht wurden an einen
FP-8500 Spectrofluorometer (Jasco) in einer 10 mm Silikatglaskiivette (Helma)

durchgefuhrt.

4.4.1 Chemische Denaturierung

Fir jeden chemisch induzierten Faltungsubergang wurden 34 Proben mit einem
Volumen von V = 1,8 ml und einer Proteinkonzentration von 1 ul in 20 mM NaCac
Puffer pH 7 oder pH 8 vorbereitet. Alle Proben wurden fir 30 min bei 298 K aquilibriert
und enthielten Konzentrationen von Urea zwischen ¢ =0 M und ¢ = 8 M. Von allen 34
Messpunkten  wurden  Fluoreszenzspektren als  Triplikate in  einem
Wellenlangenbereich von 2=290nm bis 2=400nm in 0,5nm Schritten
aufgenommen. Als Anregungslicht wurde Licht der Wellenlange &= 280 nm
verwendet. Wahrend der Messung wurden die Proben standig gertihrt und auf 298 K
temperiert. Um den Faltungstibergang darzustellen, wurden die Intensitdten der
Wellenlangen zwischen &= 320 nm und &= 380 nm nach folgender Gleichung (2)
[132] gemittelt.

BN_ ko

GO
hay

(2)

wobei <a&> die gemittelte Wellenlange und [ die Intensitat bei Wellenlange arist.
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AulRerdem wurden bei verschieden Urea Konzentrationen Hintergrundsmessungen
durchgefiihrt und von den Messungen abgezogen. Durch Messen des Brechungsindex
konnte die Konzentration von Urea nach folgender Gleichung (3) [133] bestimmt

werden.

Curezal 17 LG6H+29, 1:n3+185 LG8 3)

wobei curea die Urea Konzentration und gn die Differenz zwischen der Probe mit und

ohne Urea ist.

Um den Unterschied der freien Energie zwischen dem gefalteten und ungefalteten

Zustand zu bestimmen, wurde folgende Gleichung (4) [134] verwendet.

0
mlc
gytMlCyr e gytMulcyr ek € X qu\?T + RUTr ©a

<o> = (4)

0 *

wobei gnu und mawu die Steigungen und Schnittpunkte der Basislinien des gefalteten
und ungefalteten Zustand sind, qiG die freie Energie der Entfaltung bei 0 M Urea, m
die Kooperativitat, T die Temperatur und R die allgemeine Gaskonstante ist. Die
Kooperativitdt, m, wurde als globaler Fitparameter gewahlt, um eine bessere

Vergleichbarkeit der freien Energie, qiG, zu erhalten.

Eine weitere Methode die thermodynamische Stabilitat zu bestimmen, ist das lineare
Anpassen des Ubergansbereichs der Denaturierungskurve [135]. Dafiir muss die freie
Energie, qiG, fur die unterschiedlichen Konzentrationen Urea bestimmt werden. Dies

kann man fur einen Zweizustandsfalter wie in Gleichung (5) bestimmen.
gG=-RTLI K (5)
Wobei die Gleichgewichtskonstante, K, wie folgt bestimmt werden kann:

®> ay +nyLc
K: g N N UrAe,a (6)
ay + Ny Lcy, ¢ g BO

Dabei ist an + NN - Curea €ine lineare Funktion der Basislinie des nativen Zustandes und
au + nu - Curea e€ine lineare Funktion der Basislinie des entfalteten Ensembles. Stellt

man nun die freie Energie, qiG, in Abhangigkeit der Urea Konzentration im Bereich des
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Faltungsiibergangs dar, erhalt man die freie Gibbs Energie, qiG° bei einer Urea
Konzentration von ¢ = 0 M, als Schnittpunkt mit der y-Achse und die Kooperativitat der

Faltung, m, als Steigung der Geraden im Ubergang.

4.4.2 Proteini DNS Interaktionen

Um die Interaktion zwischen 9F-markiertem BsCspB und Oligonukleotiden
darzustellen, wurden zunéchst alle Proben auf T =298 K &quilibriert und unter
standigem Ruhren gemessen. Alle Fluoreszenzspektren wurden in 0,5 nm Schritten
zwischen &=290 nm und &=400 nm als Triplikate bei einem Anregungslicht von
&= 280 nm aufgenommen. Fir die Titrationsreihen wurden Proteinkonzentrationen an
4-1%F-Phe BsCspB und 5-°F-Trp BsCspB von ¢ =0,5uM fiur die dT7 Titrationen,
c = 2,0 uM fur die dT5 und dT6 Titrationen und ¢ = 3,0 uM und ¢ = 3,5 uM fir die dT4
Titrationen in 20 mM Na2HPOa4 pH 7 verwendet. In 28 bis 33 Titrationsschritten wurden
nach und nach die Oligonukleotide zugegeben bis ein 10- bis 20-facher Uberschuss
vorlag. Die Intensitatsauslese der Fluoreszenz wurde bei einer Wellenlange von
a= 342 nm durchgefuihrt. Um die Dissoziationskonstante, Kp, des 4-°F-Phe BsCspB
und des 5-°F-Trp BsCspB Komplexes zu bestimmen, wurde folgende Gleichung (7)

[80] verwendet.

A- A%-AnLP oL
0 0 (7)
2 P,

Q=Qma X

wobei A = Kp + [P]o + n[L]o, Q die Ausléschung der intrinsischen Fluoreszenz des Trp8
und [P]o und [L]o die absolute Konzentration von Protein und Ligand sind. Der Wert der

Stochiometrie, n, wurde auf n = 1 festgesetzt.

4.5 Kinetische Messungen mittels Stopped Flow Spektroskopie

Alle kinetischen Fluoreszenzspektroskopie Daten wurden an einem SX20 Stopped
Flow Spektrometer (Applied Photophysics, UK) aufgenommen. Nachdem mit
&= 280 nm angeregt wurde, wurden die Faltungs- und Entfaltungskinetiken in Form
von der Anderung der Fluoreszenz iiber a=320 nm detektiert. Alles Licht der
Wellenlange kleiner &= 320 nm wurde durch einen Cutoff-Filter herausgefiltert. Alle
Mischexperimente erfolgten in 20 mM NaCac Puffer bei T = 298 K und pH 7 oder pH
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8. Um die Entfaltungskinetiken zu messen, wurde die Proteinldosung mit einer
Konzentration von ¢ = 15 pM 11-fach mit verschieden konzentrierten Urea L6sungen
verdinnt. Somit wurden Konzentrationsspringe von ¢c=0M Urea zu ¢ =2,6 M bis
c = 7,3 M aufgezeichnet. Die Ruckfaltungskinetiken wurden gemessen indem eine
Proteinlésung mit einer Konzentration von 15 uM in ¢ = 7 M Urea ebenfalls 11-fach mit
verschieden konzentrierten Urea Loésungen verdinnt wurde, um finale
Konzentrationen zwischen ¢=0,6 M und ¢c=3,9M Urea zu erreichen. Alle
Konzentrationsspriinge wurden unter identischen Bedingungen 12-mal gemessen und
gemittelt. Die Ureakonzentrationen wurden, wie unter 4.4.1 beschrieben, korrigiert.
Alle Daten wurden mit der Pro Data Viewer Software (Applied Photophysics, UK)

prozessiert.

Fur die Analyse der Daten, wurden alle kinetischen Daten monoexponential angepasst
und Geschwindigkeitskonstante, kobs, logarithmisch gegen die Ureakonzentration,
Curea, aufgetragen. Unter Nutzung der Gleichung (8) wurde eine Chevron-Analyse fur
einen Zwei-Zustands-Faltungsprozess durgeflhrt und die
Geschwindigkeitskonstanten fiir die Riuckfaltung, ks, und die Entfaltung, ku, bestimmt.

me

'CUreql_ My LCyr ea
- - +—— - -
T exp Kk,

(8)

Dabei stehen ms und my fir die Steigungen des Entfaltungs- und Faltungsastes. Aus
der Addition dieser Werte lasst sich die Kooperativitat der Faltung, m, bestimmen
(mt + mt = m). FiUr eine bessere Vergleichbarkeit der Daten wurde die Kooperativitat,
m, global angepasst. R ist die universale Gaskonstante und T die absolute

Temperatur [88].

Abschliel3end wurde aus den Geschwindigkeitskonstanten ks und ku die freie Energie,
&5, bei c = 0 M Urea als Mal’ der der Stabilitat des Proteins mit folgender Gleichung
(9) bestimmt.

U K
qG’=-R TLI K=-R TLI Ay =-RTLI % (9)

Dabei ist K die Gleichgewichtskonstante, R die allgemeine Gaskonstante und T die

absolute Temperatur [88].
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4.6 Kiristallstrukturanalyse

Die Kristallstrukturanalyse erfolgte in Kooperation mit Tiankun Zhou der Arbeitsgruppe
Mayans (Universitat Konstanz).

Eine Kiristallstrukturanalyse erfolgte fir die Proteine 4-°F-Phe BsCspB und 4-1°F-Trp-
BsCspB. Dafur wurden Proteinldsungen mit einer Konzentration von ¢ = 20 mg/ml in
20 mM NaCac und 100 mM NaCl bei pH 7 mit einem Gryphon Flissig-Dispenser auf
einer 96-Well-Intelli-Platte mit der Sitting Drop Methode bei 18 C aufgetragen. 4-1°F-
Trp-BsCspB Kiristalle wuchsen in einer Losung mit 0,1 M BIS-TRIS Propan, 1,2 M
Natriumcitrat tribasisch Dihydrat und einem pH von 7. 4-1°F-Phe BsCspB kristallisierte
in einer Losung mit 100 mM CHES, 1 M tribasisch Natriumcitrat und einem pH von 9,5.
Die Tropfen hatten ein Verhaltnis von 150 nl:150 nl Proteinldsung zu

Kristallisationslosung.

Fur die Analyse der Kristalle unter Kryobedingungen wurden die Kristalle in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Als Kryoprotektant wurde 25 % Glyzerin zugegeben.
Kristallographie Daten wurden am Swiss Light Source Synchrotron (Villingen)
aufgenommen und mit XDS/XSCALE [136] prozessiert. Die Kristallstrukturen wurden
mittels AMol ecul ar R ¢LB7] mitder Krestalistfuktur wvon wWiddyA S E R
BsCspB (PDB ID: 1CSP) als Grundlage geldst. Manuelle Modellbildung erfolgte in
COOT [138] und wurden mit PHENIX.refine [139] verfeinert. Die Daten fur die
modifizierten Reste 4-1°F-Phe (PFF) und 4-°F-Trp (4FW) wurden aus der Protein
Datenbank entnommen. Visuelle Strukturvergleiche und die Berechnung der

Standardabweichung wurden in dem Programm Chimera [140] vorgenommen.

4.7 NMR spektroskopische Messungen

Bis auf die im folgenden genannten Messungen wurden alle Messungen an einem
800 MHz Bruker Avance NEO NMR Spektrometer ausgestattet mit einem kryogen
gekuhlten TCI Probenkopf durchgefiihrt. Die zu Beginn dieser Arbeit aufgenommen
F NMR Spektren wurden an einen 400 MHz Bruker Avance Il HD NMR
Spektrometer mit einem TBO Probenkopf gemessen. Eine chemische Denaturierung
von 5-1°F-Trp BsCspB mit einer Proteinkonzentration von ¢ = 8 pM wurde an einem
600 MHz Avance Il NMR Spektrometer, welches ebenfalls mit einem kryogen

gekihlten TCI Probenkopf ausgestattet ist, gemessen. Des Weiteren wurden CPMG
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Relaxationsdispersionsexperimente nicht nur an dem 800 MHz Bruker Avance NEO
NMR Spektrometer ausgestattet mit einem kryogen gekihlten TCIl Probenkopf,
sondern auch an einem 500 MHz JEOL RESONANCE ECZ500R durchgefuhrt.

AuRRerdem wurden alle Messungen, auller die Temperatur-induzierten

Denaturierungen, bei einer Temperatur T = 298 K gemessen.

Allen NMR Proben wurde Trimethylsilylpropionat (TMSP) zugegeben. Alle 'H NMR
Spektren wurden auf die Protonen Resonanzfrequenz von TMSP referenziert. Dieser
Wert wurde auBerdem fur die indirekte Referenzierung der °F NMR Spektren

verwendet.

Alle NMR Daten wurden der Software TOPSPIN 4.0.3 (Bruker Biospin, Deutschland)

prozessiert.

4.7.1 Herstellung Zelllysat

4.7.1.1 Zelllysat fiir chemisch induzierte Faltungsiubergéange

Fur Zelllysat fir die chemisch induzierten Ubergange mit 5-1°F-Trp BsCspB und 4-1°F-
Phe BsCspB wurden, wie unter 4.2.3 beschrieben, Zellen bis zu einer ODesoonm vVON
ODsoonm = 0,55 fiir 5-1°F-Trp BsCspB und ODsoonm = 0,71 fiir 4-1°F-Phe BsCspB
angezuchtet und die Expression mit IPTG induziert. AnschlieRend wurden die Zellen
pelletiert und in 50 mM TRIS Puffer, pH 8, resuspendiert. Der Aufschluss erfolgte via
Ultraschall (Sonifier W-250, Branson) fur 1600 s/100 ml, mit 25 % Amplitude und in
einemt=2s an, t=3s aus Zyklus. Nachdem die Zellwande und andere unldslichen
Bestandteile der Zelle abzentrifugiert wurden, wurde der Uberstand fir die NMR
Messungen genutzt. Die Konzentration des Zelllysats wurde tber die Menge an TRIS
Puffer, in dem die Zellen resuspendiert wurden, gesteuert. Dabei kann man eine
Diskrepanz zwischen Nass- und Trockengewicht feststellen (Tabelle 3) [141]. Die
Konzentration des Proteins wurde bestimmt indem das Proteinsignal im *°F Spektrum
mit dem Resonanzsignal von einer bekannten Menge an Trifluoressigsaure (TFA)

verglichen wurde (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Bestimmte Konzentrationen von 5-°F-Trp BsCspB und 4-°F-Phe BsCspB in
verschiedenen Zelllysat Konzentrationen mittels °F NMR-Spektroskopie (ber das
Resonanzsignal einer bekannten Menge an TFA. In verdlinnter LOsung wurde die
Proteinkonzentration mittels UV/Vis Spektroskopie bestimmt. Aullerdem das aus dem
Nassgewicht bestimmte Trockengewicht des Zellpellets [141].

Protein c/uM Czelilysat / g/l Czelilysat / g/l

Nassgewicht Zellpellet Trockengewicht Zellpellet

g/ | TRIS Puffer g/ | TRIS Puffer

5-F-Trp BsCspB  200,0 0 0

5-F-Trp BsCspB  ~5 120 30

5-%F-Trp BsCspB  ~ 20 240 55

5-%F-Trp BsCspB  ~ 25 260 60

5-F-Trp BsCspB  ~ 70 450 100
4-1%F-Phe BsCspB 100,0 0 0

4-19F-Phe BsCspB  ~5 150 35

4-1%F-Phe BsCspB ~ 10 450 100

4.7.1.2 Zelllysat fir DNS Interaktionsstudien und Relaxationsdispersionsmessungen

Fur die Herstellung des Zelllysats dieser Messungen wurden Zellen verwenden, die
anstelle mit dem pET24a BsCspB Vektors mit einem leeren pET24a Vektors
transformiert wurden. Somit waren diese Systeme nicht in der Lage BsCspB zu
exprimieren. AulRerdem wurden die Zellpellets in 20 mM Phosphatpuffer bei pH 7
resuspendiert. Alle anderen Schritte bis zum Erhalten des Zelllysats erfolgten wie in
4.7.1.1 beschrieben. AnschlieRend wurde 5-°F-Trp BsCspB in Konzentrationen
zwischen ¢ = 20 uM und ¢ = 150 uM fur die DNS Interaktionsstudien und ¢ = 1000 uM
fur die Relaxationsdispersionsmessungen zugegeben. Die fur die Interaktionsstudien
verwendeten Protein  Konzentrationen sowie die verwendeten Zelllysat
Konzentrationen in Nass- und Trockengewicht sind in Tabelle 4 dargestellt. Fur die
Relaxationsdispersionsmessungen wurde eine Zelllysat Konzentration von ¢ = 200 g/l

Nassgewicht verwendet, was ungefahr ¢ = 50 g/l Trockengewicht entspricht.
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Tabelle 4: Verwendete Konzentrationen an 5-1°F-Trp BsCspB fur die Interaktionsstudien mit dT4,
dT6 und dT7 in verschieden Konzentrationen an Zelllysat angegeben in Nass- und
Trockengewicht [141].

Komplex c/uM Czelliysat / g/l Czelllysat / g/l
Nassgewicht Zellpellet Trockengewicht Zellpellet
g / | Phosphat Puffer g / | Phospaht Puffer

+dT4 20 0 0

+dT4 20 340 80

+dT4 20 680 160

+dT6 40 0 0

+dT6 150 135 30

+dT6 150 210 50

+dT7 105 0 0

+dT7 105 130 30

+dT7 105 300 70

4.7.2 Eindimensionale 'H und °F NMR-Spektroskopie und zweidimensionale H 1°N
NMR-Spektroskopie

Alle Spektren wurden in 20 mM NaCac Puffer bei pH 7 aufgenommen.
Eindimensionale *H/'°F NMR sowie zweidimensionale *H >N HSQC Spektren wurden
bei einer Proteinkonzentration von c¢ =650 UM gemessen. Von allen sieben
fluormarkierten Proteinen wurden eindimensionale *H und °F NMR Spektren
aufgenommen. Zweidimensionale H N HSQC Spektren wurden von 5-1°F-Trp
BsCspB generiert. Die mittlere, gewichtete Anderung der chemischen Verschiebung

wurde wie in Gleichung (10) berechnet.
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2 1 2
(PH)+5w N) (10)
QY=
2
Dabei sind qdH und g#°N die Anderungen der chemischen Verschiebungen von
Protonen und Stickstoffatomen [142].

4.7.3 Temperatur induzierte Denaturierung detektiert mit *H und °F NMR-

Spektroskopie

Alle Proben hatten eine Proteinkonzentration zwischen ¢ =200 uM und ¢ = 650 uM
und wurden in einem 20 mM NaCac Puffer bei pH 7 gemessen. Aul3erdem wurden
10 % D20 zugesetzt.

Um die thermodynamische Stabilitat der verschiedenen BsCspB Varianten zu
bestimmen, wurden eindimensionale *H und *°F NMR Spektren in einem
Temperaturbereich zwischen T =291 K und T =330K aufgenommen. Fir die
Bestimmung des Anteils an ungefalteten Proteins, fu, bei den unterschiedlichen
Temperaturen, wurden zwei verschiedene Bereiche im Spektrum bestimmt. Zum einen
ein Bereich, In, der nur Resonanzfrequenzen des nativen Proteins zeigt. Der andere
Bereich, In+u, enthalt fur alle *H NMR Spektren und °F NMR Spektren, der am
Phenylalanin markierten Proben, Signale, die sowohl durch natives als auch
ungefaltetes Protein zustande kommen. Fur die 1°F NMR Spektren, der am Tryptophan
markierten Proben, wurde ein Bereich, lu, flr die Analyse genutzt, der nur Signale des

ungefalteten Proteins enthalt.

Fur alle 'H Spektren liegt der erste Bereich, In, zwischen ¥ =0,59 ppm und
¥ = 0,14 ppm und enthalt nur Signale, die von nativem Protein hervorgerufen werden.
Der zweite Bereich, In+u, liegt zwischen ¥ = 0,697 ppm und ¥ = 1,064 ppm und enthalt
Signale, die sowohl durch natives als auch ungefaltetes Protein zustande kommen. In
dem das Verhaltnis In/(In+In+u) gebildet wird, kann der Anteil an gefaltetem Protein, fn,
bestimmt werden. Wenn, wie fur BsCspB beschrieben [88], von einem
Zweizustandsfalter ausgegangen wird, kann man durch fu=1-fn den Anteil an
ungefaltetem Protein, fu, bestimmen. In dem man nur den Anteil an ungefaltetem
Protein, fu, gegen die Temperatur auftragt, kann man mit folgender Gleichung (11) den

Temperatur Mittelpunkt, Tm, bestimmen.
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qHy Tu ¥ -qCp Ty-T+T LI ne
M M
exp RT
qHy Tw }4— -qCp Ty T+T LI ne—
A M M
1+ex-p RT

Dabei ist qHu die van’t Hoff Enthalpie der Entfaltung bei Twm, qre die Anderung der
spezifischen Warmekapazitat zwischen gefaltetem und ungefaltetem Zustand, R die

allgemeine Gaskonstante und T die Temperatur [103].

4.7.4 Chemisch induzierte Denaturierung detektiert mit *H und °F
NMR-Spektroskopie

Alle Zelllysatproben enthielten Proteinkonzentrationen zwischen c¢=5puM und
c =70 uM. In verdinnter Loésung wurden Konzentrationen von c¢=8uM und
¢ = 200 pM fir 5-°F-Trp BsCspB und von ¢ = 100 puM fiir 4-1°F-Phe BsCspB gewahilt.

AulRerdem wurden allen Proben 5 % D20 zugegeben.

Die thermodynamische Stabilitat von 5-°F-Trp BsCspB und 4-1°F-Phe BsCspB wurde
sowohl in verdunnter LOsung als auch in Zelllysat bestimmt. Dafur wurden
eindimensionale °F NMR Spektren bei verschiedenen Urea Konzentrationen
zwischen ¢ = 0 M und ¢ = 7 M aufgenommen. Aul3erdem wurden in verdiinnter Lésung

eindimensionale *H NMR Spektren aufgenommen.

Um den Anteil an gefaltetem Protein, fn, bei verschiedenen Konzentrationen Urea zu
bestimmen, wurden, wie unter 4.7.3 beschreiben, zwei Bereiche im Spektrum
integriert. Aus dem Verhaltnis dieser Bereiche konnte dann der Anteil an gefaltetem

Protein, fn, bestimmt werden.

In dem man den Anteil an gefaltetem Protein, fn, gegen die Urea Konzentration
auftragt, kann man mit folgender Gleichung (12) zum einen die freie Energie, G,
zwischen nativen und ungefaltetem Protein und zum anderen die Kooperativitat der

Entfaltung, m, bestimmen.
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Dabei sind gnu und mnu die Schnittpunkte und Steigungen der Basislinien des
Ubergangs, R ist die allgemeine Gaskonstante, curea die Urea Konzentration und T die
Temperatur [134]. Fur alle *H und *°F Daten, sowohl in verdiinnter Losung als auch im

Zelllysat, wurde die Kooperativitat, m, als globaler Parameter gewahlt.

In verdiinnter Losung wurde die Ureakonzentration, wie unter 4.4.1 beschrieben, mit
Gleichung (3) bestimmt. Aufgrund der hohen und unterschiedlichen
Hintergrundsignalen konnte die Urea Konzentration fur die Zelllysat Proben nicht
nachtraglich bestimmt werden. Da aber die Startkonzentrationen der ersten zwei
Proben bekannt waren, konnten die Ureakonzentrationen der folgenden Proben aus

der Anderung des Probenvolumens bestimmt werden.

Fir die Aufnahme der Daten wurden zwei Probenréhrchen mit gleicher Konzentration
an Protein vorbereiten. In einem der beiden Rohrchen betrug die Urea Konzentration
¢ = 0 M und im anderen R6hrchen betrug die Urea Konzentration c =6 M bisc =7 M.
Mit diesen beiden Proben wurden die ersten beiden Messpunkte aufgenommen.
Anschliel3end wurden beide Proben so oft gemischt, dass bis zu 30 verschiede Proben
generiert wurden (Tabelle 5). Mit dieser Methode kdnnen Proben mit verschiedenen

Urea Konzentrationen, aber mit identischen Proteinkonzentrationen erhalten werden.
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Tabelle 5: Experimenteller Aufbau um die chemisch induzierte Entfaltung am Beispiel von 5-1°F-
Trp BsCspB in verdunnter Losung mittels NMR-Spektroskopie aufzunehmen.

Messpunkt Curea /| M Probe

1 5.86 Rohrchen 1 (Startvolumen: 1500 pl)
2 0.00 Rohrchen 2 (Startvolumen: 1500 pl)
3 5.52 Rohrchen 1 + 50 pl aus Rohrchen 2
4 0.13 Rohrchen 2 + 50 pl aus Rohrchen 1
5 5.39 Rohrchen 1 + 55 pl aus Rohrchen 2
6 0.23 Rohrchen 2 + 55 pl aus Rohrchen 1
7 5.20 Rohrchen 1 + 55 pl aus Rohrchen 2
8 0.59 Rohrchen 2 + 55 pl aus Rohrchen 1
9 5.05 Rohrchen 1 + 70 pl aus Rohrchen 2
10 0.82 Rohrchen 2 + 70 pl aus Rohrchen 1
11 4.84 Roéhrchen 1 + 70 pl aus Rohrchen 2
12 1.07 Rohrchen 2 + 70 pl aus Rohrchen 1
13 4.58 Rohrchen 1 + 80 pl aus Réhrchen 2
14 1.36 Rohrchen 2 + 80 pl aus Rohrchen 1
15 4.32 Roéhrchen 1 + 80 pl aus Rohrchen 2
16 1.57 Rohrchen 2 + 80 pl aus Rohrchen 1
17 4.12 Rohrchen 1 + 90 ul aus Réhrchen 2
18 1.80 Roéhrchen 2 + 90 pl aus Rohrchen 1
19 3.88 Roéhrchen 1 + 100 pl aus Rohrchen 2

44



4 Experimentaltelil

20 2.05 Rohrchen 2 + 100 pl aus Rohrchen 1
21 3.64 Rohrchen 1 + 110 pl aus Rohrchen 2
22 2.35 Rohrchen 2 + 110 pl aus Rohrchen 1
23 3.45 Rohrchen 1 + 130 pl aus Rohrchen 2
24 2.52 Rohrchen 2 + 130 pl aus Rohrchen 1
25 3.26 Rohrchen 1 + 165 pl aus Rohrchen 2
26 2.70 Rohrchen 2 + 165 pl aus Rohrchen 1
27 3.05 Rohrchen 1 + 220 pl aus Rohrchen 2
28 2.88 Rohrchen 2 + 220 pl aus Rohrchen 1
29 2.98 Rohrchen 1 + 300 pl aus Réhrchen 2
30 2.98 Rohrchen 2 + 300 pl aus Rohrchen 1

4.7.5 Proteini DNS Interaktionen

Alle Proben in verdinnter Losung wurden in 20 mM bei einem pH von 7 gemessen.
AuRBerdem wurden allen Proben 10% D20 zugesetzt. Es wurden
Proteinkonzentrationen zwischen ¢ =20 uM und ¢ =150 uM verwendet (Tabelle 6).
Die mittlere, gewichtete Anderung der chemischen Verschiebung fur 5-°F-Trp
BsCspB in Zelllysat und verdiinnter Losung sowie fuir 5-1°F-Trp BsCspB und 4-°F-Phe
BsCspB in DNS-gebundenen und -ungebundenen Zustand wurde nach Gleichung (10)

berechnet.
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Tabelle 6: Verwendete Konzentrationen an 5-°F-Trp BsCspB und 4-°F-Phe BsCspB.

Protein Komplex c/uM
5-19F-Trp BsCspB +dT4 20
5-19F-Trp BsCspB +dT6 40
5-19F-Trp BsCspB +dT6 150
5-19F-Trp BsCspB +dT7 105
4-19F-Phe BsCspB +dT4 150
4-19F-Phe BsCspB +dT5 150
4-19F-Phe BsCspB +dT6 150
4-19F-Phe BsCspB +dT7 150

Fur weitere Analysen der DNS Interaktionen wurden acht bis dreizehn eindimensionale
9F NMR Spektren mit ansteigender Oligonukleotid Konzentration aufgenommen.
Aufgrund hoher Bindungsaffinitaten zwischen fluormarkierten BsCspB und dT5, dT6

und dT7 konnten diese Daten nur quantitativ ausgewertet werden.

Die Interaktion von 5-°F-Trp BsCspB mit dT4 wurde bei einer Konzentration von
c = 20 uM sowohl in Zelllysat als auch in verdinnter Losung ausgewertet werden.
Dafir wurde die chemische Verschiebung, o7, des °F Signals gegen die
Oligonukleotid Konzentration aufgetragen wurde. Mit folgender Gleichung (13) konnte

die Dissoziationskonstante, Kp, bestimmt werden.

2 40D
A- AZ4nLP oL (13)
2 P,

3J 3 hax
wobei A = Kp + [P]o + n[L]o, gp¥ die chemische Verschiebung des *°F Signals und [P]o

und [L]o die absolute Konzentration von Protein und Ligand sind. Der Wert der
Stochiometrie, n, wurde auf n = 1 festgesetzt.
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Des Weiteren wurde eine Linienformanalyse mit NMRLineGuru [143] durchgefiihrt, um
mit einer weiteren Methode die Dissoziationskonstante, Kp, und den
Geschwindigkeitskonstante der Liganddissoziation, koff, zwischen 5-°F-Trp BsCspB

und dT4 zu bestimmit.

4.7.6 Zuordnung der °F Resonanzfrequenzen von 4-°F-Phe BsCspB

Fur die Zuordnung der Fluorsignale von 4-1°F-Phe BsCspB und dem 4-1°F-Phe-
BsCspB-ssDNA Komplex in den eindimensionalen *°F NMR Spektren wurden sieben
F zu Y Punktmutationen mit einem Q5 Site Directed Mutagenesis Kit (New England
Biolabs) durchgefiihrt. Die eindimensionalen °F NMR Spektren alle Proteinvarianten
wurden in freien und ssDNS (einzelstrangige DNS) gebunden Zustand in Zelllysat
aufgenommen. Das Zelllysat wurde, wie unter 4.7.1.1, hergestellt. Fir den 4-1°F-Phe
BsCspB F49Y-ssDNA Komplex wurde Pentathymidin (dT5) und fir den 4-°F-Phe
BsCspB F27Y-ssDNA wurde Tetrathymidin (dT4) verwenden. Fur alle anderen
Komplexe wurde Hepathymidin (dT7) verwendet. Die eindimensionalen °F NMR
Spektren der mutierten Varianten wurden mit den Spektren der unmutierten Variante
verglichen, um die fehlenden Signale den entsprechenden Phenylalaninen zu

zuordnen.

4.7.7 NMRLineGuru

Eine Linienformanalyse wurde mittels NMRLineGuru durchgefuhrt [143]. Damit
wurden die Bindungsaffinitat, Ko, und die Ligandendissoziationskonstante, Kof,
zwischen dT4 und 5-1°F-Trp BsCspB sowohl in verdiinnter Losung als auch in Zelllysat

mit einer Konzentration von ¢ = 340 g/l bestimmt.

4.7.8 Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) Relaxationsdispersionsmessungen am °F

Kern

Fur die 1°F CPMG Relaxationsdispersionsexperimente wurde eine eindimensionale
CPMG Sequenz [90-(lp-180-Utp)n] verwendet. Dabei wurde die Gesamtwartezeit,
Tcpve, konstant auf Tceme =5 ms gesetzt und Relaxationsserien mit Werten fur
3cemc = 1/(4* (dp) zwischen 3cemc = 200 Hz und 3cemc = 4000 Hz generiert indem

verschiedenen (&r und N Werte verwendet wurden. Die effektiven transversalen
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Relaxationsraten, [Rzeff = (-1/Tcpma) X In(l/lo)]  wurden  durch die aus den
eindimensionalen °F NMR Spektren ausgelesenen Intensitéaten, |, berechnet, wobei lo
die Signalintensitat in einem Spektrum ist, welches ohne Wartezeit aufgenommen
wurde [123].

Die Relaxationsdispersionskurven, wobei Rzeit gegen 3cepmc aufgetragen wurde,

wurden mit Gleichung (14) zu einem Zweizustandsaustausch angepasst [144].
1 )
Raecpmc=s; RadRagke 13cpméC O §hD,c o sdh -D.c od (14)

Mit:

1 qL2m¥ .
Dr=— q—Cle

N
2 q2+02
=— q +{ |\Cl

N scp 2

2
4= Rz sR2 5P, Ke #PyKe x 'q)"‘2+ B, PpKe 3

u= pr RZ éRZ Bpake >Z"pbke x'q)'x2+ @apbke f

Dabei sind R2a und R2p die transversalen Relaxationsraten der beiden Zustande in
Abwesenheit von Austausch, gv¥ der Unterschied der chemischen Verschiebung
zwischen den beiden Zustanden (unter MaRgaben von 2°), kex die

Austauschkonstante und pa und pb der Anteil an beiden Zustanden (pa + po = 1) [144].

Die CPMG Relaxationsdaten wurden an zwei verschieden Magnetfeldstarken
(Bo=18,8 T und Bo= 11,7 T) in verdinnter L6sung sowie bei einer Magnetfeldstarke
von Bo=18,8 T in Zelllysat mit einer Konzentration von ¢ = 200 g/l generiert. Dabei
wurden die Daten in verdinnter Losung bei zwei verschieden Magnetfeldstarken

global angepasst.

4.7.9 °F NMR Messungen in E. coli Zellen

Fir Messungen von 5-1°F-Trp BsCspB in der Zelle wurden, wie unter 4.2.3
beschrieben, Zellen bis zu einer ODsoonm von ODsoonm = 0,55 angeztchtet und die
Expression mit IPTG induziert. Anschlie3end wurden die Zellen pelletiert und in 50 mM

TRIS Puffer, pH 8, resuspendiert. Zu der Probe wurden 10 % D20 zugegeben und
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TMSP zur Referenzierung zugegeben. AnschlieRend wurden eindimensionale °F
NMR Spektren generiert, wobei eine Messzeit von 2 h aufgrund der Zellviabilitat nicht

Uberschritten wurde.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung des Aufbaus der Arbeit, wobei diese in drei Kapitel
unterteilt ist. Das erste Kapitel befasst sich mit der Herstellung von fluormarkiertem BsCspB
(PDB ID (4-*°F-Trp BsCspB): 6577, PDB ID (4-1°F-Phe BsCspB): 6TOO). Im zweiten Kapitel werden
die verschiedenen fluormarkierten Varianten des BsCspB charakterisiert und mit der wt Variante
(PDB ID: 1CSP) verglichen. Abschlielend werden im dritten Kapitel die Funktion und Stabilitat
des BsCspB in Zelllysat untersucht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich in drei Kapitel aufteilen, wobei sich das dritte
Kapitel thematisch in zwei Unterkapitel unterteilen lasst. Das erste Kapitel befasst sich
mit der Herstellung von sieben, an verschiedenen Stellen mit Fluor markierten
Varianten des BsCspBs. Im zweiten Kapitel werden die verschieden, fluormarkierten
Varianten des BsCspBs strukturell, thermodynamisch und kinetisch charakterisiert und
auf den Einfluss der Fluormarkierung untersucht. Im dritten und letzten Kapitel werden

verschiedene Anwendungsmoglichkeiten der Fluormarkierung naher beleuchtet.
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Dabei wird der Einfluss von einer komplexeren, zellahnlichen Umgebung auf die
Stabilitat und Funktion zweier fluormarkierten BsCspB Varianten vor allem mittels 1°F
NMR-Spektroskopie ndher untersucht (Abbildung 12).

5.1 Expression und Aufreinigung von fluormarkierten Varianten des
BsCspBs

Der erste Schritt dieser Arbeit war es, eine Methode zu entwickeln das Cold Shock
Protein B aus Bacillus subtilis mit einem Fluoratom zu markieren. Da sich einige der
aromatischen Aminosauren in der fur die Funktion relevanten Bindungstasche
befinden, wurde entschieden die Fluormarkierung an den aromatischen Aminosauren
anzubringen. Dabei besteht das BsCspB aus 67 Aminosauren, wobei es ein
Tryptophan (Abbildung 13, blau) und sieben Phenylalanine (Abbildung 13, rot) hat.

1 10 20 30 40 20

MLEGKVKWEN SEKGFGFIEV EGQDDVFVHE SAIQGEGFKT LEEGQAVSFE
60 67

IVEGNRGPQA ANVTKEA

Abbildung 13: Primarsequenz des BsCspBs, wobei die sieben Phenylalanine in rot und das
Tryptophan in blau gekennzeichnet sind.

Mogliche Fluorierungspositionen sind somit Position 2, 3 oder 4 der Phenylalanine 9,
15, 17, 28, 30, 38 und 49 (Abbildung 14, links) oder Position 4, 5, 6 oder 7 des
Tryptophans 8 (Abbildung 14, rechts). Daraus resultierend ist es mdglich sieben
verschiedene, an den aromatischen Aminosauren fluormarkierte Varianten des
BsCspB herzustellen. Im Folgenden wirden die verschieden markierten Proteine nach
ihrer Markierungsposition benannt. 5-1°F-Trp BsCspB hat somit eine Fluormarkierung
an Position 5 des Tryptophans, wohingegen 4-1°F-Phe BsCspB eine Fluormarkierung

an Position 4 der sieben Phenylalanine tragt.

2 4

HoN COOH HoN COOH

Abbildung 14: Verschiedene Markierungspositionen fur Fluor an L-Phenylalanin (links) und L-
Tryptophan (rechts).
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Im Laufe dieser Arbeit wurden drei verschiedene Methoden verwendet, fluormarkierte
Varianten des BsCspB darzustellen. Zunachst wurde versucht mittels Glyphosat die
Produktion von aromatischen Aminosauren zu inhibieren und dann mittels Zugabe von
fluormarkiertem Tryptophan oder Phenylalanin die fluormarkierte Variante des
BsCspB zu generieren [111]. Als nachstes wurden wahrend der herkdmmlichen
Expression [129] modifizierte Aminosduren zugegeben, um zumindest eine teilweise
Inkorporation der fluormarkierten Aminosaure zu erreichen [130, 131]. Die letzte,
vielversprechendste, aber auch komplexeste Methode ist die Verwendung von
auxotrophen Bakterienstammen. Diese sind nicht in der Lage bestimmte Aminoséauren,
in diesem Fall Phenylalanin oder Tryptophan, herzustellen. Somit kann durch Zugabe
modifizierter Aminosauren ein nahezu hundert prozentiger Einbau erzeugt werden. Die
pragnantesten Ergebnisse dieses Kapitels wurden 2019 in dem Journal Protein

Expression and Purification veroffentlicht [145].

5.1.1 Darstellung von fluormarkiertem BsCspB durch die Glyphosat Methode

Die Verwendung von Glyphosat inhibiert den Shikimisaureweg zur Darstellung
aromatischer Aminoséuren indem es das Enzym EPSPS (5-Enolpyruvylshikimate-3-
phosphate Sythase) hemmt [146] und die PEP (Phophoenilpyruvate) Bindungsstelle
blockiert [147, 148]. Das Enzym EPSPS katalysiert die Reaktion zischen PEP und S3P
(Shkimate-3-phosphate) zu EPSP (5-Enolpyruvylshikimate-3-phosphate) [149]. Ist
diese Reaktion unterbunden, kann das System nicht mehr selbststandig aromatische
Aminosauren herstellen. Durch Zugabe von modifizierten, aromatischen Aminosauren
zu dem Expressionsmedium kdnnen diese zu 100 % in das Protein inkorporiert
werden. Schuler et al. nutzten 2002 diese Methode um TmCsp (Cold Shock Protein
aus dem Bakterium Thermotoga maritima) mit 5-Fluortryptophan zu 100 % zu

markieren [111].

Neben einer hundertprozentigen Inkorporation der modifizierten, aromatischen
Aminosaure ist die Moéglichkeit der Verwendung des in unserem Labor bestehenden
Systems zur Herstellung des BsCspB ein weiterer Vorteil der Glyphosat Methode. Bei
dieser Herstellung wird Isotopen-markiertes BsCspB aus BL21(DES3) E. coli Bakterien
mit einem pET11a Plasmid (Abbildung 15, Anhang 2), welches die BsCspB Sequenz

tragt, in M9 Minimalmedium exprimiert [129].
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Nde 1 (12)

5842 bp

Abbildung 15: Plasmid Map des pET11a Vektors mit den Sequenzen fur BsCspB und Ndel und
BamHI Schnittstellen.

Um nun fluormarkierte Proben zu erhalten, wurden 50 mg/L der Aminosaure 5-
Fluortryptopan oder 5 mg/L der Aminosaure 4-Fluorphenylalanin und verschiedene
Konzentrationen zwischen 0.5 g/L und 0.8 g/L an Glyphosat zugeben. AuRRerdem
wurde neben dem bekannten M9 Minimalmedium auch NMM (New Minimal Medium)
verwendet und zusatzlich alle Aminosauren zugegeben. Trotz vieler verschiedener
Ansatze konnte zwar teilweise Zellwachstum beobachtet, aber kein fluormarkiertes
BsCspB gewonnen werden. Diese wurde mittels einer SDS Page (Natrium Dodecyl
Sulfat Polyacrylamid Gel Elektrophorese) Analyse nach Zelllysis gezeigt. Dabei wies
die SDS Page eindeutig keine Bande bei 7,5 kDa fur das BsCspB auf (Abbildung 16).

M Zelllysat

ITTE
k -:“ b

30kDa [~

20 kDa =

10 kDa =

Abbildung 16: SDS Page Analyse des Zelllysats nach Expression von fluormarkiertem BsCspB
mittels der Glyphosat Methode.

Ursache fur den Misserfolg dieser Methode kdnnte darin liegen, dass die verwendeten
Mengen an Glyphosat zu hoch sind und sich negativ auf das ganze System auswirken.
Wirde man nun aber die Glyphosat Konzentration heruntersetzen, besteht die

Mdglichkeit, dass der Shikimisaureweg nicht vollstandig unterdrtckt ist und sich neben
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der modifizierten BsCspB Variante auch unmarkiertes BsCspB bildet. Eine weitere
Ursache konnte sein, dass die Bakterienkulturen langere Erholungsphasen bendtigt
hatten. Deutlich langere Wachstumsphasen konnten aber zu einem signifikanten
Abbau des Antibiotikums Carbenicillin fihren [150, 151], was wiederum zu einem
Verlust des pET1la Plasmids, welches die BsCspB Sequenz tragt, fuhren kénnte.
Dennoch kdnnte eine Variation der Expressionszeiten und i temperaturen zum Erfolg
fuhren. Eine Mdglichkeit ware unteranderem tber Nacht bei T = 25 °C zu inkubieren,
was bei der Expression aus auxotrophen Bakterienstammen erfolgreich war.
Nichtsdestotrotz wurde dieser Ansatz nicht weiterverfolgt, da die weiteren zwei

Methoden erfolgreich waren und sich deutlich vielversprechender zeigten.

5.1.2 Darstellung von fluormarkiertem BsCspB durch Zugabe von fluormarkiertem

Phenylalanin oder Tryptophan

Eine weitere Methode zur Herstellung von fluormarkiertem BsCspB ist die Zugabe von
modifizierten Aminosauren direkt zu dem Expressionssystem. Durch das Uberangebot
der fluormarkierten Aminosaure wird diese vermehrt in das Protein eingebaut. So
konnte Sinz et al. 2015 Photo-Methionin zu 30 % in das Modelprotein Calmodulin
einbauen indem sie Photo-Methionin im Uberschuss wahrend der Expression zugab
[130]. Wright et al. konnte sogar eine hundertprozentige Inkorporation von 5-°F-
Tryptophan und 6-*°F-Tryptophan in TTR (menschliches Transthyretin) durch Zugabe
der modifizierten Aminosaure zeigen [131].

Im Zuge dieser Arbeit wurde sich mit dieser Methode auf die am Tryptophan
fluormarkierten Varianten beschrankt. Da im Gegensatz zu Phenylalanin Tryptophan
nur einmal im BsCspB vorkommt, kann man davon ausgehen, dass eine deutlich
hohere Homogenitat der an Tryptophan fluormarkierten Varianten als der an
Phenylalanin fluormarkierten Varianten erhalten werden kann. Um fluormarkiertes
Tryptophan in BsCspB zu inkorporieren, wurde zu dem in diesem Labor bekannten
Expressionssystems aus BL21(DE3) E. coli Bakterien und dem BsCspB Sequenz-
tragenden pET1la Vektors in Minimalmedium M9 50 mg/L 4-, 5- oder 6-1°F-
Tryptophan zugegeben. Nach Aufreinigung wie in Kapitel 4.3 und 5.1.4 beschrieben,
konnte 4-, 5- und 6-*°F-Trp BsCspB erhalten werden. Um zu zeigen, dass 4-, 5- und
6-°F-Trp BsCspB erhalten wurde, wurden eindimensionale °F NMR Spektren

aufgenommen (Abbildung 17 A-C). Wie zu erwarten, zeigen alle Spektren ein scharfes
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Signal fur das einzelne Fluoratom im Protein bei ¥ =-124,30 ppm fir 4-19F-Trp
BsCspB (Abbildung 17 A), bei ¥ =-122,24 ppm fir 5-1°F-Trp BsCspB (Abbildung 17
B) und bei¥ =-121,51 ppm fur 6-1°F-Trp BsCspB (Abbildung 17 C). Zusatzlich wurden
eindimensionale °F Spektren von 4-1°F-Tryptophan, 5-1°F-Tryptophan und 6-1°F-
Tryptophan aufgenommen (Anhang 3). Die Resonanzsignale weisen eine ahnliche,
aber nicht identische chemische Verschiebung auf wie die entsprechenden Proteine,
was auf einen Einbau der Aminosauren hindeutet. Des Weiteren zeigt die Linienbreite,
FWHM, eine deutliche Verbreiterung. Dies ist ein Anzeichen dafir, dass die Mobilitat
des Molekuls, welches die Fluormarkierung tragt, herabgesetzt ist, was unter anderem
bei groReren Molekilen der Fall ist. Somit deuten sowohl die Verschiebung als auch
die Verbreiterung des Resonanzsignals darauf hin, dass die fluormarkierte

Aminosaure in das Protein eingebaut wurde.

Die geringe Intensitat der Proben kommt durch die Aufnahme der eindimensionalen
9F NMR Spektren mittels 400 MHz Spektrometer mit Raumtemperatur-Probenkopf
zustande. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden die meisten Spektren an einem

800 MHz Spektrometer mit Kryoprobenkopf generiert.

55



5 Ergebnisse und Diskussion

A B
— 419 — 19
0.4 4-F-Trp BsCspB 0.4l 5-*F-Trp BsCspB
& &
o o
— —
% %
:r:—'g 0.2 :Es 0.2
2 2
C c
s s
= =
0.0 0.0
-122 124 -126 -120 -122 -124
19E / ppm 1%F / ppm
C
— 19
0.4 6-°F-Trp BsCspB
&
o
—
%
:§ 0.2
%
C
9
=
0.0
-120 -122 124

19F / ppm

Abbildung 17: 1D °*F NMR Spektren von 4-, 5- und 6-°F-Trp BsCspB. Die Spektren zeigen ein
scharfes Signal fiir das einzelne Fluoratom im Protein bei ¥ =-124,30 ppm fiir 4-1°F-Trp BsCspB
(A), bei ¥ =-122,24 ppm fur 5-°F-Trp BsCspB (B) und bei ¥ =-121,51 ppm fur 6-°F-Trp BsCspB
(©).

Da bei dieser Methode fluormarkiertes Tryptophan zum herkémmlichen
Expressionssystem zugegeben wurde, ist es méglich, dass neben fluormarkiertem
BsCspB auch wt BsCspB exprimiert wird. Um den Prozentsatz an markiertem und
unmarkiertem BsCspB zu bestimmen, wurden ESI MS Spektren aufgenommen. Dabei
zeigen die dekonvolierten Spektren ein dominierendes Signal bei 7382,5 Da fiir 4- und
5-19F-Trp BsCspB und 7382,3 Da fiir 6-1°F-Trp BsCspB, was zu einer theoretischen

Masse von 7382 Da von einem einzeln fluormarkierten BsCspB passt (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Dekonvoliertes Massenspektrum von 4-°F-Trp BsCspB (A), 5-°F-Trp BsCspB (B)
und 6-°F-Trp BsCspB (C). Dabei zeigt sich ein dominierendes Signal bei 7382,5 Da flr 4- und 5-
1E-Trp BsCspB und 7382,3 Da fir 6-1°F-Trp BsCspB, was zu einer theoretischen Masse von
7382 Da von einem einzeln fluormarkierten BsCspB passt.

Die genauere Analyse der Signale zeigt eine Gesamtmenge von 87 % von 4-1°F-Trp
BsCspB, 64 % von 5-1°F-Trp BsCspB und 55 % von 6-1°F-Trp BsCspB, wobei wt auf
eine Menge von 4 %, 8 % und 8 % kommt (Anhang 4-Anhang 6). Der restliche Anteil
kann auf Fragmentierung, Agglomeration und Oxidation zurickgefuhrt werden. Somit
konnte, auch wenn die fluormarkierte Aminoséure nicht zu 100 % in das Protein
inkorporiert wurde, eine Methode dargestellt werden, um fluormarkiertes Protein zu
erhalten. Nichtsdestotrotz ist die Anwendung dieser Methode auf Systeme, die an
mehreren Stellen im Protein fluormarkiert werden sollen, wie das Phenylalanin

fluormarkiertes BsCspB, schwierig. Denn durch die verschiedenen Markierungsstellen
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erhoht sich auch die Inhomogenitat der Probe, da verschiedene Mdglichkeiten der
Teilmarkierung bestehen. Aus diesem Grund wurde nach weiteren, effizienteren

Moglichkeiten der Fluormarkierung gesucht.

5.1.3 Darstellung von fluormarkiertem BsCspB durch die Verwendung von

Phenylalanin- oder Tryptophan-auxotrophen Bakterienstammen

Die dritte und erfolgreichste Methode fluormarkiertes BsCspB zu erhalten, war die
Verwendung von Phenylalanin- und Tryptophan-auxotrophen Bakterienstdmmen.
Daflir musste ein neues System aufgebaut werden, da die auxotrophen Stamme CAG
18455 7371 und DSMZ 12779 keine genomische Verankerung einer T7-
Expressionskassette haben. Dies ist aber nétig, da das T7-Expressionssystem genutzt
werden soll. Somit musste zuséatzlich zu dem BsCspB Sequenz tragenden Plasmid ein
weiteres Plasmid eingefihrt werden, welches die Sequenz der T7 Polymerase unter
der Kontrolle des lacUV5-Promotors trégt. Dafur wurde der Vektor pAR1219 (Merck)
erworben und mittels Sanger Sequenzierung (GATC Service, eurofins Genomics)

vollstandig sequenziert (Abbildung 19, Anhang 7).
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Abbildung 19: Plasmid Map des pAR1219 Vektors mit den Sequenzen fur T7 Polymerase und den
Sequenzierungsprimern.
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Da der pAR1219 Vektor, wie auch der pET11a Vektor, eine Carbenicillin Resistenz
tragt, wurde die Nukleotid Sequenz von BsCspB in einen pET24a Vektor kloniert, der
eine Kanamycin Resistenz tragt. Die BsCspB Sequenz wurde mit zwei verschieden
Methoden ausgeschnitten. Zum einen wurde eine PCR verwendet. Dabei trugen die
verwendeten Primer Schnittsequenzen fur die Restriktionsenzyme BamHI| und Ndel.
Nach der Vervielfaltigung der BsCspB enthaltenden Sequenz folgte die Verdauung mit
den beiden Restriktionsenzymen. Als zweite Méglichkeit wurde der pET11a Vektor mit
den Restriktionsenzyme BamHI und Mlul verdaut, das Produkt auf ein Agarosegel
aufgetragen und das kiirzere, BsCspB enthaltende Stiick aus dem Gel ausgeschnitten.
Fur beide Methoden ist der leere pET24a Vektor mit den entsprechenden Enzymen
verdaut worden und alles zu den zwei verschiedenen Varianten des pET24a-BsCspB

Vektors ligiert.

Um die erfolgreiche Klonierung zu verifizieren, wurden E. coli Dh5U mit beiden
Vektoren transformiert und auf LB Platten ausgestrichen. Anschliel3end wurde eine
Kolonie Polymerasekettenreaktion (Kolonie-PCR) mit jeweils drei Kolonien und dem
leeren pET24a Vektor durchgefiihrt. Daflr wurden die Primer 5"-GCC GAA ACA AGC
GCT CAT-3 und 5°-TTG TTA GCA GCC GGA TCT C-3" verwendet. Die Auswertung
angefertigter Agarosegele zeigte den erfolgreichen Einbau fir alle Kolonien (Abbildung
20). Dabei zeigten die PCR Produkte die theoretische Lange von 533 Basenpaaren
(bp) (Abbildung 20 2-7). Im Vergleich dazu war das PCR Produkt des leeren Vektors
deutlich kirzer und zeigte eine vergleichbare L&nge zur theoretischen Lange von
360 bp (Abbildung 20).

M 1 2 3 4 5 6 7

3000 bp

2000 bpH .\

1000 bp- » _
500 bp= - — -
250 bp-{ == .

Abbildung 20: Kolonie-PCR Produkt von pET24a (1) und pET24a-BsCspB (2-7) mit den Primern
5-GCC GAA ACA AGC GCT CAT-3"und 5-TTG TTA GCA GCC GGA TCT C-3".
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Des Weiteren erfolgte eine Sanger Sequenzierung (GATC Service, eurofins
Genomics) des Vektors pET24a-BsCspB (Abbildung 21, Anhang 8).
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Abbildung 21: Plasmid Map des pET24a-BsCspB Vektors mit den Sequenzen fur BsCspB, T7

Promotor, lac Operator, T7 Terminator, Mlul, Ndel und BamHI Schnittstellen und den
Sequenzierungsprimern.

Nachdem die Tryptophan- sowie der Phenylalanin-auxotrophe E. coli Stamme mit dem
Plasmid pAR1219 sowie mit dem Plasmid pET24a BsCspB transformiert wurden,
konnten alle sieben fluormarkierte Varianten des BsCspB, wie unter 4.2.3 beschrieben,
exprimiert werden. Durch die Zugabe von IPTG wurde die Expression induziert. Die
Variation der Expressionszeit und -Temperatur zeigte, dass eine Inkubation Uber

Nacht bei T = 298 K die besten Ergebnisse lieferte. Die Proteine wurden wie unter 4.3
und 5.1.4 beschrieben aufgereinigt.

Fur die Analyse der entstandenen Proteine wurde zunachst ein ESI MS Spektrum von
5-19F-Trp BsCspB aufgenommen. Das dekonvolierte Spektrum zeigt ein
dominierenden Peak bei 7382,3 Da, was sehr gut mit der theoretischen Masse von
7382 Da eines einfach fluormarkiertem BsCspB ubereinstimmt (Abbildung 22). Die
genaue Analyse der Peaks ergibt eine gesamte Ausbeute von 76 % an 5-1°F-Trp
BsCspB, wahrend 3 % wt BsCspB mit einer passenden, theoretischen Masse von
7365 Da erhalten wurde (Abbildung 22, Anhang 9). Im Vergleich mit dem ESI MS
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Spektrum des nach 5.1.2 hergestelltem 5-°F-Trp BsCspB (Abbildung 18 B, Anhang 5)
zeigt sich, dass mit dieser Methode zum einen 12 % mehr 5-°F-Trp BsCspB
gewonnen werden kann und zum anderen, dass sich die Menge an wt BsCspB um
5 % reduziert. Dass trotz Verwendung auxotropher Stamme wt BsCspB erhalten wird,
liegt daran, dass fur die Anzucht der Bakterien zundchst Medium mit unmarkiertem
Tryptophan/Phenylalanin verwendet wurde und das fluormarkierte
Tryptophan/Phenylalanin erst fir die Expression zugeben wurde. Dies kann dazu
gefuhrt haben, dass, trotz eines Waschschritts, Rickstande des unmarkierten
Mediums zuriickblieben und wt BsCspB exprimiert werden konnte. Die Anzucht in
fluormarkiertem Medium war aber nicht moglich, da die Zellen sich in diesem nicht
vermehrten. Nichtsdestotrotz zeigte diese Variante eine deutliche Verbesserung der

Ausbeute an fluormarkiertem BsCspB und eine Abnahme an wt BsCspB.

7382

Intensitat (x10%)

7399
7365

oL . A : :
6900 7200 7500 7800
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Abbildung 22: Dekonvoliertes Massenspektrum von 5-°F-Trp BsCspB. Dabei zeigt sich ein
dominierendes Signal bei 7382,3 Da, was zu einer theoretischen Masse von 7382 Da von einem
einzeln fluormarkierten BsCspB passt.

Als nachster Schritt wurden eindimensionale 'H NMR Spektren (Abbildung 23 A,
Anhang 10) aller sieben Varianten sowie ein zweidimensionales *H >N HSQC NMR
Spektrum von >N markiertem 5-1°F-Trp BsCspB (Abbildung 23 B) aufgenommen, um
eine Ubersicht Uber die Struktur des fluormarkierten BsCspB zu erhalten und mit dem
des wt BsCspBs zu vergleichen. Die Ubereinanderlagerung des eindimensionalen *H
NMR Spektrums von 5-1°F-Trp BsCspB mit dem der wt Variante zeigt ein
vergleichbares Signalpattern der beiden Spektren (Abbildung 23 A). Die restlichen
eindimensionalen 'H NMR Spektren der anderen fluormarkierten Varianten sind in

Anhang 10 dargestellt und zeigen ebenso vergleichbare Resonanzsignale. Auch der
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Vergleich zwischen den zweidimensionalen *H N HSQC NMR Spektren von 5-1°F-
Trp BsCspB und wt BsCspB (Abbildung 23 B) zeigt, dass die Verteilung der
Amidprotonen als auch die Intensitat der Signale fast identisch sind und nur kleine
Unterschiede in der chemischen Verschiebung, qur, zu erkennen sind, wobei der
Mittelwert von o  zwischen 5-1°F-Trp BsCspB und wt BsCspB
g = 0,035 + 0,033 ppm betragt (Abbildung 23 C). In Abbildung 23 D sind die
Aminosauren markiert, deren Verschiebungen der Resonanzsignale das Mittel
Uberschreiten. Daraus lasst sich erkennen, dass die Einbringung des Fluoratoms nur
zu kleinen, lokalen Anderungen in der chemischen Umgebung fiihrt (Abbildung 23 C,
D). Das fehlende *H °N Signal der Tryptophan Indolgruppe bei ¥ *H ~ 10,3 ppm des 5-
19F-Trp BsCspB lasst sich darauf zurtickzuftihren, dass wahrend der Expression 5-*°F-
Tryptophan eingesetzt wurde, welches nicht >N markiert war. Zusammenfassend lasst
sich erkennen, dass die Einfuhrung des Fluoratoms in das Protein die Struktur und
Faltung des Proteins nicht beeinflusst. Des Weiteren zeigt sowohl das *H->N HSQC
Spektrum als auch das *H Spektrum ein einzelnes Set von Resonanzsignalen, was ein

weiterer Hinweis auf die hohe Reinheit der Probe ist.
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Abbildung 23: Eindimensionales H Spektrum (A) und zweidimensionales *H-1°>N HSQC Spektrum
(B) von wt BsCspB (schwarz) und 5-°F-Trp BsCspB (rot). Der Unterschied in der chemischen
Verschiebung, gor, in Protonen und Stickstoff Dimension zwischen wt BsCspB und 5-°F-Trp
BsCspB. Die horizontalen Linien zeigen den Mittelwert (durchgezogene Linie) und den Mittelwert
+ die Standardabweichung (gestrichelte Linie) an (C). Aminosauren die einen grofReren
Unterschied in der chemischen Verschiebung zwischen wt BsCspB und 5-°F-Trp BsCspB als
den Mittelwert + die Standardabweichung haben sind rot markiert (D, PDB ID: 1csp). Das
Tryptophan ist mit Seitenkette in blau gezeigt.

Neben den H und °N Dimensionen wurden auch eindimensionale 1°F NMR Spektren
aufgenommen (Abbildung 24). Die Spektren von 2-°F-Phe BsCspB, 3-°F-Phe
BsCspB und 4-1°F-Phe BsCspB zeigen Resonanzsignale zwischen ¥ =-114,39 ppm
bis ¥ =-118,46 ppm, ¥ =-111,03 ppm bis ¥ =-114,24 ppm und ¥ =-112,91 ppm bis
¥ =-117,78 ppm (Abbildung 24 A, B, C). Das Set an Resonanzsignalen kommt durch
die sieben Phenylalanine, die alle fluormarkiert sind, zustande. Dennoch kénnen nicht
sieben einzelne Signale identifiziert werden, da es aufgrund &hnlicher chemischer
Umgebung zu Signaliberlagerungen und aufgrund von Asymmetrie der
Fluormarkierung zu unterschiedlichen Konformationen und somit zu Signaldopplungen
kommt. Die Spektren von 4-1°F-Trp BsCspB, 5-1°F-Trp BsCspB, 6-°F-Trp BsCspB und
7-1%F-Trp BsCspB zeigen jeweils ein einzelnes, scharfes Signal bei ¥ =-124,29 ppm,
¥ =-122,24 ppm, ¥ =-121,51 ppm und ¥ =-131,99 ppm flr das Fluor in Position 4,
5, 6 und 7 im Tryptophanring (Abbildung 24 D, E, F, G). Zusatzlich wurde ein
eindimensionales 1°F Spektrum von 5-1°F-Tryptophan aufgenommen (Abbildung 24
H). Das Resonanzsignal in diesem Spektrum ist um @¥=-2,4ppm zu
¥ =-124,68 ppm verschoben, was auf eine Veranderung der chemischen Umgebung

hindeutet. Des Weiteren zeigt die Linienbreite, FWHM, eine deutliche Verbreiterung
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von FWHM?®19T = 3 86 Hz fiir 5-°F-Tryptophan zu FWHM?>-19F-Tp BsCspB = 48 90 Hz
fur 5-1°F-Trp BsCspB. Dies ist ein Anzeichen dafir, dass die Mobilitat des Molekils,
welches die Fluormarkierung tragt, herabgesetzt ist. Dies ist unter anderem bei
groReren Molekulen der Fall. Sowohl die Verschiebung als auch die Verbreiterung des
Resonanzsignals deuten darauf hin, dass die fluormarkierte Aminosaure in das Protein
eingebaut wurde. AuRerdem sind die 1°F NMR Spektren von 4-1°F-Tryptophan, 6-*°F-
Tryptophan und 7-°F-Tryptophan in Anhang 3 gezeigt. Dabei zeigen auch hier die
Resonanzsignale eine deutliche Verschiebung und Linienverschmélerung im

Vergleich zu den Signalen der Protein Spektren.
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Abbildung 24: Eindimensionale °F NMR Spektren von 2-1°F-Phe BsCspB (A), 3-1°F-Phe BsCspB
(B), 4-°F-Phe BsCspB (C), 4-*°F-Trp BsCspB (D), 5-*°F-Trp BsCspB (E), 6-°F-Trp BsCspB (F),
7-°F-Trp BsCspB (G) und 5-°F-Tryptophan (H).

Somit konnte ein Verfahren entwickelt werden, um fluormarkierte Varianten des
BsCspB herzustellen. Dieses Verfahren ist leicht auf andere Proteine oder
Labelpositionen Ubertragbar und konnte fur alle sieben, an Tryptophan oder

Phenylalanin fluormarkierten Varianten des BsCspB angewandt werden.

5.1.4 Aufreinigung von fluormarkiertem BsCspB

Nachdem die Zellen abzentrifugiert wurden, wurde das Cold Shock Protein fir alle drei
Methoden aufgereinigt. Diese Aufreinigung erfolge in drei Schritten, wobei zunachst

eine Anionen Austausch Chromatographie, dann eine Hydrophober Austausch
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Chromatographie und zum Schluss eine GroélRenausschluss Chromatographie
durchgefiihrt wurde. Vor der Aufreinigung des Proteins, wurden zunachst die
Zellpellets in Lysis Puffer resuspendiert und mittels Ultraschall aufgeschlossen.
Nachdem Zellwandtrimmer und andere unldsliche Bestandteile zentrifugiert wurden,
konnte das Zielprotein in Uberstand gefunden werden. Die Aufreinigung wird hier
anhand von 5-1°F-Trp BsCspB exemplarisch dargestellt, erfolgte aber fur die anderen
Varianten identisch. Die Elutionsprofile und SDS Pages der anderen fluormarkierten
Proteine sind im Anhang dargestellt (Anhang 11-Anhang 16). Die Analyse der Proben
nach den einzelnen Aufreinigungsschritten erfolgte mittels SDS Page, welche auch

dazu dienten die Fraktionen fiir den ndchsten Arbeitsschritt zu bestimmen.

Als erster Schritt der Aufreinigung erfolgte eine Anionen Austausch Chromatographie
(Abbildung 25 A, B), wobei die Fraktionen 12-33 vereint wurden und fiir den nachsten
Aufreinigungsschritt, eine Hydrophober Austausch Chromatographie eingesetzt
wurde. Wahrend diesen zeigt das Elutionsprofil eine deutlich héhere Reinheit der
Probe (Abbildung 25 C, D). Die schlechte Qualitat der SDS Page nach dem
Hydrophoben Austausch ist auf die, wahrend diesen Schrittes ndétige, hohe
Salzkonzentration zurtick zu fihren. Im letzten Schritt der Aufreinigung wurden die
Fraktionen 6-17 auf eine Gelfiltrationssaule aufgetragen, was zu einer sehr hohen
Reinheit der fluormarkierten BsCspB fuhrte (Abbildung 25 E, F).
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Abbildung 25: Elutionsprofile und SDS Page Analysen von 5-F-Trp BsCspB. Fir die
Aufreinigung wurden drei Reinigungsschritte unternommen: eine Anionen Austausch
Chromatographie (A, B), eine Hydrophober Austausch Chromatographie (C, D) und eine
GroBenausschluss Chromatographie (E, F). Das Protein wurde bei einen Elutionsvolumen
V =0 mL auf die jeweilige Saule geladen. Die graue, vertikale Linie zeigt das Volumen an bei dem
mit dem Fraktionssammeln gestartet wurde, wahrend der graue Balken die Fraktionen anzeigt,
die fur die SDS Pages verwendet wurden. Die sukzessive Zugabe von Puffer B (A) und Puffer D
(C) wurde blau dargestellt.

Die Ausbeuten wurden, wie unter 4.3.5 beschrieben, berechnet und in folgender
Tabelle 7 dargestellt. Die Ausbeuten an fluormarkierten Protein sind in der gleichen
GroéfRenordnung, wie die Ausbeute fur wt BsCspB, welche auf 5mg pro V=11

Expressionsmedium (M9 Medium) von Birgit K6hn bestimmt wurde.

68



5 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 7: Ausbeuten fur alle fluormarkierten Varianten des BsCspB.

Protein Variante Menge in mg pro V = 1 | Expressionsmedium
2-1°F-Phe BsCspB 2mg

3-1°F-Phe BsCspB 5mg

4-1°F-Phe BsCspB 6 mg

4-1°F-Trp BsCspB 1 mg

5-19F-Trp BsCspB 9 mg

6-°F-Trp BsCspB 10 mg

7-1°F-Trp BsCspB 3mg

Aus diesen Ergebnissen lasst sich zusammenfassen, dass ein System zum Einbau
fluormarkierter Aminosauren in BsCspB entwickelt wurde, welches auch einfach auf
andere Proteine Ubertragbar ist. Diese Methode wurde erfolgreich mit allen sieben
verschieden fluormarkierten Varianten von Tryptophan und Phenylalanin angewandt.
Aulerdem konnte gezeigt werden, dass der Einbau der fluormarkierten Aminosauren

keinen Einfluss auf die Struktur der Proteine hat.
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5.2 Spektroskopische Untersuchungen an fluormarkiertem BsCspB

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde der mogliche Einfluss, der durch das Einbringen
des Fluoratoms in das Protein zustande kommt, auf die Stabilitat, die Faltungsdynamik

und die Struktur untersucht. Einige Messungen fihrte hierbei Xenia Mihajlenko durch.

Daflir wurde als erster Schritt die Stabilitéat der sieben verschiedenen, fluormarkierten
Varianten des BsCspB mittels Fluoreszenz und NMR-Spektroskopie bestimmt.
Wahrend bei den Fluoreszenzmessungen die fluormarkierten BsCspB Varianten durch
Urea denaturiert wurden, wurde bei den NMR-Spektroskopie eine
Temperaturdenaturierung durchgefihrt. Durch Anpassen der Entfaltungskurven
konnten die Stabilitdten bestimmt werden. Als nachstes wurden Faltungskinetiken der
sieben verschiedenen Proteine untersucht, dabei sind Faltung und Entfaltung
chemisch induziert und mittels Stopped Flow Fluoreszenz detektiert worden. Als letzter
Schritt wurden Kristallstrukturen von 4-1°F-Phe BsCspB und 4-°F-Trp BsCspB
untersucht und mit der der wt Variante verglichen. Die signifikantesten Ergebnisse
dieser Arbeit wurden 2020 in Scientific Reports veroffentlicht [152].

5.2.1 Bestimmung der thermischen Stabilitat mit Fluoreszenzspektroskopie im

Gleichgewicht

Um die Stabilitat der sieben verschiedenen fluormarkierten Varianten des BsCspB zu
bestimmen, wurde Fluoreszenzspektroskopie im Gleichgewicht verwendet. Daflr
wurde sich die intrinsische Fluoreszenz des Tryptophans zunutze gemacht, welche bei
der Entfaltung des Proteins abnimmt. Diese Abnahme kommt dadurch zustande, dass
das Tryptophan im gefalteten Zustand des BsCspBs exponiert ist, wahrend es dies im
ungefalteten Zustand nicht ist. Somit kommt weniger Fluoreszenzemission bei dem
Detektor an. Der Faltungstibergang von 2-1°F-Phe, 3-°F-Phe, 4-1°F-Phe, 4-1°F-Trp, 5-
BFE-Trp, 6-°F-Trp und 7-°F-Trp BsCspB wurde durch chemische Denaturierung
mittels Urea induziert und mit Fluoreszenzspektren bei Ureakonzentrationen zwischen
c =0 Mund ¢ = 8 M verfolgt. Alle Varianten auRer 7-1°F-Trp BsCspB wurden zweimal
vermessen. Des Weiteren wurden die Rohdaten der wt Variante von Birgit Kohn zur

Verfiigung gestellt.

Alle Fluoreszenzspektren zeigen, dass mit steigender Ureakonzentration die

Fluoreszenzintensitat um ungeféhr einen Faktor zwei abnimmt (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Fluoreszenzspektrum von wt (A), 2-1°F-Phe BsCspB (B), 3-°F-Phe BsCspB (C), 4-
F-Phe BsCspB (D), 4-°F-Trp BsCspB (E), 5-°F-Trp BsCspB (F), 6-*°F-Trp BsCspB (G) und 7-*°F-
Trp BsCspB (H) bei verschieden Urea Konzentrationen. Fur die Anregung wurde ein Licht der
Wellenlange &= 280 nm verwendet.

AulRRerdem zeigt sich mit fortschreitender Entfaltung eine deutliche Verschiebung zu
hoheren Wellenlangen um maximal qpa= 12 nm (Abbildung 27 A-F, H), was darauf
zurtckgefuhrt werden kann, dass mit steigender Urea Konzentration, das Tryptophan
weniger zu dem polaren Losungsmittel exponiert ist. Diese Beobachtungen konnten
sowohl fur die wt Variante als auch fir die fluormarkierte Varianten gemacht werden.
Alleine fur 6-1°F-Trp BsCspB konnte keine Verschiebung des Emissionsmaximums bei

steigender Urea Konzentration beobachtet werden (Abbildung 27 G). Nichtsdestotrotz
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nimmt Fluoreszenzintensitat auch fir 6-°F-Trp BsCspB mit steigender Urea
Konzentration ab (Abbildung 26 G).
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Abbildung 27: Wellenlange des Fluoreszensemissionsmaximum von wt (A), 2-1°F-Phe BsCspB
(B), 3-°F-Phe BsCspB (C), 4-*°F-Phe BsCspB (D), 4-*°F-Trp BsCspB (E), 5-*°F-Trp BsCspB (F), 6-
F-Trp BsCspB (G) und 7-°F-Trp BsCspB (H) bei verschieden Urea Konzentrationen.

Die Fluoreszenzintensitat fur 4-°F-Trp BsCspB ist im Vergleich zu allen anderen
Varianten deutlich geringer (Abbildung 26 E). Diese Beobachtung wurde auch fur 4-
PF-Tryptophan gemacht, welches eine geringe Fluoreszenzquantenausbeute hat
[153], wobei diese 100 mal kleiner ist als die fiir Tryptophan, 5-1°F-Tryptophan und 6-
E-Tryptophan ist (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Fluoreszenzemissionsspektren der freien Aminosaure Tryptophan (pink), 4-1F-
Tryptophan (orange), 5-1°F-Tryptopahn (blau) und 6-°F-Tryptophan (grin). Alle Spektren wurden
mit einer Aminosaure Konzentration von ¢ =1pM in 20mM NaCac, pH 7 und T =298 K
aufgenommen. Zur Anregung wurde ein Licht der Wellenlédnge a= 280 nm verwendet.

Fur die Analyse der Fluoreszenzdaten wurde die gemittelte Emissionswellenlange <a>
nach Gleichung (2) bestimmt (Abbildung 29). Dass die Intensitat nicht, wie
normalerweise, bei nur einer Wellenlange ausgelesen wurde [11], sondern ein
gesamter Bereich gemittelt wurde, hat zwei Grinde. Zum einen wurde somit die
Verschiebung des Emissionsmaximums zu hoheren Wellenlangen bericksichtigt und
zum anderen wurden auch die unterschiedlichen Emissionsmaxima und die daraus
resultierende andere Form der Spektren bei bestimmten Wellenlangen der
verschiedenen Proteine bertcksichtigt. Mit dieser Methode werden somit sowohl die
unterschiedlichen Formen der Spektren als auch eine mdgliche Verschiebung des
Emissionsmaximums wahrend der Entfaltung beachtet. Die exakte Bestimmung der
Urea Konzentration erfolgte Uber die Bestimmung des Berchungsindex, n, mittels
Gleichung (3).
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Abbildung 29: Darstellung der gemittelten Emissionswellenlange, <a>, in Abhangigkeit von der
Urea Konzentration. Diese wurde fiur wt BsCspB (Rechtecke/grau) und alle sieben
fluormarkierten Varianten, 2-°F-Phe BsCspB (Sterne/schwarz), 3-*°F-Phe BsCspB (Dreiecke-
rechts/blau), 4-'°F-Phe BsCspB (Dreiecke-unten/cyan), 4-°F-Trp BsCspB (Rauten/orange), 5-*°F-
Trp BsCspB (Kreise/rot), 6-°F-Trp BsCspB (Dreiecke-oben/lila) und 7-°F-Trp BsCspB
(Finfeckel/pink), aus Fluoreszenzspektren bei verschiedenen Urea Konzentrationen erhalten. Die
durchgezogenen Linien zeigen die beste Anpassung der Daten (Gleichung (4)) bei Verwendung
eines globalen Wertes fur die Kooperativitat, m. Die Ergebnisse der Anpassung sind in Tabelle
8 dargestellt.

Geht man nun, wie in der Literatur bekannt [88], von einen Zweizustandsfalter fur die
BsCspB Varianten aus, kann man mit Gleichung (4) die freie Energie, giG°, zwischen
gefalteten und entfalteten Zustand fur die wt und alle sieben fluormarkierten Varianten
bestimmen. Die Kooperativitdt der Entfaltung, m, wurde als globaler Fitparameter
verwendet, um eine bessere Vergleichbarkeit der freien Energie, qiG°, zu ermoglichen.
Dies resultierte in einem Wert fir m von m =-2,9 + 0,1 kJ/(mol M), was sehr gut fur
den Literatur bekannten Wert fir die wt Variante von m =-3,2 + 0,1 kJ/(mol M)
Ubereinstimmt [11, 88]. Die freie Energie, qiG°, wurde fir die doppelt gemessenen
Varianten gemittelt und zwischen qiG° = 9,0 +0,5 kJ/mol fur 5-1°F-Trp BsCspB und
gG% = 12,7 +1,1 kd/mol flir 4-1°F-Trp BsCspB bestimmt (Tabelle 8).
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Tabelle 8: Analyse der Faltung im Gleichgewicht von wt BsCspB und den sieben fluormarkierten
Varianten mittels Fluoreszenzspektroskopie, um die thermodynamische Stabilitat, qG° zu
bestimmen. Dafur wurde die Gleichung (4) verwendet und die Kooperativitat, m, wurde als
globaler Parameter genutzt und zu m =-2,9 + 0,1 kJ/(mol M) bestimmt. Der Mittelpunkt des
Faltungstbergangs, Cu, wurde mit Cu = ggG%m kalkuliert.

Protein qiG° / kJ/mol Cuw/M

wt BsCspB 11,1 +£0,5 3,8+0,2
2-1°F-Phe BsCspB 10,0+ 0,7 35%20,2
3-19F-Phe BsCspB 10,5+ 0,6 3,6+0,2
4-1°F-Phe BsCspB 9,6 +0,6 3,3+0,2
4-19F-Trp BsCspB 12,7 +1,1 4,4+0,4
5-19F-Trp BsCspB 9,0+0,5 3,1+0,2
6-1°F-Trp BsCspB 11,0+0,7 3,8+0,2
7-°F-Trp BsCspB 11,4+0,6 3,9+0,2

Eine weitere Moglichkeit die thermodynamische Stabilitat, giG°, zu bestimmen, ist die
freie Energie, qiG, in Abhéangigkeit der Urea Konzentration aufzutragen und im
Faltungsiibergangsbereich linear anzupassen (Tabelle 9, Abbildung 30) [154]. giG°
ergibt sich aus dem Schnittpunkt mit der y-Achse und die Kooperativitdt, m, ist die
Steigung der Geraden, welche flir eine bessere Vergleichbarkeit auf den Wert
m=-2,9+£0,1 kJ/(mol M), der mittels Gleichung (4) global bestimmt wurde,
festgesetzt. Dies wurde fiur alle Varianten des BsCspBs zusatzlich durchgefihrt, um
sicherzustellen, dass fehlende Basislinien keinen Einfluss auf die Bestimmung der
thermodynamischen Stabilitdt haben, wie es von Alexander und Pace gezeigt wurde
[135]. Diese Anpassung resultierte in Werten fir die thermodynamische Stabilitat, goG°,
in derselben GroRenordnung wie flr die Werte, die mit Gleichung (4) bestimmt wurden.
Dabei liegen sie zwischen G°=9,7 £0,2 kJ/mol fur 5-°*F-Trp BsCspB und
qG° = 14,1 +0,1 kd/mol fir 4-*°F-Trp BsCspB liegen und sind generell minimal hoher
als die, die durch Anpassung mit Gleichung (4) bestimmt wurden. Dies lasst sich auf
die unterschiedliche Art der Anpassung zurtickfiihren. Dieser Unterschied ist aber
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minimal und die Konsistenz in den beiden unabhangigen Varianten der Anpassung

zeigt eine deutliche Validitat der Ergebnisse.
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Abbildung 30. Linearer Fit des natirlichen Logarithmuses der Gleichgewichtskonstanten von wt
BsCspB (Rechtecke/grau) und allen sieben fluormarkierten Varianten, 2-°F-Phe BsCspB
(Sterne/schwarz), 3-°F-Phe BsCspB (Dreiecke-rechts/blau), 4-°F-Phe BsCspB (Dreiecke-
unten/cyan), 4-1°F-Trp BsCspB (Rauten/orange), 5-1°F-Trp BsCspB (Kreise/rot), 6-1°F-Trp BsCspB
(Dreiecke-oben/lila) und 7-°F-Trp BsCspB (Flnfecke/pink), um giG° mit Gleichung (5) und (6) zu
bestimmen. Fiur die lineare Anpassung wurde ein Bereich zwischenc=2,5M Ureaundc=55M
Urea gewahlt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 gezeigt.
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Tabelle 9: Analyse der Faltung im Gleichgewicht von wt BsCspB und den sieben fluormarkierten
Varianten mittels Fluoreszenzspektroskopie, um die thermodynamische Stabilitat, gqG° zu
bestimmen. Dafur wurden die Gleichungen (5) und (6) und die freie Energie, G im Ubergang
linear angepasst. Dabei wurde fur die Kooperativitat, m, derselbe Wert verwendet, der mittels
Gleichung (4) bestimmt wurden. Der Mittelpunkt des Faltungsubergangs, Cu, wurde mit
Cwm = qG%m kalkuliert.

Protein qiG° / kd/mol Cuw/M

wt BsCspB 11,6 £ 0,2 40+0,1
2-'°F-Phe BsCspB 10,4 +0,2 3,6+0,1
3-19F-Phe BsCspB 12,4+0,1 43+0,1
4-1°F-Phe BsCspB 10,9+0,2 3,8+0,1
4-19F-Trp BsCspB 14,1 +0,1 4,9+0,1
5-19F-Trp BsCspB 9,7+0,2 34+0,1
6-1°F-Trp BsCspB 11,6 +0,2 40+0,1
7-°F-Trp BsCspB 12,1+0,1 42 +0,1

Zusammenfassend kann somit gesagt werden, dass die Einbringung von
fluormarkiertem Tryptophan oder Phenylalanin keinen oder nur einen marginalen
Einfluss auf die Stabilitat, qgG° des Cold Shock Protein B hat, wenn diese mittels
Fluoreszenzspektroskopie im Gleichgewicht bestimmt wird. Desweitern liefert die
Anpassung mit zwei verschieden Methoden vergleichbare, valide Daten. Die hochste
Stabilitat zeigt 4-°F-Trp BsCspB, wobei diese in ¢qgG° um 1,6 kJ/mol hoher liegt als die
wt Variante. Betrachtet man nur die Phenylalanin Varianten zeigt 4-°F-Phe BsCspB
die groRte Abweichung, wobei qiG° um 1,5 kJ/mol kleiner ist als die der wt Variante.
Aus diesem Grund wurde entschieden mit diesen beiden Varianten Kristallstrukturen

zu bestimmen, um atomar aufgeldste Informationen zu erhalten (Kapitel 5.2.4).
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5.2.2 Bestimmung der thermischen Stabilitat mit *H und 1°F NMR-Spektroskopie

Im n&chsten Schritt wurde eine weitere Methode verwendet, um die Werte der
Stabilitat mit einer unabhéangigen Messung zu bestatigen. Daflir wurde zum einen die
Entfaltung thermisch induziert, um etwaige Stérungen durch die Zugabe von Urea
auszuschlie3en und mit NMR-Spektroskopie verfolgt, um systematische Fehler bei der
Messung mittels Fluoreszenz Spektroskopie auszuschlie3en. Die
temperaturinduzierten Ubergange der wt Variante und aller sieben °F Varianten
wurden mittels *H NMR-Spektroskopie detektiert. AuRerdem wurden zusétzlich die
Ubergéange von 4-1°F-Phe BsCspB und 5-1°F-Trp BsCspB in der 1°F NMR Dimension
dargestellt. Die Rohdaten der wt Variante wurden von Birgit Kéhn zur Verfligung
gestellt. Neben dem Unterschied, dass hier kein Denaturierungsreagenz verwendet
wurde, liegt ein weiterer Unterschied darin, dass bei der Fluoreszenzmessung eine
einzelne Aminosaure, Trp8, als Sonde fungierte und bei der Auswertung der H NMR

Spektren das gesamte Protein betrachtet wurde.

Die thermodynamische Stabilitat, ggG°, des Faltungsiibergangs wurde bestimmt, indem
eindimensionale *H Spektren fiir alle Varianten inklusive der wt Variante (Abbildung 31
A-H) und eindimensionale °F Spektren fir 4-1°F-Phe BsCspB und 5-1°F-Trp BsCspB
in einem Temperaturbereich zwischen T=291K und T =2330K aufgenommen
wurden (Abbildung 31 1, J).

78



5 Ergebnisse und Diskussion

—T=298K 5 —T=298K —T=298K
—T=328K —T=330K 34 —T=330K
24 4
< ) )
— - 3, -
= = X2
£ 5] %
c c c
L L L1
£ 4] £
o] 0] 0
12 09 06 03 00 12 09 06 03 00 12 09 06 03 00
H/ppm H/ppm H/ppm
3 12 12
—T=298K —T =298 K —T=298K
——T=330K ——T=330K ——T=330K

o
o

o

o

Intensitat (x10°)
I s N
Intensitéat (x10°)
o o o
@ e ©
Intensitat (x10°)
o o o
w (2} ©o

12 09 06 03 00 12 09 06 03 00 09 06 03 00

| i
N

H/ppm H/ppm H/ppm
6’_T:298K — T =298 K 5 —T=298K
——T=330K ——T=330K — T=330K
8- 4
< CN i
§4— S %3
= - g
g o g
H 3 44 g2
224 3] 2
o 0 = 0 beoans
12 09 06 03 00 12 09 06 03 00 112 114 -116 -118
H/ppm H/ppm 19F / ppm
6 — T =298 K|

——T=330K]

Intensitat (x10%)
< N &

-1

N

0 -123 -126
19F / ppm

Abbildung 31: Eindimensionale 'H NMR Spektren der aliphatischen Protonen der wt Variante (A)
und der sieben fluormarkierten Varianten, 2-1°F-Phe BsCspB (B), 3-'°F-Phe BsCspB (C), 4-'°F-Phe
BsCspB (D), 4-*°F-Trp BsCspB (E), 5-°F-Trp BsCspB (F), 6-°F-Trp BsCspB (G) und 7-°F-Trp
BsCspB (H) bei T=298K (blau) und T=330K (rot). AuRerdem eindimensionale °F NMR

Spektren von 4-°F-Phe BsCspB (l) und 5-*°F-Trp BsCspB (J) bei T=298 K (blau) und T =330 K
(rot).
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Die Daten, die durch Integration von Bereichen der Spektren, die das gefaltete Protein
beziehungsweise gefaltetes und ungefaltetes Protein reprasentieren, erhalten wurden,
wurden mit Gleichung (11) angepasst (Abbildung 32 A). Dadurch konnten die
Anderung in der Warmekapazitat, gce, die Anderung der Enthalpie, qH und der
Temperaturmittelpunkt, Twm, des Faltungsubergangs fir alle BsCspB Varianten
bestimmt werden. Dabei wurde die Anderung in der Warmekapazitat, e, auf
gee = 5,8 kJ/(mol K) festgehalten. Dieser Wert wurde fir BsCspB mittels 'H NMR-
Spektroskopie genau bestimmt indem sowohl eine Kélte- als auch Hitzedenaturierung
durchgefiihrt wurde [103]. Des Weiteren wurde die Anderung der Enthalpie, gH, als
globaler Parameter angepasst, um eine bessere Vergleichbarkeit des
Temperaturmittelpunkts des Faltungstubergangs, Twm, als MalR der Stabilitat des
Proteins zu ermoglichen (Tabelle 10). Daraus erhielt man Werte fiir die Anderung der
Enthalpie von gH =198 + 2 kJ/mol und fir Tm zwischen Tm =315,6 £ 0,1 K (2-1°F-
Phe-BsCspB) und Tw = 320,8 + 0,1 K (4-1°F-Trp-BsCspB). Der Temperaturmittelpunkt
des Faltungsibergangs, Twm, fur die wt Variante wurde auf Tm=316,8+0,2K
bestimmt. Daraus lasst sich erkennen, dass auch durch diese Messmethode kein
signifikanter Einfluss der Einbringung von fluormarkiertem Tryptophan und
Phenylalanin nachweisbar ist. Um die Daten, die aus den 'H NMR Spektren erhalten
wurden, zu validieren, wurden exemplarisch die °F NMR Spektren der
Temperaturiibergange von 4-°F-Phe BsCspB und 5-1°F-Trp BsCspB ausgewertet und
mit Gleichung (11) angepasst (Abbildung 32 B). Dies resultierte in Werten fur die
Anderung der Enthalpie von gH = 181 + 6 kJ/mol und fiir den Temperaturmittelpunkt
des Faltungstibergangs von Tw=318,4+0,2K fir 4-F-Phe BsCspB und
Twm=317,7 £ 0,3 K fur 5-°F-Trp BsCspB, was sehr gut mit den Werten aus der

Auswertung der 'H Daten Ubereinstimmt.
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Abbildung 32: Faltungsiibergange detektiert mittels eindimensionaler *H (A) und °F (B) NMR-
Spektroskopie. Die thermodynamische Denaturierung wurde aufgenommen fir wt BsCspB
(Rechtecke/grau) und allen sieben fluormarkierten Varianten, 2-®F-Phe BsCspB
(Sterne/schwarz), 3-°F-Phe BsCspB (Dreiecke-rechts/blau), 4-°F-Phe BsCspB (Dreiecke-
unten/cyan), 4-°F-Trp BsCspB (Rauten/orange), 5-1°F-Trp BsCspB (Kreise/rot), 6-1°F-Trp BsCspB
(Dreiecke-oben/lila) und 7-1°F-Trp BsCspB (Funfecke/pink) aufgenommen. Die durchgezogenen
Linien zeigen die Anpassung der Daten mit global fixiertem gH nach Gleichung (11)

Die thermodynamischen Parameter, die aus der thermischen Denaturierung erhalten
wurden (Tabelle 10), stimmen mit den Parametern tUberein, die aus der chemischen
Denaturierung erhalten wurden (Tabelle 8, Tabelle 9). Des Weiteren lasst sich kein
signifikanter Unterschied zwischen der wt Variante und den fluormarkierten Varianten
in der thermodynamischen Stabilitat feststellen. Nur 4-19F-Trp-BsCspB zeigt einen
kleinen Anstieg in der Stabilitat um naherungsweise 4 K, wahrend 2-1°F-Phe-BsCspB

und 5-1°F-Trp BsCspB eine geringe Abnahme in der Stabilitat zeigen (Tabelle 10).

81
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Tabelle 10: Analyse der Faltung im Gleichgewicht der wt Variante und aller fluormarkierten
Varianten  mittels eindimensionaler 'H und !F NMR-Spektroskopie, um den
Temperaturmittelpunkt des Faltungsibergangs zu bestimmen. Dabei wurde in Gleichung (11)
die Anderung in der Enthalpie, gqH, als globaler Parameter fiir alle Varianten genutzt und zu
gH =197 + 2 kJ/mol fur die *H NMR Daten und zu gH =181 + 6 kJ/mol fiur die **F NMR Daten
bestimmt. Fiir die Anderung in der Warmekapazitat, qce, wurde der Literaturwert
gqee = 5,8 kd/(mol K) verwendet [103].

Protein Tm/ K

wt BsCspB 316,8 £ 0,2
2-'°F-Phe BsCspB 3156 +0,1
3-1°F-Phe BsCspB 318,7+0,1
4-1°F-Phe BsCspB 318,5+0,1
4-1°F-Trp BsCspB 320,8+0,1
5-19F-Trp BsCspB 317,1+0,1
6-19F-Trp BsCspB 316,6 + 0,1
7-%F-Trp BsCspB 319,9+0,1
4-19F-Phe BsCspB (1°F) 318,4 + 0,2
5-19F-Trp BsCspB (*°F) 317,7+0,3

5.2.3 Untersuchung von Faltungskinetiken mittels Stopped Flow Fluoreszenz
Messungen

Neben thermodynamischen Messungen der sieben verschiedenen fluormarkierten
BsCspB Varianten wurden auch kinetische Experimente mittels Stopped Flow
Fluoreszenz durchgefuhrt und mit der wt Variante verglichen. Die Daten der wt
Variante wurde von Birgit Kohn zur Verfiugung gestellt. Dieser Aufbau ermdglicht die
Nachverfolgung der Anderung der Fluoreszenzintensitat auf eine Zeitskala im
Millisekunden Bereich [155]. Dafur wurden zwei Loésungen unterschiedlicher Urea

Konzentration in eine Messzelle gespritzt und somit Ruckfaltung oder Entfaltung
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induziert. Aufgrund der exponierten Position des Tryptophans in BsCspB im gefalteten
Zustand verringert sich die Fluoreszenzintensitat bei Entfaltung und steigt bei
Ruckfaltung an. Mit einer monoexponentiellen Anpassung (y(t) = a - exp(-k - t) + c) der
Fluoreszenzintensitat wurde sowohl fur die Ruckfaltung als auch die Entfaltung bei
verschieden Endkonzentration an Urea die Geschwindigkeitskonstante, Kobs,
bestimmt. Die monoexponentielle Anpassung ist exemplarisch fur eine Entfaltung und
eine Rickfaltung von 4-°F-Phe BsCspB in Abbildung 33 dargestellt.

A B
3.6
5.0
> > 3.4
~ ~
G 4.5 &
N N 3.2
o o
o) o
> >
T 4.01 T 304
3.51 2.8
0.00 0.02 0.04 0.06 0.00 0.05 0.10
Zeit/s Zeit /s

Abbildung 33: Entfaltungs- (A) und Rickfaltungskinetik (B) von 4-°F-Phe BsCspB induziert
durch eine Anderung der Pufferbedingungen. Die Entfaltungskinetik (A) wurde durch ein Urea
Konzentrationssprung von ¢ = 0,5 M zu ¢ = 6,5 M induziert, wahrend die Riuckfaltungskinetik (B)
durch einen Konzentrationssprung von ¢ = 7,0 M zu ¢ = 3,0 M induziert wurde. Angepasst wurde
in einem Bereich von 10 Ot 040 ms (A) und 9 Ot 060 ms (B).

Die bestimmten Geschwindigkeitskonstanten, Kkobs, bei verschieden Urea
Endkonzentrationen in der Mischzelle zwischen ¢=2,3M und c=7,3 M, wurden
gegen die Urea Konzentration aufgetragen. Die Chevron Plot Analyse mittels
Gleichung (8) zeigte, dass alle Varianten zwei Zustande aufweisen und es konnten die
Geschwindigkeitskonstanten der Faltung, kr;, und der Entfaltung, ku, in Abwesenheit
von Denaturierungsmitteln bestimmt werden (Abbildung 34, Tabelle 11). Des Weiteren
kann mittels der Gleichung (8) die Steigung des Entfaltungsasts, mu, und die Steigung
des Ruckfaltungsasts, ms, kalkuliert werden. Die Summe aus mu und ms ergibt die
Kooperativitat der Faltung, m, und wurde fur alle fluormarkierten Varianten und die wt
Variante als globaler Parameter verwendet und zu m = -2,8 + 0,8 kJ/(mol M) bestimmt.
Dieser Wert stimmt perfekt mit dem mittels Fluoreszenzspektroskopie im

Gleichgewicht, unabhéngig bestimmten Wert von m = -2,9 £+ 0,1 kJ/(mol M) Uberein.
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Abbildung 34: Abhéangigkeit der Geschwindigkeitskonstante, kops, von der Harstoff
Konzentration wahrend der Entfaltung (offene Symbole) und Ruckfaltung (geschlossene
Symbole) fiir wt BsCspB (Rechtecke/grau) und allen sieben fluormarkierten Varianten, 2-1°F-Phe
BsCspB (Sterne/schwarz), 3-°F-Phe BsCspB (Dreiecke-rechts/blau), 4-°F-Phe BsCspB
(Dreiecke-unten/cyan), 4-1°F-Trp BsCspB (Rauten/orange), 5-°F-Trp BsCspB (Kreise/rot), 6-°F-
Trp BsCspB (Dreiecke-oben/lila) und 7-°F-Trp BsCspB (Funfecke/pink). Die durchgezogenen
Linien stellen die beste Anpassung mittels Gleichung (8) dar, dabei wurde fir bessere
Vergleichbarkeit mit den Werten aus den Gleichgewichtsmessungen die Kooperativitat der
Faltung, m =m¢+ m, global zu m =-2,8+0,8 kJ/(mol M) bestimmt. Die Ergebnisse dieses
Anpassungsverfahren sind in Tabelle 11 zusammengefasst.

84



5 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 11: Analyse der Entfaltungs- und Ruckfaltungskinetik von wt BsCspB und den sieben
fluormarkierten Varianten von BsCspB mittels Stopped Flow Fluoreszenz. Die Kooperativitat der
Faltung, m =m; + my, wurde in Gleichung (8) als globaler Parameter verwendet und zu m =-
2,8 £ 0,8 kJ/(mol M) bestimmt. Der Wert von gqiG° wurde mittels Gleichung (9) bestimmt.

Protein ku/st kils? mu / kJ/(moIM)  m¢ / kJ/(mol M)  ¢gaG° / kd/mol
wtBsCspB 40+1 1050+20 0,1 -2,9 8,1+0,1
2-'°F-Phe 56+2 2000+100 0,2 -3,0 8,9+0,2
BsCspB

3-°F-Phe 42+1 1600 40 0,2 -3,0 9,0+0,1
BsCspB

4-19F-Phe 44+1 1050+x30 0,1 -2,9 79+0,1
BsCspB

4-19F-Trp 31+1 1450+x30 0,2 -3,0 95+0,1
BsCspB

5-1F-Trp 57+1 770x20 0,1 -2,9 6,4+0,1
BsCspB

6-°F-Trp 48+1 1160+30 0,2 -3,0 6,4+0,1
BsCspB

7-P°F-Trp 301 1030+x50 0,1 -2,9 8,8+0,1
BsCspB

Die bestimmten Geschwindigkeitskonstanten fir die Entfaltung, ku, fur alle
fluormarkierten Varianten des BsCspB liegen in einem Bereich zwischen
31 st Oku O57 st und weichen nicht stark von der der wt Variante (ku = 40 + 1 s') ab.
Die Ruckfaltungsdaten mit einer Urea Endkonzentration von ¢ < 2,3 M konnten nicht
ausgewertet werden, da die Faltungskinetik zu schnell war, um auswertbar detektiert
zu werden. Nichtsdestotrotz konnten auch die Geschwindigkeitskonstanten der
Ruckfaltung, ki, bestimmt werden. Diese sind fur alle fluormarkierten Varianten des
BsCspB auRer die 5-°F-Trp Variante ahnlich oder minimal hoher als die der wt
Variante von ki = 1050 * 20 s1. Mit den Werten fiir ks und ku kann mittels Gleichung (9)
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die Anderung der freien Energie zwischen Faltung und Entfaltung, g @, als MafR der
Stabilitat bestimmt werden. Diese liegen in einem Bereich zwischen
p@ =6,4 £ 0,1 kd/mol fur 5-1°F-Trp BsCspB und qp@ = 9,5 + 0,1 kJ/mol flr 4-1°F-Trp
BsCspB und weicht nicht stark von der Anderung der freien Energie der wt Variante
ab (p@=8,1+0,1kJ/mol) (Tabelle 11). Auch im Vergleich mit den anderen
Experimenten weichen die bestimmen Werte fir gp @ nicht stark voneinander ab und
zeigen die gleichen Tendenzen in der Stabilitat. Somit weist 5-1°F-Trp BsCspB die
kleinste Stabilitat auf, wahrend 4-1°F-Trp BsCspB die groRte Stabilitat zeigt. Schaut
man sich die fluormarkierten Phenylalanin Varianten an, zeigt sich, dass 4-°F-Phe
BsCspB die geringste Stabilitat hat.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Stabilitat aller sieben fluormarkierten
Varianten des BsCspB konsistent mit drei verschiedenen, unabhangigen Methoden

bestimmt wurden und keine signifikant von der der wt Variante abweicht.

Dariber hinaus wurden neben kobs auch die anderen Parameter der
monoexponentiellen Anpassung, die Amplitude, a, und die Endfluoreszenzintensitat,
c, analysiert. Die Summe aus a und c entspricht der Startfluoreszenzintensitat. Aus
der Endfluoreszenzintensitat, c, lasst sich ein Faltungsibergang darstellen, wobei sich
die Werte der Ruckfaltung mit denen der Entfaltung Uberlagern, wie hier an der wt
Variante gezeigt (Abbildung 35 A). Betrachtet man nun alle fluormarkierten Varianten
des BsCspB zeigt sich, dass bei gleicher Urea Endkonzentration aus Rickfaltung und
Entfaltung nicht die gleichen Fluoreszenzintensitaten resultiert. Dies ist hier am
Beispiel von 4-1°F-Phe BsCspB bei einer Urea Endkonzentration von ¢ = 2,6 M gezeigt
(Abbildung 35 B). Aulerdem zeigt sich dieser Unterschied als Licke im

Faltungstbergang dargestellt mittels Endfluoreszenzintensitét, ¢ (Abbildung 35 C-I).
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Abbildung 35: Analyse der Amplituden der zeitabhangigen Anderungen der
Fluoreszenzemission nach Entfaltung (Quadrat) und Ruckfaltung (Dreieck) von fluormarkierten
Varianten von BsCspB: wt BsCspB (A), 2-1°F-Phe BsCspB (C), 3-1°F-Phe BsCspB (D), 4-1°F-Phe
BsCspB (E), 4-*°F-Trp BsCspB (F), 5-°F-Trp BsCspB (G), 6-1°F-Trp-BsCspB (H) und 7-°F-Trp
BsCspB (I). Offene Symbole zeigen den endgultigen Fluoreszenzwert und geschlossene
Symbole den anfanglichen Fluoreszenzwert. Der rot eingeféarbte Pfeil in (C)-(I) zeigt die Licke in
der Fluoreszenzemission an, die beim Vergleich von Rickfaltung mit dem Entfaltungszustand
auftritt. (B) Zeitabhangige Anderung der Fluoreszenzemission fiir die Riickfaltung (schwarz ) und
Entfaltung (rot) von 4-°F-Phe BsCspB zu einer Endkonzentration Urea von ¢ = 2,6 M.

Ein Grund fur diesen Unterschied in der Fluoreszenzintensitat nach Entfaltung und
Ruckfaltung kénnte sein, dass zwei Faltungsvorgange bei der Ruckfaltung ablaufen,
wobei einer langsam im Minutenbereich verlauft. Dies wurde durch eine
Fluoreszenzmessung im Gleichgewicht wiederlegt. Hierftir wurden Spektren von 4-19F-

Phe BsCspB direkt nach Entfaltung beziehungsweise Ruckfaltung und nach 30

87



5 Ergebnisse und Diskussion

Minuten aufgenommen (Abbildung 36 A). Diese Messung zeigt aul3erdem, dass der
Fehler nicht durch das Stopped Flow Geréat zur Stande kommt, da auch bei dieser
Messung die Licke in der Fluoreszenzintensitat nach Ruckfaltung und Entfaltung zu
Tage tritt. Ein weiterer Grund fur den Unterschied der Fluoreszenzintensitat konnte
darin liegen, dass die Proteine sich nicht vollstandig reversibel rickfalten. Um diese
Mdoglichkeit zu wiederlegen, wurden eindimensionale *H NMR Spektren nach
Ruckfaltung und Entfaltung bei einer Urea Konzentration von ¢ = 3,0 Mund c = 2,8 M
generiert (Abbildung 36 B). Bestimmt man nun den Anteil an gefaltetem Protein, fn,
wie unter 4.7.3 beschrieben, erhalt man fir das Verhaltnis fn = In/ (In + In+u) €inen
Wert fur fn = 0,191 nach Entfaltung und fn = 0,189 nach Rickfaltung. Diese nahezu
identischen Werte zeigen, dass nach Riuckfaltung genauso viel gefaltetes Protein
vorhanden ist, wie nach der Entfaltung bei identischen Urea Konzentrationen. Somit

kann man ausschlie3en, dass das Protein nicht vollstandig reversibel riickfaltet.
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Abbildung 36: Analyse der Proteinrickfaltung und -entfaltung mittels Fluoreszenz- (A) und NMR-
Spektroskopie (B). Dafuir wurden Fluoreszenzspektren fiir 4-1°F-Phe BsCspB (c=1¢ M) direkt
(blau) bzw. 30 Minuten nach Einleitung der Proteinentfaltung (rot) aufgenommen. Dabei wurde

die Entfaltung induziert, indem ein Sprung in der Urea Konzentration von c=0,0Mzuc=2,6 M

durch Zugabe einer hochkonzentrierten Urea Losung erzeugt wurde. AuRerdem wurden fir die
Proteinrickfaltung von 4-°F-Phe BsCspB (c=1¢ M) Fluoreszenzspektren dire
nach 30 Minuten (cyan) aufgenommen. Dabei wurde die Rickfaltung ausgeldst, indem ein

Sprung in der Urea Konzentrationvonc =7,0 Mzu ¢ =2,6 M durch Zugabe einer 0 M UreaLOsung

erzeugt wurde. Die Anregungswellenlange betrug a=280 nm. Es wurden eindimensionale *H

NMR Spektren fur 4-°F-PheBsCs pB (¢ = 20 €M) nach Entfaltung (sch
aufgenommen. Die Entfaltung erfolgte durch einen Sprung in der Urea Konzentration von

¢ =0,0M zu c = 3,0 M, wéhrend die Ruckfaltung durch einen Sprung in der Urea Konzentration

von ¢ =5,6 M zu ¢ =2,8 M ausgeldst wurde. Fur die Analyse des Anteils des nativen Zustands

wurden zwei Bereiche der chemischen Verschiebungen des eindimensionalen *H NMR
Spektrums von 4-F-Phe BsCspB zur Integration verwendet. Der grau gefarbte Bereich zeigt
Resonanzsignale an, die ausschlie3lich durch den nativen Zustand zustande kommen, wéahrend

der hellblaue Bereich Resonanzsignale zeigt, die sowohl aus dem nativen Zustand als auch aus

dem ungefalteten Proteinensemble stammen.
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Zusammenfassend lasst sich erkennen, dass die Einfihrung von fluormarkiertem
Tryptophan oder Phenylalanin in BsCspB die Fluoreszenzeigenschaften verandert.
Ein eindeutiger Grund konnte noch nicht gefunden werden, aber eine Mdglichkeit
konnte sein, dass bei der Rickfaltung das Tryptophan oder die Phenylalanine eine

andere Konformation einnehmen und dies die Fluoreszenzintensitat beeinflusst.

5.2.4 Kristallstrukturanalyse von 4-°F-Phe BsCspB und 4-1°F-Trp BsCspB

Untersuchen der Stabilitdt mittels Fluoreszenz und NMR-Spektroskopie haben
gezeigt, dass die Stabilitat von 4-°F-Trp BsCspB minimal groRRer und die Stabilitat von
4-1°F-Phe BsCspB minimal geringer ist als die der wt Variante. Um mdogliche
strukturellen Unterschiede von 4-1°F-Trp BsCspB und 4-1°F-Phe BsCspB im Vergleich
zu der wt Variante zu erkennen, wurde eine Kiristallstrukturanalyse der beiden
Varianten durchgeftihrt und mit der bekannten Struktur von wt BsCspB verglichen
(PDB ID: 1CSP) (Abbildung 37). Fir die beiden Varianten wurden Auflésungen von
2,05 A und 2,10 A erhalten. Die quadratische mittlere Abweichung der Cu Atome
(RMSDc ) betragt fur 4-1°F-Trp BsCspB RMSDc u= 0,52 A und fiir 4-1°F-Phe BsCspB
RMSDcu= 0,37 A, was eine perfekte Ubereinstimmung der Strukturen bedeutet
(Abbildung 37). Auch die Ubereinanderlagerung der modifizierten Aminosauren zeigen
eine perfekte Ubereinstimmung, wobei der RMSD Wert alle Atome des Tryptophan 8
RMSD = 0,48 A betragt. Fiir alle Atome der Phenylalanine betragt der RMSD Wert fur
Phe9 RMSD =0,35A, Phel5 RMSD=0,30A, Phel?7 RMSD=0,15A, Phe27
RMSD = 0,43 A, Phe30 RMSD =0,20 A, Phe38 RMSD =0,65A und fir Phe49
RMSD = 0,30 A (Abbildung 37). Diese perfekte Ubereinstimmung der Strukturen von
4-19F-Trp BsCspB und 4-1°F-Phe BsCspB mit der Struktur der wt Variante zeigt, dass
die Einbringung von Fluoratomen in die aromatischen Aminosauren des BsCspB
keinen signifikanten Einfluss auf die Struktur hat. Die Kristallstrukturen von 4-*°F-Trp
BsCspB und 4-°F-Phe BsCspB sind unter den PDB IDs 6SZZ und 6T00 zu finden.
Die Strukturdaten sind in Anhang 17 gezeigt.
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Abbildung 37: Ubereinanderlagerung dreidimensionaler Kristallstrukturen von wt BsCspB (grau,
PDB ID: INMG), 4-°F-Trp BsCspB (orange) und 4-°F-Phe BsCspB (blau) (A). Die Seitenketten
der ®F-markierten Aminosauren in dieser Studie sind dargestellt und entsprechend ihrer
Sequenznummerierung beschriftet (B). AuBerdem sind die Elektronendichtekarten der Reste 1°F-
Trp8 und °F-Phe49 dargestellt (B). (2mFops - DF®°) e-Kar t en, di e bei 140
grau eingefarbt. (mFeps - DFcac)-Karten, die unter Verwendung von Phasen aus verfeinerten
Modellen, bei denen die °®F-markierten Aminosauren ausgelassen wurden, berechnet wurden,
sind in gre¢gner Far be kobmturigre Bié Sirlkturen wurden dneer VeBvéndung
von Chimerab9, Version 1.14 (www.cgl.ucsf.edu/chimera) erstellt.

5.2.5 Einfluss des pH Werts auf Stabilitat

Des Weiteren wurde der Einfluss des pH Werts auf die Stabilitat der fluormarkierten
BsCspB Varianten am Beispiel von 5-°F-Trp BsCspB untersucht. Daflr wurde eine
Fluoreszenz Titrationsreihe von 5-°F-Trp BsCspB im Gleichgewicht bei pH 8

aufgenommen und mit der Messung bei pH 7 verglichen.

Fur den Vergleich der Stabilitit der Proben bei unterschiedlichen pH Werten im
Gleichgewicht wurde wie unter 4.4.1 und 5.2.1 beschrieben, Fluoreszenzspekten bei
Urea Konzentrationen zwischen ¢=0M und c¢=8M aufgenommen. Die Urea
Konzentration wurde exakt bestimmt indem der Brechungsindex gemessen und die
Konzentration mit Gleichung (3) kalkuliert wurde. Die Analyse erfolge indem die
gemittelte Emissionswellenlange <&> nach Gleichung (2) bestimmt wurde und die

Daten mit Gleichung (4) angepasst wurden (Abbildung 38). Um die Daten bei pH 8 mit
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den schon bestimmten Daten bei pH 7 besser vergleichen zu kdnnen, wurde die
Kooperativitdt der Entfaltung, m, auf den unter 5.2.1 bestimmten Wert von
m =-2,9 £ 0,1 kJ/(mol M) festgesetzt.

3544 ¢ pH7
= pH8
- »

353+
S
c
N
V 3521

3511 5-1F-Trp BsCspB

0 3 6

Urea Konzentration / M

Abbildung 38: Darstellung der gemittelten Emissionswellenlange, <a>, in Abhangigkeit von der
Urea Konzentration von 5-%F-Trp BsCspB bei pH 7 (Kreise/rot) und pH 8
(Rechtecke/schwarz).Die durchgezogenen Linien zeigen die beste Anpassung der Daten
(Gleichung (4)) bei Verwendung eines globalen Wertes fir die Kooperativitat, m.

Mittels der Anpassung nach Gleichung (4) konnte die freie Energie der Entfaltung, qiG°,
zu giG° = 10,0 £ 0,1 kJ/mol bei pH 7 und zu G° = 9,3 £ 0,1 kJ/mol fur pH 8 bestimmt
werden. Dies zeigt deutlich, dass bei hdherem pH Wert die Stabilitat des Proteins
abnimmt. Auch aus den Entfaltungskurven kann man erkennen, dass der Wendepunkt
der Kurve, der Ubergangsmittelpunkt, cm, fir pH 7 bei gleicher Steigung bei héheren
Urea Konzentrationen liegt, was ein Indiz flr eine héhere Stabilitat ist. Bestimmt man
den Ubergangsmittelpunkt, cm, mit cm = qgG%m erhalt man bei pH 7 einen Wert von
cm = 3,4 M und bei pH 8 von cm = 3,2 M. Konsistent zu den anderen Beobachtungen
zeigt dies ebenfalls, dass mit Erhéhung des pH Werts die Stabilitat leicht abnimmit.
Diese Beobachtung stimmt mit Ergebnissen aus der Literatur Uberein, die ebenfalls

zeigen, dass BsCspB bei pH 7 stabiler ist als bei pH 8 [156].

Abschliel3end lasst sich zusammenfassen, dass das Einbringen von Fluoratomen an
die aromatischen Aminosduren des BsCspB keinen signifikanten Einfluss auf die
Struktur, die Stabilitat und die Kinetik der Proteine zeigt. Aus diesem Grund ist dieses
System ideal, um den Einfluss komplexer Umgebung auf das Protein mittels °F NMR-

Spektroskopie zu untersuchen.
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5 Ergebnisse und Diskussion
5.3 Untersuchungen in zellahnlicher Umgebung

In diesem Kapitel wird der Einfluss von Zelllysat und der daraus resultierenden
verdichteten Umgebung auf die Stabilitdt und Funktion des BsCspB untersucht
(Abbildung 39). Dafir wurde zunachst mittels eindimensionaler °F NMR-
Spektroskopie die Stabilitat von BsSCspB bei verschiedenen Konzentrationen Zelllysat
bestimmt. AnschlieRend wurden die Bindungsaffinitaten von Oligothymidinen zu

BsCspB in unterschiedlichen Zelllysat Konzentrationen untersucht.

Abbildung 39: Cartoon Darstellung von 4-*F-Trp BsCspB (PDB ID: 6SZZ) in hoch komplexer
Umgebung mit verschieden Makromolekilen, die das Zelllysat wiederspiegeln soll. Das 4-1°F-
Trpistinrot gezeigt, mit AuBnahme des Fluoratoms in Position 4 des Tryptophan Rings, welches
in grun dargestellt ist.

5.3.1 Bestimmung der Stabilitat von fluormarkiertem BsCspB in Zelllysat mittels

eindimensionaler *°F NMR Spektroskopie

In diesem Kapitel wurde die Stabilitat von BsCspB in zelldhnlicher Umgebung am
Beispiel von 4-1°F-Phe BsCspB und 5-*°F-Trp BsCspB untersucht. Daflir wurden beide
Varianten in unterschiedlichen Konzentrationen an E. coli Zelllysat sowie unter
Pufferbedingungen chemisch denaturiert und mittels eindimensionaler °F NMR ihre
Stabilitat bestimmt. Zusatzlich wurden unter Pufferbedingungen auch anhand der
Protonen Spektren Stabilitdten errechnet. Die chemische Denaturierung erfolgte mit
Urea, wobei verschiedene Konzentrationen an Urea wie unter 4.7.4 beschrieben

generiert wurden. Bei allen erzeugten Urea Konzentrationen wurden sowohl
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5 Ergebnisse und Diskussion

eindimensionale 'H als auch °F NMR Spektren aufgenommen. Die Ergebnisse dieses
Kapitels wurden 2020 in ChemBioChem veréffentlicht [157].

Zunachst wurden sowohl die 'H als auch die 1°F NMR Spektren bei unterschiedlichen
Urea Konzentrationen in verduinnter Lésung wie unter 4.7.4 beschrieben ausgewertet
und verglichen. Ein wichtiger Unterschied in der Auswertung der *H und *°F NMR
Spektren ist namlich, dass man mittels *H NMR-Spektroskopie einen globalen Einblick
in das Protein erhélt, da durch die Protonen alle Aminosduren dargestellt werden.
Betrachtet man nun die Fluoratome mittels *°F NMR-Spektroskopie erhélt man je nach
Markierungsgrad nur einen lokalen Einblick in das Protein. Bei den Varianten, die eine
Fluormarkierung am Tryptophan aufweisen, kommt nur ein Fluoratom im Protein vor,
da nur ein Tryptophan in BsCspB vorkommt. Bei den Phenylalanin Varianten kommen
sieben Fluoratome im Protein vor, da in BsCspB sieben Phenylalanine vorkommen.
Aus diesem Grund ist es wichtig sicherzustellen, dass keine signifikanten Unterschiede

der Stabilitat durch die unterschiedlichen Auswertmethoden zustande kommen.

Fur die Auswertung wurde ein Bereich in den Spektren integriert, der nur Signale des
gefalteten Zustandes, In; enthalt und ein Bereich, In+u, der Signale enthalt, die durch
den gefalteten sowie den ungefalteten Zustand zustande kommen (*H Spektren, 1°F
Spektren der Phe Varianten) (Abbildung 40 A-E) beziehungsweise ein Bereich der nur
Signale des ungefalteten Zustandes, lu, enthalten (**F Spektren der Trp Varianten)
(Abbildung 40 F).
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Abbildung 40: Eindimensionales 'H NMR Spektrum von 5-1°F-Trp BsCspB, welches bei eine Urea
Konzentration von ¢ =0 M bei T=298 K und By =18,8 T in verdinnter L6sung aufgenommen

wurde (A). Der Spektrale Bereich der in (B) gezeigt ist, ist in (A) mit einer Box eingerahmt. Die
verschiedenen Spektralen Bereiche, Iy und Insu, die fur die Bestimmung des Anteils an nativen

Protein, fy, verwendet wurden, sind gezeigt (B, D). Sowohl die chemische Verschiebung als auch

die Intensitat der Resonanzsignale der aliphatischen Protonen von 5-°F-Trp BsCspB sind

abhangig von der Urea Konzentration: ¢ =0 M (cyan), c =1,5M (rot), c =2,5M (blau), c=3,4 M

(orange), c =4,4 M (grau) und ¢ = 5,9 M (lila) (B). Eindimensionales *H NMR Spektrum von 4-1°F-

Phe BsCspB, welches bei eine Urea Konzentration von c =0M bei T=298 K und Bo =18,8 T in
verdinnter Losung aufgenommen wurde (C). Der Spektrale Bereich der in (D) gezeigt ist, ist in

(C) mit einer Box eingerahmt. Sowohl die chemische Verschiebung als auch die Intensitat der
Resonanzsignale der aliphatischen Protonen von 4-°F-Phe BsCspB sind abh&ngig von der Urea
Konzentration: ¢ =0 M (cyan),c = 1,6 M (rot), c = 2,6 M (blau), c = 3,3 M (orange), ¢ = 4,5 M (grau)

und c=58M (lila) (D). Eindimensionales °F NMR Spektrum von 4-F-Phe BsCspB
aufgenommen bei verschiedenen Urea Konzentrationen (c =0 M (cyan),c = 1,6 M (rot),c=2,6 M

(blau), ¢ = 3,3 M (orange), c = 4,5 M (grau) und c = 5,8 M (lila)) in verdinnter Losung bei T =298 K

und Bo=188T. ANfA mar ki ert Resonanzsi ngnglalainades nafiveruor mar
Zustandes, wel che separiert l i egen, w2 hrend AN+ UR
Resonanzsignale des ungefalteten Zustandes und Teile des nativen Zustandes enthalten (E).
Eindimensionales °F NMR Spektrum von 5-°F-Trp BsCspB aufgenommen bei verschiedenen

Urea Konzentrationen (c=0M (cyan), c=15M (rot), c=25M (blau), c=3,4M (orange),

c=4,4M (grau) und ¢ =59M (lila)) in verdinnter Lésung bei T=298K und B, =188T . A N fi
markiert das Resonanzsingal des Trp8desnat i ven Zustandes w2hrend AURAM de
Zustandes markiert (F).
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5 Ergebnisse und Diskussion

Aus dem Verhaltnis der beiden Integrale lasst sich Uber fn = In/(In+In+u) den Anteil an
gefaltetem Protein, fn, bestimmen und mal erhalt eine Denaturierungskurve in
Abhangigkeit der Urea Konzentration (Abbildung 41). Durch Anpassung der Kurven
mit Gleichung (12) lasst sich die freie Energie, qiG° zwischen nativen und
ungefaltetem Protein und die Kooperativitat der Entfaltung, m, bestimmen. Fir alle, in
diesem Kapitel gezeigten Ubergange von 4-1°F-Phe BsCspB und 5-°F-Trp BsCspB
sowohl in verdinnter Losung als auch im Zelllysat wurde die Kooperativitat, m, global
fur eine bessere Vergleichbarkeit von oG° also MaR der Stabilitait zu
m = -3,3 £ 0,1 kJ/(mol M) angepasst. In verdinnter Lésung wurde die freie Energie,
giG°, zwischen nativen und ungefaltetem Protein fir 4-1°F-Phe BsCspB und 5-1°F-Trp
BsCspB zu giG° = 8,5 + =0,2 kJ/mol und qG° = 7,2 + =0,2 kJ/mol mittels °F und zu
qiG° = 8,7 + =0,2 kJ/mol und giG° = 7,7 + =0,2 kJ/mol mittels H NMR-Spektroskopie
bestimmt (Abbildung 41). Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlieRen, dass die
Auswertungen der *H und *°F Resonanzsignale vergleichbar sind. AuRerdem lasst sich
einer hohe Vergleichbarkeit der hier bestimmten Stabilitat mit den Ergebnissen aus 5.2

erkennen [152].
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1.0 1.ol = 'H

* 0.5

5-19F-Trp-BsCspB 4-'F-Phe-BsCspB
0 2 4 6 0 2 4 6
Urea Konzentration / M Urea Konzentration / M

0.0

Abbildung 41: Faltungsibergang von 5-°F-Trp BsCspB (A) und 4-'°F-Phe BsCspB (B) induziert
mittels Erhdhung der Urea Konzentration und aufgenommen bei T=298K. Die
Faltungsiibergange wurden mit Protonen (Rechtecke, schwarz) und °F NMR-Spektroskopie
(Kreise, rot) detektiert. Durch die Anpassung mit Gleichung (12) (durchgezogene Line) konnte
die freie Energie, qG° fur 5-®F-Trp BsCspB zu qG°=7,2+0,2 kJ/mol (*H Datenset) und
gG° = 7,7 £0,2 kJ/mol (*°F Datenset) bestimmt werden. Fur 4-°F-Phe BsCspB wurden Werte fur
gG° von gG° = 8,5 0,2 kd/mol (*H Datenset) und qiG° = 8,7 £0,2 kJ/mol (**F Datenset) erhalten.
Die Kooperativitat der Faltung, m, wurde als globaler Parameter genutzt und zu
m = -3,3 £0,1 kJ/(mol M) bestimmt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Als né&chster Schritt wurden Messungen in verschieden Konzentrationen an Zelllysat
durchgefihrt, um die Stabilitat der Proteine in zellahnlicher Umgebung zu bestimmen.
Bevor Messungen zur Stabilitat wie oben beschrieben durchgefiuhrt wurden, wurden
zunachst zweidimensionale 'H >N HSQC Spektren sowohl unter in vitro Bedingungen
als auch in Zelllysat durchgefiihrt (Abbildung 42 A). Die Uberlagerung der Spektren
zeigt, dass die Kreuzsignale der >N Atome mit den Amidprotonen unter beiden
Bedingungen nahezu fir alle Aminosauren konserviert sind (Abbildung 42 A). Des
Weiteren sind auch die relativen Intensitaten der Kreuzsignale in verdinnter Losung
und in Zelllysat vergleichbar (Abbildung 42 B). Zusatzliche Kreuzsignale der
Zelllysatprobe konnen anderen, Ublichen Bestandteilen des Cytosols zugeordnet
werden [158]. Durch diese Beobachtungen kann man schlussfolgern, dass sich die
Struktur von BsCspB in Zelllysat nicht von der unter in vitro Bedingungen
unterscheidet. Aus diesem Grund ist es mdglich die thermodynamische Stabilitat der
Proteine bei unterschiedlichen Zelllysat Konzentrationen mit der in verdinnter Lésung

zu vergleichen.
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Abbildung 42: Zweidimensionale 'H ®N HSQC NMR Spektren von 5-°F-Trp BsCspB in
verdlinnter Losung (rot) und in Zelllysat (schwarz) mit einer Konzentration von 250 g Zellpellet
pro | Puffer (A). Die Zuordnung der Resonanzsignale von 5-°F-Trp BsCspB ist hier im
Einbuchstaben Code der Aminosauren in der Reihenfolge der Primarsequenz dargestellt.
Zusatzliche Kreuzsignale der Zelllysatprobe kdnnen anderen, Ublichen Bestandteilen des
Cytosols zugeordnet werden [158]. Des Weiteren wurden die Intensitdten der Kreuzsignale der
'H >N HSQC NMR Spektren analysiert (B). Die Signalintensitaten der Probe in verdiinnter Lésung
sind im oberen Teil der Abbildung (rot) dargestellt, wahrend die Signalintensitaten der Zelllysat
Probe im unteren Teil (schwarz) gezeigt werden. Die Intensitaten wurden auf die hdchste
Signalintensitat (A67) normiert. Die 2D *H >N NMR Spektren wurden bei T=298 Kund Bo = 18,8 T
(Zelllysat) und Bo = 14,1 T (dilute) aufgenommen. Die Sterne auf der x-Achse symbolisieren die
Aminoséauren, die nicht zugeordnet werden konnten.

Da eindimensionale *H Spektren der Zelllysat Losungen wegen der Hintergrundsignale
und der Verbreiterung der Resonanzsignale nicht ausgewertet werden konnten
(Abbildung 43), wurden, um die Stabilitaten zu bestimmen, eindimensionale 1°F NMR
Spektren bei unterschiedlichen Urea Konzentrationen wie weiter oben beschrieben
aufgenommen und ausgewertet (Abbildung 44).
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Abbildung 43: Eindimensionale *H Spektren von 5-°F-Trp BsCspB in Zelllysat bei einer Urea
Konzentration von ¢ =0,0 M (A) und c =6,1 M (B). Es wurde eine Zelllysat Konzentration von
¢ = 260 g/l verwendet. Der Spektrale Bereich der in (C) gezeigt wird, ist in (A) und (B) mit Boxen
markiert. Das dominieren Signal bei ungefahr ¥ = 6 ppm ist das Urea Resonanzsignal.
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A B C

Abbildung 44: Eindimensionale °F NMR Spektren von 5-°F-Trp BsCspB aufgenommen in
Zelllysat bei verschieden Urea Konzentrationen und bei T=298 K und Bo=18,8 T. Folgende
Zelllysat Konzentrationen wurden verwendet: ¢ =120 g/l (A), ¢ =260 g/l (B) und ¢ =450 g/l (C).

Urea Konzentrationen sind in verschieden Farben beginnend bei cyan (c = OM) Uber rot, blau,

orange und grau zu lila dargestellt. Die Resonanzsignale von freiem 5-°F-Trp, des nativen
Zustands (ANA) wund dedse se n(tAfUait)F-gvpoBsCspB siad im rSpektrum
markiert. Des Weitern ist das Signal, welches aus dem Zellhintergurnd stammt, markiert.
Eindimensionale °F NMR Spektren von 4-°F-Phe BsCspB aufgenommen in Zelllysat bei
verschieden Urea Konzentrationen und bei T=298K und Bo=18,8T. Folgende Zelllysat
Konzentrationen wurden verwendet: ¢ =150 g/l (D) und ¢ =450 g/l (E). Urea Konzentrationen

sind in verschieden Farben beginnend bei cyan (c = OM) Uber rot, blau, orange und grau zu lila
dargestellt. Die Resonanzsignale von freiem 4-°F-P h e , des nativen Zustands
entfalteten Zustandes plus Teil e de8°FBheB3CadBtsiad en Zu
im Spektrum markiert. Des Weitern ist das Signal, welches aus dem Zellhintergurnd stammt,
markiert.

Durch Analyse des chemisch induzierten Faltungsiibergangs mittels Gleichung (12)
konnte mit steigender Zelllysat Konzentration ein Anstieg der Stabilitat sowohl fir 5-
F-Trp BsCspB als auch fir 4-1°F-Phe BsCspB beobachtet werden (Abbildung 45,
Tabelle 12). Es zeigt sich, dass bei einer Konzentration von 120 g/l (5-1°F-Trp BsCspB)
beziehungsweise 150 g/l (4-'°F-Phe BsCspB) Zellpellet in Puffer die freie Energie,
gG% um ungefahr 1 kJ/mol ansteigt, wahrend bei einer Konzentration von 450 g/l die
die freie Energie, qiG°% um 3,5 kJ/mol (5-°F-Trp BsCspB) beziehungsweise um
2,6 kJ/mol (4-°F-Phe BsCspB) ansteigt (Abbildung 45, Tabelle 12). Bei einer
Konzentration von 260 g/l Zellpellet in Puffer steigt die freie Energie, giG°% um
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