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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden der Interaktionsbereich und die Struktur des Adrenodoxins
(Adx) im Komplex mit der Adrenodoxin-Reduktase (AdR) beschrieben. Beide Pro-
teine sind wichtige Komponenten der Steroidhormon-Biosynthese. Fiir die Unter-
suchungen wurden AdR-Mutanten (AdR_A: AdR_(C364S/S425C/K429C, AdR_B:
AdR_C145S/C364S/Q232C/K236C) hergestellt, die jeweils ein exponiertes Cysteinpaar
besitzen. Beide Mutanten zeigten gleiche strukturelle und funktionale Eigenschaften wie
der AdR-Wildtyp (AdRWT). Der Interaktionsbereich des N?H-Adx im Komplex mit
AdRWT wurde durch die Bestimmung der Chemischen-Verschiebungsédnderung unter
Anwendung der Transversalen Relaxationsoptimierten NMR-Spektroskopie (TROSY)
bestimmt. CLaNP-5, eine Lanthanoid-ligierende Sonde, wurde {iber Disulfidbriicken an
die AdR gekoppelt und fiir paramagnetische TROSY-NMR-Untersuchungen der Pseu-
dokontaktverschiebungen und Paramagnetischen-Relaxationsverstarkungen eingesetzt.
Die dadurch erhaltenen, weitreichenden Distanzinformationen wurden fiir Docking-
Berechnungen des AdR-Adx-Komplexes verwendet. Diese Berechnungen wurden von
Herrn Dr. Peter H.J. Keizers (Universitéit Leiden, Niederlande) durchgefiihrt. Der Inter-
aktionsbereich des Adx in Wechselwirkung mit der AdR konnte damit in dieser Arbeit
zum ersten Mal detailliert beschrieben werden, der seinerseits die eingehendere Bestim-

mung des AdR-Adx-Komplexes in Losung ermdoglichte.



Summary

In this work the structure of adrenodoxin (Adx) and its region, which is important
for the interaction with adrenodoxin reductase (AdR), will be described. Both pro-
teins are important components of the steroid hormone biosynthesis in the adrenal
cortex. Therefore, two AdR mutants (AdR_A: AdR_C364S/S425C/K429C, AdR_B:
AdR_C145S/C364S/Q232C/K236C) containing two exposed cysteins on the protein
surface, respectively, have been prepared and characterized. AdR__ A and AdR_ B sho-
wed the same structural and functional properties as the wild type form of AdR. The
exact interaction region of >'N2H-Adx in interaction with AdR wild type has been deter-
mined by measuring Chemical Shift Perturbations (CSP) using the method of Transverse
Relaxation Optimized NMR-Spectroscopy (TROSY). Furthermore, to obtain long-range
distance information by paramagnetic TROSY-NMR measurements, a Caged Lanthani-
de NMR Probe-5 (CLaNP-5) has been ligated to the AdR mutant surface via disulfide
bridges, causing Pseudocontact Shifts (PCS) and Paramagnetic Relaxation Enhance-
ment (PRE). These restraints (CSP, PCS, and PRE) have been used by Dr. Peter H.J.
Keizers (University Leiden, The Netherlands) to perform docking experiments of Adx
and AdR. This work describes in detail for the first time the interaction region of Adx

and the structure of the AdR-Adx-complex in solution.



1 Einleitung

1.1 Cytochrome P450

1.1.1 Allgemeine Aspekte

1958 wiesen Garfinkel und Klingenberg (Garfinkel, 1958; Klingenberg, 1958) in Leber-
mikrosomen ein CO bindendes Pigment nach, welches im reduzierten und CO-
gebundenen Komplex ein untypisches Absorptionsmaximum bei einer Wellenlédnge von
450 nm zeigte (Omura & Sato, 1964a,b). Dieses Pigment konnte als ein b-Typ Hamopro-
tein identifiziert werden und erhielt durch diese Eigenschaft seinen Namen Cytochrom
P450, wobei das P fiir Pigment und 450 die entsprechende Wellenlédnge steht (Omura
& Sato, 1964a.b). Dieses fiir Cytochrome untypische Absorptionsspektrum wird durch
das Thiolat-Anion eines Cysteins induziert, welches die fiinfte Ligandenstelle am Ei-
sen des Protoporphyrins IX besetzt (Ichikawa & Yamano, 1967, Murakami & Mason,
1967). Durch diese Eigenschaft erfolgt die Klassifizierung der Cytochrom P450 Enzyme
als Ham-Thiolat-Proteine.

Cytochrome P450 zéhlen zu den Oxidoreduktasen. Sie katalysieren die reduktive Spal-
tung des molekularen Sauerstoffs und zéhlen somit zur Untergruppe der Oxygenasen,
die weiterhin in die Gruppen der Mono-, und Dioxygenasen unterteilt wird. Cytochro-
me P450 katalysieren den Einbau eines Sauerstoffatoms in das Substrat, wiahrend das
zweite zu Wasser umgesetzt wird und zdhlen somit zu den Monooxygenasen (Mason
et al., 1955; Mason, 1957; Hayaishi & Nozaki, 1969). Hayaishi und Nozaki unterteilten
die Gruppe der Monooxygenasen in die Gruppen der internen und externen Monooxy-
genasen (Hayaishi & Nozaki, 1969). Wahrend interne Monooxygenasen die benotigten
Elektronen zur Reduktion des Sauerstoffatoms dem Substrat entnehmen, erhalten die ex-
ternen Monooxygenasen diese von einem externen Elektronendonator wie z.B NADPH.

Die Einordnung der Cytochrome P450 ist in Abbildung 1.1 aufgefiihrt.
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Enzyme [ Oxidoreduktasen [~ Oxygenasen — Monooxygenasen [—| Externe
Transferasen Oxidasen Dioxygenasen Monooxygenasen
Hydrolasen Dehydrogenasen Interne
Lyasen Reduktasen Mbonooxygenasen
Isomerasen
Ligasen

Abbildung 1.1: Einordnung der Cytochrome P450 in Enzymgruppen.

Die Cytochrome P450 werden zu einer Proteinsuperfamilie zusammengefasst, die aus
11294 bekannten Enzymen besteht und die in 977 Familien unterteilt werden kann (Stand
November 2009: http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html). Cytochrome P450
sind ubiquitdre Hamproteine, die in allen Lebensformen vorkommen und ein weitreichen-
des Spektrum an Reaktionen katalysieren.

Um die Vielfalt der vorhandenen Cytochrome klassifizieren zu konnen, fithrte Nebert
1987 eine systematische Nomenklatur ein (Nebert et al., 1987). In Abbildung 1.2 wird
anhand des Beispiels CYP11A1 diese Systematik veranschaulicht. CYP steht fiir das
Cytochrom P450, die nachfolgende arabische Ziffer beschreibt die Familie, der darauf-
folgende Buchstabe definiert die Unterfamilie und die letzte arabische Ziffer steht fiir das
jeweilige Isoenzym. Die Mitglieder einer Familie stimmen zu mindestens 40 % in der Se-
quenz iiberein. Bei einer Sequenzidentitiat von iiber 55 % gehoren die Enzyme derselben

Unterfamilie an.

CYP|I1]|A]1
1 1 1 1
T
| Isoenzym
Unterfamilie
Familie
Cytochrom P450

Abbildung 1.2: Nomenklatur der Cytochrome P450 am Beispiel des CYP11A1.

Cytochrome P450 katalysieren die folgende Reaktion:
RH + Oy + NAD(P)H + H* — ROH + H,0 + NAD(P)* (1.1)

Das Substrat RH wird bei Anwesenheit des Elektronendonors NAD(P)H zum hydroxy-
lierten Produkt ROH umgesetzt.
Cytochrome P450 sind in eine Vielzahl von Reaktionen eingebunden, wie z.B. Hy-

droxylierungen, N-, O- und S-Desalkylierungen, Sulfoxidierungen, Epoxidierungen, Des-
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1 Finleitung

aminierungen, Desulfurierungen, Peroxidierungen, Dehalogenierungen und die Reduk-
tion von N-Oxiden (Ruckpaul, 1993; Sono et al., 1996; Bernhardt, 1996; Guengerich,
2001; Bernhardt, 2006). Zu den Substraten zéhlen unter anderem Steroide, Fettsiuren,
Terpene, Arzneimittel (Hannemann et al., 2007).

Cytochrom P450 Systeme nehmen aber auch eine wichtige Rolle im Metabolismus
diverser Arzneimittel, Karzinogene, Alkaloide, Pestizide und weiterer wichtiger Xeno-
biotika ein (Porter & Coon, 1991; Bernhardt, 1996, 2006). Daher ist es nicht tiberra-
schend, dass diese Enzyme in vielen Forschungsgebieten, wie der Biochemie, Biotechno-
logie, Pharmakologie, Physiologie, Toxikologie, Mikrobiologie und Umweltforschung von
grofem Interesse sind (Bernhardt, 1996).

Als externe Monooxygenasen benotigen Cytochrome P450 Elektronen fiir ihre Ka-
talyse. Entsprechend der Art des Elektronendonorsystems werden sie mittlerweile in
insgesamt zehn Klassen unterteilt (Hannemann et al., 2007). In Abbildung 1.3 ist die
erste Klasse, welche die bakteriellen Cytochrome P450 (A) und die mitochondrialen
Cytochrome P450 einschliefst (B), dargestellt.

A B
NADPH + H*
NADP* D
—

MNADH + H*
) RH+ O,
NAD*
R-OH + H,Q
. FdR
Matrix

Inner mitochondrial membrane

RH + 0,

R-OH + H,0

Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau von zwei Cytochrom P450 Systemen (Hannemann et al., 2007).
(A) Bakterielles System: Komponenten Ferredoxin-Reduktase (FdR), Ferredoxin (Fdx)
und Cytochrom P450 liegen 16slich im Cytosol vor. (B) Mitochondriales System:
Ferredoxin-Reduktase liegt membran-assoziiert vor, Ferredoxin ist 16slich in der Matrix,

Cytochrom P450 liegt membran-integriert vor.

In den meisten bakteriellen und in den mitochondrialen P450 Systemen ist neben
dem Cytochrom eine FAD-haltige Reduktase und ein Ferredoxin, welches einen Eisen-
Schwefel-Cluster enthélt, am Elektronentransfer beteiligt. Die Elektronen werden von
NAD(P)H iiber die Reduktase und das Ferredoxin auf das Cytochrom iibertragen, wel-

ches den Substratumsatz ausfithrt. Alle drei Komponenten des bakteriellen Systems

12



1 Finleitung

sind 16slich. Im Vergleich dazu liegt im eukaryontischen System nur das Ferredoxin in
der Matrix loslich vor. Wéahrend die Reduktase iiber ionische Wechselwirkungen an die
Membran assoziiert ist, liegt das Cytochrom P450 membran-integriert vor. Beide Prote-
ine sind an der inneren mitochondrialen Membran lokalisiert (Gunsalus & Sligar, 1978;
Lambeth, 1991; Bernhardt, 1996, 2006). Dieses System ist fiir die Biosynthese von Ste-
roiden, Vitamin D und Gallenséduren verantwortlich, welche sich alle vom Cholesterol
ableiten (Ruckpaul, 1990).

Die zweite grofse Klasse umfasst die mikrosomalen P450 Systeme, deren Komponenten,
die FAD- und FMN-haltige Reduktase und das Cytochrom P450, membran-integriert
vorliegen. Beide Proteine sind auf der cytoplasmatischen Seite des Endoplasmatischen
Retikulums lokalisiert. Der Elektronentransfer erfolgt in diesem System von NAD(P)H
iiber die Reduktase zu diversen Cytochrom P450 Isozymen.

Die Steroidhormon-Biosynthese erfolgt hauptséchlich in den Gonaden und in der Ne-
benniere (adrenaler Cortex), die aus der Zona glomerulosa, Zona fasciculata und der
Zona reticularis besteht (Young et al., 2003). Die Synthese der Glucocorticoide erfolgt
in der Zona fasciculata (Malee & Mellon, 1991; Erdmann et al., 1995a,b; White, 2001,
Young et al., 2003), wihrend die Mineralocorticoide in der Zona glomerulosa (Malee
& Mellon, 1991) und die Sexualhormone in der Zona reticularis synthetisiert werden
(Young et al., 2003).

Die Steroidhormone Cortisol, Aldosteron und Androstendion werden in mehreren
Schritten gebildet, an denen fiinf Cytochrome beteiligt sind: CYP11A1 (Cytochrom
P450scc), CYP11B1 (Cytochrom P450115), CYP11B2 (Cytochrom P450aldo), CYP17
(Cytochrom P45017a) und CYP21A1 (Cytochrom P450c21).

Die Abspaltung der Seitenkette am Cholesterol durch CYP11A1 und die damit ein-
hergehende Bildung des Pregnenolons ist der erste und geschwindigkeitsbestimmende
Schritt in der Synthese der Steroidhormone (Lambeth, 1991).

Die Abbildung 1.4 zeigt eine Ubersicht iiber die verschiedenen Synthesewege der Ste-

roidhormone.

13



1 Finleitung
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Abbildung 1.4: Die Steroidhormon-Biosynthese im adrenalen Cortex. Abgebildet sind die Reaktionen,
die vom Cholesterol beginnend zu den Produkten Cortisol, Aldosteron und Androsten-
dion fithren. Auferdem sind die an der Synthese beteiligten Cytochrome P450 und die
3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (38-HSD) abgebildet. Die Cytochrome sind rot, die

38-Hydroxysteroid-Dehydrogenase griin beschriftet.

Bereits 1968 wurde ein Katalysemechanismus fiir die Reaktion der Cytochrome P450
vorgeschlagen, welcher im Laufe der Zeit immer wieder aktualisiert wurde und nun allge-
mein anerkannt ist. In Abbildung 1.5 sind die einzelnen Schritte dargestellt. Cytochrom
P450 Enzyme sind Ein-Elektron-Ubertriger (Peterson et al., 1977), so dass in einigen
Zwischenstufen des Mechanismus Radikale involviert sind (Ortiz de Montellano, 1989;
White, 1991). Der erste Schritt im Zyklus umfasst die Bindung des Substrats (RH) an
das aktive Zentrum, welches zunéchst im low-spin-Zustand vorliegt (1). Diese Bindung
fiihrt zur konformationellen Anderung des Proteins, die nicht nur Auswirkung auf den
Spin-shift, sondern auch auf das Redox-Potential hat (Ruckpaul, 1993; Bernhardt, 1996).

Die Bindung des Substrates fiihrt zur Verdrangung des Wassermolekiils und somit auch
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1 Finleitung

zu einer Spin-Umkehr des Ham-Eisens, welches nun im high-spin-Zustand vorliegt (2).
Der Komplex besitzt ein positiveres Reduktionspotential, so dass die Reduktion zur
Ferri-Form des Eisens erleichtert wird (3) (Sligar, 1976) . Im folgenden Schritt wird mo-
lekularer Sauerstoff gebunden (4), welches zur Bildung des Sauerstoff-P450-Komplexes
fithrt. Diese Form stellt ein relativ instabiles Zwischenprodukt dar. Die Reduktion durch
das zweite Elektron fiithrt im néchsten Schritt zu einer Peroxo-Ferric-Zwischenstufe (5).
Da das Cytochrom P450 ein Ein-Elektron-Ubertriger ist, findet die Aktivierung des
Sauerstoffs in zwei Schritten statt (Peterson et al., 1977). Die erste Protonierung fiihrt
zur Hydroperoxo-Ferric-Zwischenstufe (6), wéhrend die zweite die Spaltung des mole-
kularen Sauerstoffs initiiert und damit die Bildung des néchsten Intermediates (7) und
Wasser. Der letzte Schritt im Zyklus beinhaltet die Ubertragung eines Sauerstoffatoms
auf das Substrat und die Freisetzung des hydroxylierten Produkts (8) (Denisov et al.,
2005).

—F e i —F?lll_
I Oxidase- L 55 * S

H.O  Reakti I
/ S\ g a’IT i ” i I ~ e
Il L= HzOz, -, °2'w~\r 3

- oVast 2 i i g
4 oxidations |

X H,O  Perouid-shunt Realdion | s

0}-1 Reaktion S i

] 1-
3( 1) /) O,
H O ?

—=F ol (2-) w=Felles 4

| I s
6 S\ \ _FTIH_ l<e'\
S,
Abbildung 1.5: Katalytischer Zyklus des Cytochrom P450 nach Denisov (Denisov et al., 2005).

Neben dem eigentlichen Zyklus sind drei Nebenreaktionen moglich, die verstarkt unter
physiologischen Bedingungen auftreten kénnen und zum Abbruch der Hydroxylierung
fithren (Bernhardt, 1996; Denisov et al., 2005; Bernhardt, 2006). Die Autooxidation (i)
des Oxy-Ferro-Enzyms und gleichzeitige Bildung des Superoxid-Anions fithren dazu, dass
das Enzym in Zustand (2) zuriickfillt. Bei der Peroxid-Nebenreaktion (ii) dissoziieren
das koordinierte Peroxid (5) bzw. das Hydroperoxid-Anion (6) vom Eisen und bilden

Wasserstoffperoxid. Die letzte mogliche Abbruchreaktion ist die Oxidase-Reaktion (iii).
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1 Finleitung

Hier wird das Ferri-Oxo-Intermediat zu Wasser oxidiert. Dabei wird molekularer Sau-
erstoff durch insgesamt vier Elektronen zu zwei Molekiilen Wasser reduziert, wodurch
die Oxygenierung des Substrates entféllt (Denisov et al., 2005; Bernhardt, 2006). Diese
Art von Prozessen werden oft zusammenfassend als Entkopplung ( Uncoupling) bezeich-
net (Denisov et al., 2005). Bei Abwesenheit eines geeigneten Substrates kénnen einige
reduzierte Formen der Cytochrome P450 reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bilden. Diese
Reaktionen finden sowohl in wvivo, als auch in witro statt und fiihren in Sdugern zur
Induktion der Apoptose (Nordblom et al., 1976; Nordblom & Coon, 1977; Hanukoglu
et al., 1993; Derouet-Hiimbert et al., 2005).

Die erste Komponente in der Elektronentransferkette stellen die Reduktasen dar, die

im Folgenden néher beschrieben werden.

1.2 Ferredoxin-NADPH Reduktasen

1.2.1 Allgemeines

Ferredoxin-NADPH Oxidoreduktasen (FNR) sind Flavoenzyme, die als prosthetische
Gruppe ein FAD tragen. Sie katalysieren die Elektroneniibertragung vom NADPH zu di-
versen Ferredoxinen, die in einer Vielzahl von metabolischen Prozessen involviert sind. Zu
diesen zéhlen unter anderem die Photosynthese, Steroidhormon-Biosynthese, Stickstoff-
Fixierung, Isoprenoid-Biosynthese und Eisen-Schwefel-Biogenese (Carrillo & Ceccarelli,
2003; Ceccarelli et al., 2004; Medina & Goémez-Moreno, 2004; Seeber et al., 2005; Rohrich
et al., 2005).

Die FNRs konnen in die 2 phylogenetischen Familien der Pflanzen-Typ-FNR und der
Glutathion-Reduktase-Typ-FNR (GR-Typ) eingeordnet werden. Die zweite Gruppe lasst
sich weiterhin in die AdR-ahnliche- und in die Oxygenase-gekoppelte-NADH-Ferredoxin-
Reduktase-Typ-FNR (ONFR) Gruppe unterteilen.

Beide FNR-Familien weisen eine 2-Doménen Struktur auf. Das aktive Zentrum ist
immer zwischen der NADPH-Bindedoméne und der FAD-Doméne lokalisiert. Dym und
Eisenberg identifizierten insgesamt vier generelle Faltungstrukturen, die in Abbildung

1.6 dargestellt sind (Dym & Eisenberg, 2001).
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Abbildung 1.6: Dreidimensionale Struktur und Doménenautbau des (A) Pflanzen-Typs, (B)
bakteriellen-Typs, (C) des AdR-éhnlichen und (D) des Oxygenase-gekoppelte-
NADH-Ferredoxin-Reduktase-Typs (ONFR). Unter jeder S-Faltblatt-Struktur ist die
Polypeptidketten-Verteilung der FAD- (gelb) und NADPH-Doménen (blau) wiederge-
geben. Die C-terminale Doméne der Biphenyl-Dioxygenase ist in griin dargestellt. Ab-

bildung aus (Aliverti et al., 2008).

Die Struktur der Adrenodoxin-Reduktase, die in der vorherigen Abbildung unter (C)

vorgestellt wurde, wird im Folgenden genauer erlautert.

1.2.2 Adrenodoxin-Reduktase

Die bovine Adrenodoxin-Reduktase (AdR), welche 1966 entdeckt wurde (Omura et al.,
1966; Nakamura et al., 1966), ist die erste Komponente im mitochondrialen Cytochrom
P450 System. Sie ist in der inneren mitochondriellen Membran lokalisiert und iiber elek-
trostatische Wechselwirkungen an die Membran assoziiert (Hanukoglu, 1992; Ishimura
& Fujita, 1997). Die NADPH-abhéngige Reduktase ist ein 51 kDa Protein, besteht aus
insgesamt 460 Aminosduren und trigt ein FAD als prosthetische Gruppe (Sagara et al.,
1987; Ziegler et al., 1999). Sie erhélt die Elektronen von NADPH und iibertragt diese
einzeln auf das Adrenodoxin, welches diese wiederum auf eines der sechs mitochondrialen
Cytochrome P450 tibertdgt, mit denen es wechselwirken kann (Hanukoglu, 1992).
Ziegler und Mitarbeiter bestimmten 1998 die Kristallstruktur der AdR (Ziegler et al.,
1999). Das Protein kann in zwei Doménen eingeteilt werden. Abbildung 1.7 zeigt in blau

dargestellt die NADPH-Doméne, wihrend die FAD-Domaéne in rot dargestellt ist. Beide
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Domaénen sind in ihrem Aufbau dhnlich. Jeweils in ihrem Zentrum liegen parallele (-
Faltblatter, die von a-Helices umgeben sind (Ziegler et al., 1999). Die NADPH-Doméne

enthélt zusétzlich ein dreistriangiges antiparalleles S-Faltblatt (Ziegler et al., 1999).

Abbildung 1.7: Struktur der Adrenodoxin Reduktase (Ziegler et al., 1999). Die FAD-Doméne ist in rot,
die NADPH-Doméne in blau dargestellt. FAD ist gelb als Kugel-Stab-Modell dargestellt.

Die grofere FAD-Doméne bindet das FAD durch die parallelen §-Faltbldtter im Be-
reich des C-Terminus, in der sogenannten Rossmann-Faltung ein (Schulz, 1992). Der
Isoalloxazin-Ring weist in Richtung der NADPH-Doméne, wahrend der Adenin-Anteil
in der Doméne eingegraben vorliegt. Die Ribose ist am Carboxy-Ende des S-Stranges an
Glu38 gebunden, wie es tiblicherweise bei Dinukleotiden beobachtet wird (Schulz, 1992).

Die Ladungsverteilung auf der Oberfliche der AdR ist strikt getrennt. Die Spalte zwi-
schen der FAD- und NADPH-Domaéne ist nahezu vollsténdig mit basischen Aminosauren
besetzt, wihrend die Riickseite des Proteins hauptséchlich aus sauren Aminoséduren be-
steht (Ziegler et al., 1999). Die Wechselwirkung zum Ferredoxin Adx findet {iber die
basischen Aminosduren zur negativ geladenen Seite des Adx, nahe am Eisen-Schwefel-
Cluster statt (Miiller et al., 1998).

Dabei spielen, wie durch Mutageneseexperimente bestimmt werden konnte, die in der
Spalte zwischen beiden Domé&nen des AdR lokalisierten basischen Reste Arg240 und
Arg244, eine entscheidende Rolle in der Wechselwirkung zum Adx (Coghlan & Vickery,
1991, 1992; Vickery, 1997).

Die Bedeutung des Ferrdoxins Adx als Interaktionspartner der AdR wird im Folgenden

beschrieben.
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1.3 Ferredoxine

Ferredoxine sind ubiquitédre Eisen-Schwefel-Proteine. In Vertebraten wurden sie in den
Nebennieren (Suzuki & Kimura, 1965), im Gehirn (Oftebro et al., 1979), der Plazenta
(Coghlan et al., 1988), den Gonaden (Kimura, 1968) und in geringen Mengen in der
Leber nachgewiesen (Atsuta & Okuda, 1978; Oftebro et al., 1981; Waki et al., 1986).

Proteine, die ein Eisen-Schwefel-Cluster im aktiven Zentrum beinhalten, wurden 1960
durch Elektronenspinresonanz (EPR) Messungen zum ersten Mal in mitochondrialen
Membranen nachgewiesen (Beinert & Sands, 1960). Kurze Zeit spater wurden die ersten
Ferredoxine isoliert (Mortenson et al., 1962; Tagawa & Arnon, 1962; Malkin & Rabino-
witz, 1966).

Im Laufe der Jahre wurden diverse Methoden entwickelt und verfeinert, um mit deren
Hilfe sowohl ihre strukturellen, als auch chemischen und magnetischen Eigenschaften zu
bestimmen (Beinert et al., 1997, 2004). Wiahrend die meisten Eisen-Schwefel-Proteine
ein bis vier Eisen-Atome enthalten, konnten auch Proteine mit bis zu acht Eisen-Atomen
identifiziert werden (Rees, 2002). Eisen-Schwefel-Cluster sind bevorzugt tiber Thiolat-
Gruppen im Protein ligiert, so dass sie iiberwiegend an Cysteine gebunden sind, aber
auch Bindungen an Histidin, Serin oder Arginin konnten nachgewiesen werden (Moulis
et al., 1996). Alle zum jetzigen Zeitpunkt bekannten Eisen-Schwefel-Proteine besitzen
ein Molekulargewicht zwischen 6 und 500 kDa und koénnen bis zu neun Eisen-Schwefel-
Cluster enthalten (Sazanov & Hinchliffe, 2006).

Eisen-Schwefel-Proteine werden iiblicherweise an Hand der im Protein enthaltenden
Eisenatome und der stark variierenden Redoxpotentiale unterteilt. Die Unterteilung
erfolgt in insgesamt finf Gruppen: Rubredoxine [1Fe|, Ferredoxine (|2Fe-2S|,[3Fe-4S]
oder [4Fe-4S]-Typ), Rieske-Typ-[2Fe-2S|, HiPIP’s (High Potential Iron Proteins) und

Ferredoxine, die einen komplexen Eisen-Schwefel-Aufbau aufweisen.

Die Besonderheit des Rubredoxins ist das Vorkommen eines einzelnen Eisenatoms ohne
anorganisches Sulfid, das durch vier Cysteine ligiert im Protein vorliegt. Sein Redoxpo-
tential liegt im Bereich zwischen -100 und +200 mV.

Rieske-Typ-|2Fe-2S|-Proteine haben gemeinsam, dass sie alle aus ca. 120 Aminosduren
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gebildet werden und in ihrer Grundstruktur generell drei iibereinander angeordnete (-
Faltblédtter aufweisen. Das oberste Faltblatt bildet zwei Schleifen aus, in die der |2Fe-
25]-Cluster eingebunden wird. Beide Schleifen enthalten je ein Cystein und ein Histidin,
die erheblich zur Stabilitat des Proteins beitragen (Iwata et al., 1996; Link, 2001; Meyer,
2008). Rieske-Typ-Proteine besitzen im Vergleich zu den Pflanzen-Typ- und Vertebraten-
Typ-Ferredoxinen héhere Redoxpotentiale, die zwischen +100 bis +400 mV liegen und
aus der Ligation der Cluster an Histidine resultieren (Meyer, 2008).

HiPIP’s (High Potential [4Fe-4S| Iron Proteins) sind kleine, aus etwa 55 bis 85 Amino-
sauren bestehende Ferredoxine, die iiberwiegend aus Bakterien isoliert wurden (Bartsch,
1978). Auch bei diesen wird der Eisen-Schwefel-Cluster, wie in fast allen Féllen, von
vier Cysteinen gebunden. Aufgrund der hohen Redoxpotentiale, die im Bereich zwischen
+100 mV und +400 mV liegen, erhielt dieser Typ seinen Namen.

Komplexe Eisen-Schwefel-Proteine konnen mehrere gleiche oder unterschiedliche Eisen-
Schwefel-Cluster enthalten, sowie diverse weitere prosthetische Gruppen (Sazanov &
Hinchliffe, 2006; Meyer, 2008).

Die Gruppe der Ferredoxine umfasst Proteine, die die unterschiedlichen Clusterzusam-
mensetzungen [2Fe-2S|-, [3Fe-4S|- und [4Fe-4S|-Cluster enthalten. Die Redoxpotentiale
liegen fiir die [2Fe-25|-Cluster im Bereich von -233 mV bis -455 mV (Bezkorovainy, 1980),
fir die [3Fe-4S]-Cluster bei etwa -130 mV (Bruschi & Guerlesquin, 1988) und fiir die
[4Fe-4S|-Cluster bei -250 bis -652 mV (Bruschi & Guerlesquin, 1988).

Da das [2Fe-2S]-Ferredoxin Adx von grofer Bedeutung fiir die Steroidhormon-

Biosynthese ist, werden diese Ferredoxine im Folgenden néaher beschrieben.

1.3.1 [2Fe-2S]-Pflanzen- und Vertebrate-Typ-Ferredoxine

Die Gruppe der [2Fe-2S|-Ferredoxine kommt in Bakterien, Tieren und Pflanzen vor.
Pflanzen-Typ-Ferredoxine sind fiir den Elektronentransport zwischen dem Photosystem I
und diversen anderen Enzymen verantwortlich (Tagawa & Arnon, 1962; Tsukihara et al.,
1981). Vertebraten-Typ (z.B. Adrenodoxin) und bakterielle Ferredoxine (z.B. Putidare-
doxin - Pdx) liefern Elektronen fiir diverse Cytochrome P450 (Grinberg et al., 2000).

Putidaredoxin iibertragt hierbei Elektronen auf das CYP101, wihrend Adrenodoxin Cy-

20



1 Finleitung

tochrome, die u.a. fiir die Steroidhormon-Biosynthese verantwortlich sind, bedient. Die
Redoxpotentiale der Pflanzen-Typ-Ferredoxine sind mit -325 bis -425 mV niedriger als
die der Vertebrate-Typ-Ferredoxine, deren Redoxpotentiale im Bereich zwischen -235 bis
-273 mV liegen (Hurley et al., 1997; Grinberg et al., 2000). Beide Ferredoxin-Typen sind
globulédre Proteine, in denen der Cluster in der Ndhe der Oberflache lokalisiert ist und
von einem Teil der Polypeptidkette eingebunden wird, der drei bis vier Cysteine enthélt
(Frolow et al., 1996; Morales et al., 1999; Grinberg et al., 2000; Zanetti G, 2001; Kakuta
et al., 2001). Diese Ferredoxine sind Ein-Elektron-Ubertriger, die von den jeweiligen
Reduktasen zu den Cytochromen Elektronen iibertragen, um die Hydroxylierung der

Substrate durch die Cytochrome P450 zu erméglichen (Orme-Johnson & Beinert, 1969).

1.3.2 Adrenodoxin

Adrenodoxin (Adx) gehort der Familie der [2Fe-2S]-Ferredoxine an. Die Vorstufe des
Adx wird im Cytoplasma der Zellen des adrenalen Cortex synthetisiert und anschliefsend
post-translational in die Mitochondrien transportiert. Als losliches Protein liegt es dort
in der Matrix vor (Usanov et al., 1990; Lambeth, 1991; Bernhardt, 1996). Matures Adx
besteht aus insgesamt 128 Aminoséduren und besitzt ein Molekulargewicht von 14,4 kDa
(Grinberg et al., 2000). Adrenodoxin nimmt eine essentielle Rolle in der Steroidhormon-
Biosynthese ein, da es die Elektronen von der Adrenodoxin-Reduktase (AdR) zu diversen
Cytochrom P450-Enzymen iibertragt (Usanov et al., 1990; Lambeth, 1991; Bernhardt,
1996).

Bisher sind zwei Kristallstrukturen des Adx bekannt. 1998 gelang die Kristallisation
der verkiirzten Form Adx(4-108) (Miiller et al., 1998). Durch die Entfernung der Ami-
nosduren 1-3 und 109-128 wurde eine Mutante des Adx erhalten, die nicht nur stabiler
war (Uhlmann et al., 1994), sondern durch die Abtrennung des flexiblen C-terminalen
Endes auch eine homogene Kristallisation ermoglichte. Kristallisationsversuche mit dem
Adx Wildtyp (AdxWT) waren 2000 erfolgreich (Pikuleva et al., 2000).

Die Sekundérstrukturanalyse des Adx(4-108) ergab, dass das Ferredoxin aus 22 % (-
Faltblatt, zu 17 % aus a-Helices und zu 6 % aus 3;9-Helices besteht (Miiller et al., 1998).
In Abbildung 1.8 ist die molekulare Struktur des Adx(4-108) dargstellt.
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Abbildung 1.8: Molekulare Struktur des Adx(4-108) (Miiller et al., 1998). Der [2Fe-2S|-Cluster und die
fiir die Wechselwirkung zum AdR und CYP11A1 relevanten Aminoséduren 72, 73, 76
und 79 sind als Kugel-Stab-Modell dargestellt. Die a-Helices sind rot, die S-Faltblatter

sind griin dargestellt und mit Grofibuchstaben gekennzeichnet.

Adx(4-108) besteht aus zwei strukturellen Doménen, welche essentiell fiir dessen Funk-
tion sind. Die sogenannte Interaktionsdoméne, die aus den Resten His56 bis Leu90 be-
steht, bildet eine Haarnadelschleife aus, die eine wichtige Rolle in der Wechselwirkung
mit der AdR und CYP11A1 einnimmt (Miiller et al., 1998). Die sogenannte Kerndo-
méne enthélt die Reste Aspb bis Cysbd und Gly91 bis Prol08, in der sich auch der
Eisen-Schwefel-Cluster befindet. Dieser wird von den Resten Leu3d0, Phe43 bis Thrb4,
Met77, Cys92, GIn93 und Ile94 umgeben, die dessen Zuganglichkeit nicht beeintrachti-
gen (Miiller et al., 1998). Die Aminosduren Cys46, Cys52, Cys55 und Cys92 sind an der
Bindung des Clusters beteiligt. Sie sind in einer Ebene angeordnet und stehen senkrecht
zur Ebene des Eisen-Schwefel-Clusters. Die beiden Eisenatome Fel und Fe2 sind im
Schnittpunkt beider Ebenen lokalisiert. Das Fel scheint im Vergleich zum Fe2 beziiglich
der Reaktivitdt begiinstigst, da es ndher an der Proteinoberfliche liegt (Dugad et al.,
1990; Stephens et al., 1996; Miiller et al., 1998) und dessen Umgebung viel polarer ist,
als die des Fe2 (Bertrand & Gayda, 1979). Dariiber hinaus zeigten Versuche, dass die
Wahrscheinlichkeit reduziert zu werden fiir das Fel hoher liegt (Dugad et al., 1990). Die
Bindung zwischen den Cysteinen und dem Eisen-Schwefel-Cluster werden durch Was-

serstoffbriickenbindungen stabilisiert, dargestellt in Abbildung 1.9 (Miiller et al., 1998).
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Abbildung 1.9: Ansicht der [2Fe-2S]-Region des Adx(4-108) (Miiller et al., 1998). Die Sy-Atome der Cy-
steine 46, 52, 55 und 95 bilden eine Ebene, die durch rot gepunktete Linien symbolisiert
wird. Die Ebene, die durch die zwei 2Fe- und 2S-Atome gebildet wird, steht senkrecht zu
dieser. Die Wasserstoftbriickenbindungen sind durch rote, gepunktete Linien dargestellt.

Die Atome sind als Kugel-Stab-Modell abgebildet.

Wie wichtig Wasserstoftbriickenbindungen und die Ausbildung von Salzbriicken fiir die
Stabilitit eines Proteins sind, konnte durch Mutationen oder Deletionen gezeigt werden
(Grinberg et al., 2000). Diese Untersuchungen ergaben, dass die C-terminale Aminoséure
Prol08 in Adx(4-108) eine wichtige Rolle bei der korrekten Faltung des Proteins und bei
dem damit verbundenen richtigen Einbau der prosthetischen Gruppe spielt (Uhlmann
et al., 1994; Grinberg & Bernhardt, 1998). Die Wasserstoftbriickenbindung zum Argl4,
sowie die hydrophobe Wechselwirkung zu Ile58, Hish6 und Tyr82 tragen zur Stabilitat
des Adx bei (Pikuleva et al., 2000).

Die Aminoséaure Thrb4 trégt zur Stabilisierung des Clusters bei, indem sie eine Was-
serstoffbriickenbindung zum Clusterliganden Cys52 ausbildet (Uhlmann & Bernhardt,
1995; Burova et al., 1996). Auch Thr49 spielt eine wichtige Rolle in der Stabilisierung der
Wasserstoffbriickenbildung des [2Fe-2S|-Clusters. Die Deletion dieser Aminoséure fithrte
zu einer dramatischen Reduzierung der Affinitdt des Adx zu seinen Redoxpartnern (Han-
nemann et al., 2001). Weiterhin ist Hisb6 wichtig fiir die Stabilitédt des Proteins und wird
seinerseits durch Wasserstoffbriickenbindungen zu Tyr82 und Ser88 stabilisiert. (Beckert
et al., 1994; Burova et al., 1996).

Adx fungiert im adrenalen Cortex als Shuttle zwischen AdR und den Cytochrom P450
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Enzymen. Im Folgenden wird auf die Interaktion dieses Proteins mit seinen Redox-
partnern niher eingegangen, insbesondere zwischen den Komponenten des ersten und

wichtigsten Schrittes der mitochondrialen Steroidhormon-Biosynthese.

1.4 Interaktion des Adx mit AdR und CYP11A1

Adrenodoxin iibertragt Elektronen vom durch NADPH reduzierten AdR auf das Cyto-
chrom CYP11A1, welches dann iiber drei Hydroxylierungsschritte die Seitenkettenab-
spaltung des Cholesterols zu Pregnenolon katalysiert. Auf welche Art und Weise diese
Elektroneniibertragung im Einzelnen funktioniert, konnte bis heute nicht eindeutig ge-
klart werden. Allerdings wurden bisher fiinf Theorien postuliert.

Im ersten, von Lambeth vorgeschlagenen, Modell wird der Zyklus durch die Reduktion
des AdR durch NADPH gestartet, welches einen Komplex mit oxidiertem Adx eingeht.
Der Elektronentransfer iiberfiihrt Adx in den reduzierten Zustand und der Komplex
dissoziiert. Das zweite Elektron wird auf ein weiteres Adx iibertragen. Das reduzierte
Adx lagert sich an ein Cytochrom an, reduziert dieses und dissoziiert anschliefend. Nach
einem weiteren Elektronentransfer durch das zweite Adx endet der Zyklus.

Neben dem ersten Modell, in dem nur ein oxidiertes Adx beteiligt ist, wurde ein wei-
teres Modell postuliert, das von einem Adx-Dimer statt einem Monomer ausgeht. Nach
der Reduktion des zweiten Adx dissoziieren beide Proteine von der AdR ab (Lambeth
et al., 1979). Das dritte Modell von Kido und Kimura beinhaltet zusétzlich ein Cyto-
chrom. Postuliert wurde ein ternidrer Komplex bestehend aus AdR, Adx und Cytochrom
im Verhéltnis 1:1:1 (Kido & Kimura, 1979). Das 1989 postulierte Modell von Hara und
Kimura beinhaltet zusétzlich zum vorhergehenden Modell ein weiteres Adx, so dass oxi-
diertes und reduziertes Adx an einem quarternidren Komplex 1:2:1 beteiligt sein kénnten
(Hara & Kimura, 1989a,b). Untersuchungen ergaben allerdings, dass Adx nach seiner
Reduktion eine Konformationsdnderung durchlauft. Auch konnte nachgewiesen werden,
dass das Adx mit dem Cytochrom P450 ein Komplex im Verhéltnis 1:1 eingeht (Ta-
keuchi et al., 2001). Das fiinfte Modell stammt von Beilke et al. (Beilke et al., 2002).
Der Mechanismus beginnt durch die Ubertragung von zwei Elektronen vom NADPH auf

AdR. Das Adx-Dimer, welches im oxidierten Zustand vorliegt, lagert sich an die AdR
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an. Allerdings interagiert nur Adx(1) direkt mit der AdR. Das erste Elektron wird auf
Adx(1) tibertragen, welches dieses auf das zweite gebundene Adx(2) iibertrigt, das in
keinem direkten Kontakt zu AdR steht (Pikuleva et al., 2000). Adx(2) dissoziiert durch
die, durch die Reduktion ausgeloste, Konformationsdnderung in der C-terminalen Regi-
on ab. Anschliefend wird auch Adx(1) reduziert und dissoziiert ab. Im néchsten Schritt
werden beide Elektronen nacheinander auf das Cytochrom P450 iibertragen und die
oxidierten Adx-Formen bilden erneut ein Dimer aus (Beilke et al., 2002).

In den letzten zwei Jahrzehnten konnten durch cross-link-Versuche, chemische Modifi-
zierung und ortsgerichtete Mutagenese Informationen iiber einzelne Aminosauren erhal-
ten werden, die eine wichtige Rolle bei der Interaktion zwischen den Reaktionspartnern
spielen (Vickery, 1997). Bereits 1991 wurde durch ortsgerichtete Mutagenese nachge-
wiesen, dass die Aminosduren Asp76 und Asp79 an der elektrostatischen Interaktion
sowohl zur Reduktase als auch zum Cytochrom P450 beteiligt sein miissen (Coghlan
& Vickery, 1991; Vickery, 1997). Verantwortlich fiir die Interaktion zwischen Adx und
Cytochrom P450 sind zusétzlich Asp72 und Glu73 (Coghlan & Vickery, 1991). Aufgrund
der Tatsache, dass die Aminosduren Asp76 und Asp79 des Adx an der Wechselwirkung
zu beiden Reaktionspartnern beteiligt sind, kann man den vorgeschlagenen terniren und
quarterndren Komplex des AdR, Adx und Cytochroms ausschliessen (Kido & Kimura,
1979; Usanov et al., 1985; Hara & Kimura, 1989a). Aber noch wichtiger ist, dass das
Adx als Shuttle zwischen AdR und Cytochrom P450 fungiert und somit den Modellen
von Lambeth bzw. Beilke sehr nahe kommt (Lambeth et al., 1982; Beilke et al., 2002).

Einen Einblick in die atomaren Wechselwirkungen zwischen der AdR und Adx wurde
nach der Kristallisation des cross-link-Komplexes moglich (Miiller et al., 2001). Die-
se Untersuchungen ergaben zwei Interaktionsbereiche. Der primére Interaktionsbereich
umfasst die Argininreste 211, 240 und 244 der NADPH-Domaéne der AdR, welche mit
den Resten Asp72, Asp76 und Asp79 der Interaktions-Doméne (His56-Leu90) des Adx
wechselwirken (Miiller et al., 1998).

Der sekundére Interaktionsbereich beinhaltet die Reste Asp39 und Asp4l der Kern-
doméne, in der sich der Eisen-Schwefel-Cluster des Adx befindet (Miiller et al., 1998),
die mit den Aminoséureresten Lys27 und His28 der FAD-Doméne der AdR in Kontakt

stehen.
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Miiller et al. beschrieben 2001 die Kristallstruktur des AdR-Adx Komplexes (Miiller
et al., 2001), der die Aminosduren 5-117 des Adx und 4-460 der AdR umfasste. Somit
konnten auch Informationen iiber einen Teil der Struktur des C-terminalen Endes des
Adx erhalten werden. Es scheint, dass das C-terminale Ende des Adx in die tiefe Spalte
zwischen den beiden AdR-Doménen gelangt, wobei die Reste Asp113 bis Aspll5 des
Adx eine 3p-helikale Konformation einnehmen (Miiller et al., 2001).

Wahrend der Reaktion mit seinen Reaktionspartnern dndert sich das Redoxpotential
des Adx (Uhlmann & Bernhardt, 1995), wobei es bei der Ausbildung des AdR-Adx-
Komplexes von -273 mV auf ca. -360 mV abnimmt (Lambeth et al, 1976, 1979,
1980, 1982; Grinberg et al., 2000). Es kommt zu einer Elektroneniibertragung von
der AdR auf das Adx. Die resultierende Konformationsénderung des Adx nach dem
Elektronentransfer fiihrt zu seiner Dissoziation. Wahrend dieser Reaktion dndert sich
das Potential der AdR kaum (-295 mV). Die Komplexausbildung mit einem Cytochrom
P450 fiihrt zur Potentialverschiebung der Himgruppe von -284 mV zu -314 mV und auch
das Potential das Adx é&ndert sich auf -291 mV. Nach der Reduktion des Cytochroms
erfolgt die Dissoziation des Adx (Grinberg et al., 2000).

Die Interaktionsuntersuchung der AdR und des Adx sind der Hauptgegenstand dieser
Arbeit. Bisher konnten die Strukturen einzelner Proteine, sowie der cross-link-Komplex
zwischen AdR und Adx mittels Rontgenstrukturanalyse erhalten werden. Im Folgenden
wird auf die NMR-Spektroskopie eingegangen, insbesondere die paramagnetische NMR,
die es ermoglicht, den ca. 65 kDa grofsen Komplex bestehend aus AdR und Adx in Lésung

in seiner nativen Form zu untersuchen.

1.5 NMR-Spektroskopie

Die ersten erfolgreichen NMR-Experimente wurden 1946 unabhéngig voneinander von
Felix Bloch und Edward Mills Purcell beschrieben. Sie wurden fiir diese Entwicklung 1952
mit dem Nobelpreis fiir Physik ausgezeichnet. Mittlerweile stellt diese Methode neben
der Rontgenstrukturanalyse die wichtigste Methode zur Bestimmung von Strukturen

dar. Fiir die Untersuchung von Biomakromolekiilen bietet die NMR-Spektroskopie den

26



1 Finleitung

groflen Vorteil, dass die Strukturbestimmung der Proteine in Losung erfolgen kann. Die
erhaltene Struktur kommt daher der nativen Struktur der untersuchten Proteine am
nachsten.

Allerdings wird man bei der klassischen NMR-Spektroskopie von Biomakromolekiilen
mit zwei Problemen konfrontiert. Zum einen fiihrt die grofse Zahl der Resonanzen zu
ihrer Uberlagerung, wodurch die Interpretation der NMR-Spektren kaum méglich ist. Ein
weiteres Problem stellt die schnelle Relaxation grofer Proteine dar, die zu verbreiterten
Resonanzsignalen mit geringer Intensitét fiihrt und somit die Strukturbestimmung von

Proteinen mit einer Grofse von mehr als 25 kDa erschwert (Fernandez & Wider, 2003).

1.5.1 2D-NMR-Spektroskopie

In den 1980ern wurde die zweidimensionale NMR-Spektroskopie entwickelt (Kumar
et al., 1980) und 1992 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet (Ernst, 1992). Sie findet ver-
starkt Anwendung in der Chemie und Biochemie und ermoglicht es durch Einsatz von
stabilen Isotopen, mehr Informationen iiber die Struktur und Interaktion von Proteinen
zu erhalten, als es mit der eindimensionalen NMR-Spektroskopie moglich ware. Fiir die
Untersuchungen von Proteinen werden vor allem stabile Isotope, die einen Kernspin un-
gleich Null besitzen, wie z.B. *C und *N eingesetzt, die wihrend der Proteinexpression
in das Riickgrat des Proteins eingebaut werden.

Bereits der Einsatz von Deuterium verbesserte die Auflésung, wie auch Sensitivitéit
der Protein-NMR (Markley et al., 1968; Crespi et al., 1968; Gardner & Kay, 1998).
Folglich fanden auch die Isotope *C und N Anwendung und ermdéglichten es, Proteine
mit einem Molekulargewicht iiber 25 kDa unter Einsatz von zweidimensionaler [**C,'H],
['°N,'H] sowie dreidimensionaler NMR ['*N,!3C'H| (Kay & Gardner, 1997; Gardner &
Kay, 1998) zu analysieren. Die Auflésung konnte so verbessert und die Resonanziiberla-
gerung vermindert werden (Wagner, 1993). Dennoch blieb trotz partieller Deuterierung
und Anreicherung der Proteine mit weiteren Isotopen die Grenze zur Strukturbestim-
mung bei einer Proteinmasse von 50 kDa bestehen (Kay & Gardner, 1997; Gardner &
Kay, 1998).
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1.5.2 Transversale Relaxationsoptimierte Spektroskopie

Die Entwicklung der TROSY-Methode (Transversale Relaxationsoptimierte Spektrosko-
pie, Transverse Relazation Optimized Spectroscopy) (Pervushin et al., 1997) eroffnete
in Kombination mit partieller Deuterierung sowie isotopen-markierten Proteinen neue
Moglichkeiten fiir die Untersuchung von Proteinen und Proteininteraktionen.

Die transversale Relaxation ist abhingig von der Grofe des jeweiligen Proteins. Je
grofer das Protein, umso schneller relaxiert das NMR-Signal. Man erhélt abgeschwéchte
Resonanzen, die stark verbreitert sind, geringe Intensitat aufweisen und teilweise nicht
mehr detektierbar sind. Auch wird das Signal-Rausch-Verhéltnis verringert, wodurch
die Datenauswertung erschwert wird. Die transversale Relaxation konnte jedoch durch
Austausch der Amidprotonen durch Deuterium reduziert werden.

Bei der Anwendung der NMR-Spektroskopie bei hohen Magnetfeldern, wie es fiir
Protein-NMR f{iblich ist, sind fiir diese schnelle transversale Relaxation hauptséchlich die
Dipol-Dipol-Kopplung sowie die Chemische-Verschiebungsanisotropie (Chemical Shift
Anisotropy, CSA) verantwortlich (Pervushin et al., 1997).

TROSY nutzt bei multidimensionalen NMR-Experimenten die Interferenz dieser zwei
Relaxationseffekte und selektiert durch ihre angepasste Pulssequenz das Signal mit der
geringsten Linienbreite (Pervushin et al., 1997), bei der sich diese beiden Relaxations-
mechanismen gegenseitig ausloschen. Daher erscheinen die drei ansonsten verbreiterten

Resonanzsignale nicht mehr im Spektrum (siche Abbildung 1.10).
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Abbildung 1.10: Transversale Relaxationsoptimierte Spektroskopie (TROSY) in einem zweidimensiona-
len [*°N,'H]-Spektrum. (A) Theoretisches Multiplett Muster fiir das [N, H]-TROSY-
Experiment. Die vier Resonanzen enstehen durch 'H-'?N-Scalar-Kopplung. Sie besit-
zen unterschiedliche Linienverbreiterung, verursacht durch unterschiedliche transver-
sale Relaxation. (B) Das TROSY-Experiment selektiert durch die angepasste Pulsse-
quenz nur das Resonanzsignal mit der geringsten Linienverbreiterung. Nach (Fiaux

et al., 2002).

Das erhaltene scharfe Resonanzsignal mit hoher Intensitéit entspricht dem der koppeln-
den Kerne 'H und N mit parallelem Spin. Somit ermdglicht TROSY die Untersuchung

auch von weitaus groferen Proteinen (Pervushin et al., 1997).

1.5.3 Paramagnetische NMR-Spektroskopie

Ungepaarte Elektronen induzieren ein zusatzliches Magnetfeld und nehmen somit einen
groken Einfluss auf NMR-Spektren. Je nach Charakter des Paramagneten kann der Ein-
fluss in unterschiedlichen Effekten resultieren, so dass entweder Resonanzsignalverschie-
bungen oder Linienverbreiterungen der Resonanzsignale auftreten konnen. Diese Effekte
kénnen gezielt zur Strukturbestimmung eingesetzt werden.

Mittels der paramagnetischen NMR konnten bisher viele Strukturen ermittelt werden,
in denen die Proteine entweder ein paramagnetisches Metall enthielten, oder der Aus-
tausch eines diamagnetischen gegen ein paramagnetisches Metall erfolgte (Hus et al.,
2000; Allegrozzi et al., 2000; Bertini et al., 2001a; Pintacuda et al., 2003; Hansen &
Led, 2004; Gay et al., 2004; Pintacuda et al., 2004a; Bertini et al., 2005). Mit dieser
Methode gelang es im Laufe der Zeit, Interaktionsbereiche zwischen Interaktionspart-
nern wie Cytochrom f und Plastocyanin zu untersuchen (Ubbink et al., 1998; Crowley
et al., 2001; Lange et al., 2005; Diaz-Moreno et al., 2005). Die Moglichkeit, ein diamag-

netisches Metall aus dem aktiven Zentrum gegen ein paramagnetisches auszutauschen,
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besteht allerdings nicht fiir alle Proteine.

Die Entwicklung einer paramagnetischen Sonde eroffnet ganz neue Moglichkeiten zur
Untersuchung von Komplexen. Diese Sonden kénnen zum einen gezielt an definierten
Positionen auf der Oberfldche des zu untersuchenden Proteins angebracht werden (Pru-
déncio et al., 2004; Pintacuda et al., 2004b) und zum anderen mit Lanthanoiden versetzt
werden, die unterschiedliche Effekte ausiiben (Lauffer & Brady, 1985; Arano et al., 1996;
Lewis & Shively, 1998 Jan-Feb; Leonov et al., 2005; Tei et al., 2008).

Zu diesen Effekten gehoren die Pseudokontaktverschiebung ( Pseudocontact Shift, PCS)
und die Paramagnetische-Relaxationsverstarkung (Paramagnetic Relazation Enhance-

ment, PRE), die im Folgenden néher erlautert werden.

1.5.4 Pseudokontaktverschiebung

Pseudokontaktverschiebungen werden durch paramagnetische Metalle ausgelost. Das un-
gepaarte Elektron des Metalls weist eine Anisotropie seiner magnetischen Suszeptibilitat
auf und beeinflusst Kerne in seiner Umgebung mit einem Kernspin ungleich Null. Die
Anwesenheit des Paramagneten fiihrt zu einer verdnderten magnetischen Umgebung des
Kerns, die eine Verschiebung der Resonanzsignale, sogenannte Pseudokontaktverschie-
bungen (PCS) zur Folge hat.

Diese PCSs werden verwendet, um weitreichende Distanzinformationen ausgehend vom
paramagnetischen Metall zu erhalten (Allegrozzi et al., 2000). Die paramagnetischen
Zentren weisen allerdings eine Winkelabhéngigkeit auf, die sich durch den magnetischen
Suszeptibilitats-Tensor (X-Tensor) beschreiben lasst. Der X-Tensor beschreibt die Ori-
entierung des paramagnetischen Zentrums zum Kernspin und lésst sich durch seine axiale
(Ax,,) und rhombische (A, , ) Komponenten beschreiben. Diese ergeben sich aus den

Basiskomponenten X,,, X,, und X,, (Bertini et al., 2005).

X X
Ax., = Xou — X, (1.3)

Seine Orientierung zum Kern wird durch Messungen der PCSs bestimmt, in dem die
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Differenz zwischen den diamagnetischen und paramagnetischen Resonanzsignalen gebil-
det wird.

Die Grofe der PCSs ist von der Distanz zwischen Kernspin und dem Paramagneten
abhéngig. Dabei weisen Kernspins geringere PCSs auf, je weiter weg sie sich von dem
paramagnetischen Metall befinden und {iiberlappen fast vollstindig mit dem Resonanz-
signal des diamagnetischen Metalls. Die auftretenden PCSs sind somit grofer, je naher
sich das paramagnetische Zentrum befindet.

PCSs konnen mit der folgenden Gleichung beschrieben werden.

o 1 2 . § 202
POS = ——[Ax,, (3cos’ © — 1) + S Ay, (sin® © cos 20)] (1.4)

In dieser Gleichung beschreiben r, ©, ) die Polarkoordinaten des Kerns hinsichtlich
der Achsen des X-Tensors. Ay, und Ax , beschreiben die axiale und rhombische Kom-

ponente des X-Tensors.

1.5.5 Paramagnetische-Relaxationsverstarkung

Die Wechselwirkung eines Paramagneten mit dem Kern fithrt aufgrund der dipolaren In-
teraktion zwischen dem Paramagneten und dem Kern zur Relaxationsverstarkung und
hat zur Folge, dass die Intensitdt des Resonanzsignals abnimmt bzw. vollstdndig ver-
schwindet. Dabei ist der Effekt des Paramagneten stérker, je ndher sich die Kerne befin-
den. Die gemessene Intensitétsabnahme des Resonanzsignals (I,4q/L4iq) bel Wechselwir-
kung mit dem Paramagneten kann genutzt werden, um direkte Distanzen zwischen dem
Paramagneten und dem einflussnehmenden Kern zu ermitteln. Dabei ist die Paramag-
netische-Relaxationsverstirkung propotional zu r=¢ (r: Distanz zwischen Paramagnet
und Kern) (Gleichung 2.6).

Lanthanoide, die paramagnetische Eigenschaften besitzen, werden im Folgenden Ab-

schnitt ndher erlautert.

1.5.6 Lanthanoide

Die Gruppe der Lanthanoide umfasst insgesamt 15 Elemente, die zu den inneren Uber-
gangselementen zdhlen. Die f-Orbitale, dieser auch sogenannten f-Block-Elemente, lie-

gen tief im Innern der Atome, so dass sie nicht an kovalenten Bindungen beteiligt sind.
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Lanthanoide spielen auch biologisch keine Rolle, z.B. weisen Proteine keine Lanthanoid-
Bindestellen auf (Keizers et al., 2008; Su et al., 2008). Obwohl ihre Eigenschaften, wie
z.B. die Koordinationschemie, insgesamt sehr ahnlich sind, befinden sich sowohl Elemen-
te mit paramagnetischem Charakter (Dysprosium (Dy), Terbium (Tb), Holium (Ho),
Erbium (Er), Thulium (Tm) und Ytterbium (Yb)), als auch mit diamagnetischem Cha-
rakter (Lutetium (Lu) und Lanthan (La)) unter ihnen (Allegrozzi et al., 2000; Bertini
et al., 2001b). Dy, Th, Tm weisen im Gegensatz zu den drei tibrigen starke paramag-
netische Figenschaften auf und sind daher von groferem Interesse (Tabelle 1.1). Diese
Paramagneten verursachen durch Wechselwirkung mit dem Kernspin Verschiebungen

der Resonanzen im Spektrum.

Tabelle 1.1: Lanthanoide mit paramagnetischen Eigenschaften

Paramagnet J PSC | PRE | Reichweite (A) | Referenz

Gd3+ 7/2 - + 20-30 (Vlasie et al., 2007)
Th3+ 12/2 | + - 15-60 (Feeny et al., 2001)
Dy3+ 152 + | - 15-60 (Su et al., 2006)

Ho?*+ 16/2 | + - 10-40 (Horrocks & Sipe, 1972)
Er3+ 15/2 | + - 10-40 (Pintacuda et al., 2006)
Tm3* 12/2 | + - 15-60 (Wohnert et al., 2003)
Yb3+ 12/2 | + - 10-40 (Prudeéncio et al., 2004)

Eine besondere Stellung nimmt Gadolinium (Gd) ein. Es besitzt sieben f-Elektronen
mit einer isotropen Ladungsverteilung. Die Besonderheit des Gadoliniums ist es, dass
es in Wechselwirkung mit Atomspins von 1/2 keine Verschiebung der Resonanzsignale,

sondern eine Linienverbreiterung auslost.

1.5.7 Lanthanoid-ligierende NMR Sonde-5

Um die Effekte der Lanthanoide gezielt einsetzen zu konnen, musste ein Chelatkom-
plex entwickelt werden, in welchen die Lanthanoide eingebunden werden konnten. Diese
Komplexe miissen wichtige Voraussetzungen erfiillen. Zum einen sollte ihre Struktur so
beschaffen sein, dass keine Isomerisierungen auftreten. Lanthanoide favorisieren eine Ko-
ordination von acht bis neun Liganden, die durch die Struktur der Sonde vorgegeben sein

sollte. Eine weitere Voraussetzung ist es, dass der Chelatkomplex auf einer definierten
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Position der Proteinoberfliche angebracht werden muss (Keizers et al., 2008; Su et al.,
2008). Dies kann beispielsweise durch zwei Cysteingruppen realisiert werden. Jedoch ist
hier darauf hinzuweisen, dass keine unspezifische Bindung an exponierte Cysteine auf
der Proteinoberfliche stattfinden darf. Da die Anwesenheit von Paramagneten zu Li-
nienverbreiterung fiihrt, macht es die ausreichende Entfernung dieser NMR-Sonde zum
Interaktionsbereich moglich, weitreichende Distanzinformationen zu erhalten (Keizers
et al., 2008).

Das Anbringen der paramagnetischen Sonde durch zwei Disulfidbriicken verringerte
zusétzlich dessen Mobilitdt und lieferte einzelne und grofsere Resonanzsignale fiir jede
Amidgruppe als sie bis zu diesem Zeitpunkt fiir artifizielle Sonden erhalten werden konnte
(Vlasie et al., 2007; Keizers et al., 2007). Hierzu wurde das Molekiil Ln-CLaNP-5 (Caged
Lanthanide NMR Probe-5, Lanthanoid-ligierende NMR-Sonde-5) entwickelt, welche all
diese Bedingungen erfiillt. Die Zweiarm-Bindung an das Protein macht es aufgrund seiner
Struktur besonders rigide. Auch unterstiitzen die zwei gegeniiberliegenden Pyridin-N-
oxide die Rigiditat des Ln-CLaNP-5 (Keizers et al., 2007, 2008). In Abbildung 1.11 ist

dessen Struktur dargestellt.
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Abbildung 1.11: Strukturformel des Ln-CLaNP-5, sowie dessen dreidimensionale Struktur (Keizers
et al., 2007).

Fiir die Untersuchungen der Interaktion zwischen zwei Proteinen wird das Ln-CLaNP-
5 iiber ein Paar Disulfidbriicken an einen Interaktionspartner gekoppelt (Clore et al.,
2007; Vlasie et al., 2008). Diese Lanthanoid-ligierende Sonde wird mit unterschiedlichen
Lanthanoiden versetzt, um wie bereits beschrieben, entweder die Pseudokontaktverschie-
bungen oder die Paramagnetische-Relaxationsverstarkung messen zu kénnen. Um diese
Effekte eindeutig ermitteln zu kdnnen, wird ein zweites Experiment mit einer diamagne-

tischen Referenz durchgefiihrt. Hierzu stehen die Lanthanoide Luthetium und Lanthan
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zur Verfligung. Die erhaltenen PCSs und PREs werden als Einschrénkungen fiir die

Docking-Berechnungen eingesetzt.

1.5.8 Anderung der chemischen Verschiebung

Die Interaktion eines Proteins mit einem weiteren Protein, wie z.B. seinem Reaktions-
partner, wirkt sich aufgrund der gednderten chemischen Umgebung auf das erhaltene
NMR-Spektrum aus. Es kommt zur chemischen Verschiebung der Resonanzen, wobei
einige wenige bis hin zu allen Signalen betroffen sein konnen. Die Verschiebung der
Signale erfolgt dabei in unterschiedliche Richtungen mit unterschiedlicher Stérke. Be-
zeichnet wird dieser Effekt als Anderung der Chemischen Verschiebung (Chemical Shift
Perturbation, CSP). Die erhaltenen CSPs konnen auf die Oberfldche des Proteins aufge-
tragen werden und visualisieren damit den Interaktionsbereich des Proteins (Xu et al.,
2006). Hierzu wird zunichst ein ["SN,'H]-TROSY Spektrum des freien '*N-markierten
Proteins aufgenommen. Jede einzelne Resonanz im zweidimensionalen Spektrum ent-
spricht einer Amidgruppe des Proteinriickgrats. Somit sind die erhaltenen Spektren eine
Art Fingerabdruck eines Proteins. Um die Information, welche Aminosduren nun an
der Wechselwirkung zum Reaktionspartner beteiligt sind, zu erhalten, wird dem Protein
schrittweise der markierte Reaktionspartner hinzutitriert und die chemische Verschie-
bung der einzelnen Resonanzsignale beobachtet. Der Vergleich der Spektren des in Lo-
sung frei vorliegenden °N-markierten Proteins mit den Spektren des mit dem Reaktions-
partner interagierenden Proteins liefert die Information iiber den Interaktionsbereich. Im
Idealfall kann auf diese Weise der Interaktionsbereich zwischen zwei Reaktionspartnern
eindeutig ermittelt werden. Allerdings kann es aufgrund zu starker Konformationsidnde-
rungen im gesamten Protein wahrend der Interaktion dazu kommen, dass keine klare

Aussage tiber den Interaktionsbereich gemacht werden kann.

1.6 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die erstmalige Untersuchung der Interaktion des AdR-Adx-
Komplexes mittels der NMR-Spektroskopie, insbesondere der Transversalen Relaxations-

optimierten NMR-Spektroskopie.
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Um erste Hinweise auf den Interaktionsbereich des Adx in Wechselwirkung mit der
AdR zu erhalten, sollten Experimente des ?’N2H-Adx in Ab- und Anwesenheit der AdR
durchgefiihrt werden. Die dadurch erhaltene Chemische-Verschiebungsénderung (CSP)
des 1N2H-Adx sollte als Einschrinkung fiir die Docking-Berechnungen verwendet wer-
den.

Zusatzlich sollten weitreichende Distanzinformationen unter Verwendung von para-
magnetischen Lanthanoiden erhalten werden. Zu diesem Zweck sollten AdR-Mutanten
hergestellt werden, die jeweils ein exponiertes Cysteinpaar an definierten Positionen auf
der Proteinoberfliche besitzen. Diese beiden Cysteine sollten genutzt werden, um die
NMR-Sonde Ln-CLaNP-5 (Caged Lanthanide NMR Probe-5) spezifisch an das Prote-
in zu binden. In diese Sonde sollten sowohl Lutetium, ein diamagnetisches Lanthanoid,
welches als Referenz dienen sollte, als auch die paramagnetischen Lanthanoide Thulium
und Gadolinium ligiert werden. Die unterschiedlichen Effekte der Pseudokontaktverschie-
bung (PCS) ausgelost durch Thulium und die Paramagnetische-Relaxationsverstiarkung
(PRE), verursacht durch Gadolinium, sollten genutzt werden, um den Interaktionsbe-
reich zwischen beiden Reaktionspartnern zu untersuchen. Dabei sollte die Interaktion
zwischen der AdR sowohl mit dem AdxWT als auch mit Adx(4-108), der verkiirzten
Form des Wildtypen, durchgefiihrt werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit experimentell erhaltenen Daten fiir CSP, PCS und PRE
sollten anschlieffend im Rahmen einer Kooperation verwendet werden, um die Docking-
Berechnungen zwischen der AdR und Adx durchzufiihren. Diese Berechnungen wurden
von Herrn Dr. Peter H.J. Keizers aus der Gruppe von Herrn Prof. Dr. Marcellus Ubbink
durchgefiihrt.

Dabei musste sichergestellt werden, dass die hergestellten AdR-Mutanten keine struk-
turellen und funktionalen Unterschiede zum AdRWT aufweisen, die die Untersuchungen
der Interaktion storen konnten. Daher sollten diese Mutanten nach ihrer Expression und
Reinigung zunéchst charakterisiert werden. Die AdR-Mutanten wurden sowohl auf ihre
spektroskopischen, als auch kinetischen Eigenschaften hin, in Wechselwirkung mit dem

physiologischen Interaktionspartner AdxWT, sowie Adx(4-108), charakterisiert.
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2.1 Materialien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien stammten aus Standardbezugsquellen,

sofern sie nicht explizit aufgefiihrt sind.

2.1.1 Organismen, Vektoren und Oligonukleotide

Das Expressionsplasmid pBAR1607 wurde freundlicherweise von Dr. Sagara (Sa-
gara et al, 1987) zur Verfiigung gestellt. Dieses Plasmid enthédlt die Se-
quenz fiir den Wildtyp der bovinen Adrenodoxin-Reduktase (AdRWT). Zur Ver-
figung standen aufserdem die Expressionsplasmide fiir die AdR-Einfachmutanten
pBAR AdR C10S, pBAR AdR_ C74S, pBAR AdR C145S, pBAR AdR (3225
und pPBAR _AdR_ C364S, wie auch der Klonierungsvektor fiir die AdR-Dreifachmutante
pMOS AdR_C10S/C1455/C364S (Donauer, 2006).

Das Expressionsplasmid pKKHC erhielten wir von Dr. T. Porter, University of Ken-
tucky, Lexington, KY (Porter & Larson, 1991) und die Adrenodoxin Wildtyp (AdxWT)
cDNA von Dr. Waterman, Vanderbilt University, Nashville, TN. Die Klonierungsarbei-
ten des AdxWT in pKKHC wurden in unserem Institut durchgefiihrt. Die Expressionen
und Reinigungen des AdxWT und des Adx(4-108), wie auch der deuterierten und **N-
markierten Formen "N?H-AdxWT und ""N?H-Adx(4-108) wurden freundlicherweise von
Herrn Wolfgang Reinle in unserem Institut durchgefiihrt.

Fiir die heterologe Expression des CYP11A1 wurde das Plasmid pTrc99A-bSCCMc
(Wada et al., 1991) verwendet, welches unserem Institut von Dr. Waterman zur Ver-
fiigung gestellt wurde. Die Expression und Reinigung erfolgte nach Janocha et al. (in

Vorbereitung).
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E. coli Stamme

Tabelle 2.1: Verwendete E. coli Stamme

Stamm Genotyp Referenz

TOP10F’ F lacl? Tn10(Tetr) merA A(mrr-hsdRMS-merBC) | Invitrogen
080lacZAM15 AlacX74 recAl araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL endAl nupG
JM109 endAl recAl gyrA96 thi hsdR17 (Yanisch-Perron et al., 1985)
(re— mp+) relAl supE44 A(lac-proAB) Promega

[F’,traD36 proAB, lacITZAM15]
JM109(DE3) | endAl recAl gyrA96 thi hsdR17 (Studier & Moffatt, 1986)
(re— mp+) relAl supE44 A~ A(lac-proAB)
[F’ traD36 proAB lacI?ZAM15] IDE3
C43(DE3) F~ ompT gal hsdSp (rg— mp—) (Miroux & Walker, 1996)

dem Ton A(DE3)

Plasmide
Tabelle 2.2: Verwendete Plasmide
Plasmid kb Verwendungszweck Resistenz | Referenz
pMOSBlue 2,9 Klonierungsvektor Ampicillin | GE Healthcare
pCWori™ 4,9 Expressionsvektor Ampicillin | (Sagara et al., 1993)

pBAR_AdR 6,3 | Expressionsvektor AdR | Ampicillin | (Sagara et al., 1993)

pET17b 3,3 Expressionsvektor Ampicillin | Novagen

pTrc99a 4,2 Expressionsvektor Ampicillin | (Wada et al., 1991)
pGrol2 Expressionsvektor Kanamycin | (Nishihara et al., 1998)
pRDKJG 7,9 Expressionsvektor Kanamycin | (Caspers et al., 1994)
pREP4groESL | 5,9 Expressionsvektor Kanamycin | (Caspers et al., 1994)

Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden mit dem online verfiigbaren Programm Sil-
entSiteSelector (http://rana.lbl.gov/SSS/bin/SSS2.cgi) entworfen und von der Firma
Eurofins MWG GmbH (Ebersberg, Deutschland) hergestellt.
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Tabelle 2.3: Sequenzen der QuikChange Mutagenese Primer

Primer

Primersequenz 5’—3’

Verwendungszweck

AdR_C74S _for

GAC GGC CCG CTC TGA CAG ATC TGC
CTT CTA TGG CAA A

C74S in AARWT

AdR_C74S rev

GTT GCC ATA GAA GGC AGA TCT GTC
AGA GCG GGC CGT C

C74S in AARWT

AdR_C145S_for

CCG GAC CTG AGC TCT GAC ACA GCC
GTG

C145S in AARWT

AdR_C145S rev

CAC GGC TGT GTC AGA GCT CAG GTC
CGG

C145S in AARWT

AdR_C322S_for

GGA GGA CCT CCC CAG TGG GCT GGT G

C322S in AARWT

AdR C322S rev

CAC CAG CCC ACT GGG GAG GTC CTC C

C322S in AARWT

AdR_A for CG TGT CTT TCT GTG ATT GGG AGT S425C/K429C

GTC TGG ATG CTG AGG AGG TG in AdR_ C364S
AdR_A rev CAG CAT CCA GAC ACT CCC AAT CAC S425C/K429C

AGA AAG ACA CGG GCC AG in AdR_ C364S
AdR B for TCT TGG GTC TCT GTG ACC TAT GTG Q232C/K236C

AGG CCG CTC GCA GCC CG in AdR_ C145S/C364S
AdR_B_rev GAG CGG CCT CAC ATA TGC GGT CAC Q232C/K236C

AGA GAC CCA AGA AAT CCG C

in AdR_ C145S,/C364S
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Tabelle 2.4: Sequenzen der Amplifizierungs- und Sequenzierprimer

Primer

Primersequenz 5’ —3’

Verwendungszweck

AdR_Ndel for

GGA ATT CCA TAT GAG
CAC TCA AGA ACA AACC

Einfihrung einer Ndel
Schnittstelle in AdR in pMOS

AdR_HindIII rev

GGG AAG CTT CAG TGC
CCC AGC CGC AGC ATC

Einfihrung einer HindIII
Schnittstelle in AdR in pMOS

GAA AG

pCWori_ for GAT CGA TCC ATC GAT Sequenzierprimer fiir den
GAG C pCWorit-Vektor
pCWori_rev GAT CTG CTT GAA GAC Sequenzierprimer fiir den

pCWori™-Vektor

T7 Promotor

TAA TAC GAC TCA CTA
TAG GG

Sequenzierprimer fiir den

pMOSBIlue & pET17b-Vektor

M13RevCS(-49)24mer

GAG CGG ATA ACA ATT
TCA CAC AGG

Sequenzierprimer fiir den

pMOSBIlue & pET17b-Vektor

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Ortsgerichtete Mutagenese

Die Methode der zielgerichteten Mutagenese wurde entsprechend der Anleitung des
QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kits (Stratagene) durchgefithrt, um die ge-

wiinschten Mutationen in die AdR einzufiihren. Die Mutagenese wurde im Klonierungs-

vektor pMOS _AdR nach folgendem PCR-Programm (Tabelle 2.5) durchgefiihrt.

Tabelle 2.5: Programm: QuikChange Mutagenese

Stufe  Schritt Temperatur Zeit

1 Denaturierung 95°C 5 min

2 Denaturierung 95°C 45 s

3 Annealing 70°C 1 min

4 Elongation 73°C 9 min
Schritte 2-4 18x

5 Elongation 73°C 10 min

6 4°C 00

Im Anschluss an die PCR wurden die Proben fiir eine Stunde durch Zugabe von Dpnl

39




2 Material und Methoden

verdaut und nach Transformation von TOP10F’ konnten angewachsene Klone gepickt
und angezogen werden, die dann einer Plasmidpraparation unterzogen wurden. Durch
Sequenzierung verifizierte Mutanten der AdR wurden aus dem Klonierungsvektor pMOS-
Blue in die Expressionsvektoren pCWorit bzw. pET17b ligiert und die gewiinschte Mu-

tation durch Sequenzierung erneut verifiziert.

2.2.2 Klonierung der AdR-Mutanten in den Expressionsvektor

Zur Umklonierung aller AdR-Mutanten aus dem Klonierungsvektor pMOSBIlue in die
Expressionsvektoren pCWorit bzw. pET17b wurden die AdR-Mutanten zunachst am-

plifiziert. Dazu wurde das folgende Programm (Tabelle 2.6) verwendet.

Tabelle 2.6: PCR-Programm zur Amplifizierung der Inserts

Stufe  Schritt Temperatur  Zeit

1 Denaturierung 95°C 5 min

2 Denaturierung 95°C 45 s

3 Annealing 55°C 1 min

4 Elongation 70°C 3 min
Schritte 2-4 30x

5 Elongation 70°C 10 min

6 4°C 00

Nach erfolgter Amplifizierung wurde die DNA der AdR mittels Agarose-Gelelektro-

phorese von weiteren DNA-Fragmenten getrennt, aus dem Gel extrahiert und gereinigt.

2.2.3 Restriktionsverdau

Zur Ligation des Inserts in den entsprechenden Vektor wurden beide Komponenten
fiir zwei Stunden mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und HindIIl verdaut und
durch Agarose-Gelelektrophorese von weiteren Fragmenten getrennt, extrahiert und ge-
reinigt. Die Konzentrationsbestimmung beider Komponenten erfolgte durch Agarose-

Gelelektrophorese.
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2.2.4 Ligation

Die Ligation des jeweiligen Inserts in die Expressionsvektoren pCWori™ und pET17b
wurde mit einem Vektor zu Insert Verhéltnis von 1:3 durchgefiihrt. Bei allen Ansét-
zen betrug die maximale DNA-Masse 100 pug. Fiir die Ligation wurde die T4-Ligase
eingesetzt.

Um den Erfolg der Ligation zu priifen, wurden die Proben dialysiert und anschlie-
fsend in TOP10F’ Zellen transformiert, ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
Vorhandene Kolonien wurden durch Kolonie-PCR auf Anwesenheit des vollstandigen

Expressionsplasmids iiberpriift.

2.2.5 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR ermdoglicht es, bereits durch Einsatz einer Kolonie den Erfolg der Li-
gation zu priifen. Hierzu wurden Klone gepickt und in 15 pl dH,O aufgenommen. Fiir
die PCR wurden je 10 pl aus dem Mastermix, in Tabelle 2.7 beschrieben, hinzu gegeben.

Das verwendete PCR-Programm entspricht Tabelle 2.6.

Tabelle 2.7: Probenzusammensetzung

Komponenten Menge
Primer vorwérts 10 pmol
Primer zuriick 10 pmol
dNTPs 5 mM
ddH>O ad 10 ul

Taq DNA Polymerase 1 U

Anhand der Agarose-Gelelektrophorese konnten die Inserts nachgewiesen werden. Po-

sitive Klone wurden in Fliissigkulturen vermehrt und die Plasmide isoliert.

2.2.6 DNA Extraktion und Konzentrationsbestimmung

Die Isolierung der Plasmide aus den Bakterienzellen erfolgte mittels des Nucleobond®
midi plasmid preparation Kits (Macherey-Nagel), wihrend fiir die Extraktion der DNA

aus Agarosegelen das NucleoSpin Extract Kit (Macherey-Nagel) verwendet wurde.
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Die Konzentrationsbestimmung der isolierten DNA erfolgte anschliefend am Doppel-
strahl-Spektralphotometer (UV2101PC) der Firma Shimadzu bei einer Wellenldnge von

260 nm. Dabei entspricht die Absorption von 1 einer DNA-Konzentration von 50 ug.

2.2.7 Sequenzierung

Zur Verifizierung der gewiinschten Mutationen wurden die DNA-Proben von der Firma

Eurofins MWG GmbH (Ebersberg, Deutschland) sequenziert.

2.2.8 Herstellung kompetenter Zellen und Transformation der

Plasmid-DNA

Die Herstellung sowohl der elektro- als auch der chemisch-kompetenten E. coli Zellen,

sowie die Transformation von Plasmiden erfolgte nach dem Protokoll von Sambrock

(Sambrook & Russel, 2001).

2.2.9 DNA-Analyse mittels Agarosegel-Elektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Analyse der Restriktionsverdauungen, zur Ex-
traktion von DNA-Fragmenten und zur Priifung von PCR-Versuchen, nach Sambrook

durchgefiihrt (Sambrook & Russel, 2001).

2.3 Heterologe Proteinexpression und Reinigung

2.3.1 Expression und Reinigung der Adrenodoxin-Reduktasen

Fiir die Expression der AdR wurde eine LB-Vorkultur mit frisch transformierten F.
coli JM109 bzw. C43(DE3) Zellen angeimpft. Die Vorkultur wurde tiber Nacht ange-
zogen (37°C, 16 h und 180 UpM) und am Folgetag verwendet, um die Hauptkultur
anzuimpfen. Alle Hauptkulturen wurden bis zu einer ODggg = 0,5 angezogen und die
heterologe Expression anschliefend mit IPTG-Zugabe (1 mM) gestartet. Bei Einsatz des
Chaperonplasmids pGrol2 wurde Arabinose mit einer Endkonzentration von 2 mg/ml

zur Induzierung hinzugegeben. Die Vor- und die Hauptkulturen wurden mit Ampicillin
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(100 pg/ml) und gegebenenfalls mit Kanamycin (35 pg/ml) versehen. Die Expression
der AdR erfolgte fir 70 Stunden bei einer Temperatur von 25°C und 110 UpM. Die
Zellen wurden geerntet (4°C, 15 min, 4500 UpM) und bis zur Weiterverarbeitung bei
-20°C gelagert.

Zur Reinigung der AdR wurden 2 Pellets (ca. 10 g Frischgewicht) nach dem Auftauen
in 100 ml Lysepuffer (10 mM KPP, pH 7,4, 1 mM EDTA) aufgenommen und mit PMSF
(1 mM) versetzt. Die Lyse erfolgte entweder durch Ultraschallbehandlung oder enzy-
matisch. Fiir die Ultraschallbehandlung wurde der Ultraschall-Desintegrator (USD 30,

2/8 Zoll Sonotrode, Fa. Emich) mit folgendem Programm (Tabelle 2.8) verwendet:

Tabelle 2.8: Ultraschall (USD 30)

Sondentyp 1

Amplitude 50 Hz

Gesamtdauer 20 min

Puls 30s

Ratio 1 (30 s Beschallung, 30 s Pause)
Temperatur 10°C

Riihrgeschwindigkeit 200 UpM

Vorriihrzeit 0 min

Der enzymatische Aufschluss wurde durch die Zugabe des Lysozyms (50 pg/ml) ge-
startet. Nach 10-miniitigem Riihren bei Raumtemperatur wurde solange tropfenweise
Natriumdesoxycholat (2-3 Spatelspitzen in 2 ml Puffer) hinzugegeben, bis eine viskose
Losung entstand. Nach weiterem 10-miniitigen Rithren wurde DNAse (2 mg/ml H,0)
hinzugegeben und solange geriihrt, bis die Losung wieder im diinnfliissigen, homogenen
Zustand vorlag. Die Suspension wurde anschliefend bei 35000 UpM fiir 30 min in der
Ultrazentrifuge abzentrifugiert. Die Proteine im Uberstand wurden anschliekend zwei
Ammoniumsulfatfallungen unterzogen. Wéhrend beider Fallungen wurde der pH-Wert
kontrolliert und durch Zugabe von KOH auf pH 7,4 eingestellt.

Die erste 30 %ige-Fallung erfolgte durch Zugabe des Salzes mit einer Endkonzen-
tration von 176 g Ammoniumsulfat/l, gefolgt von einem Zentrifugationsschritt (4°C,
18000 UpM, 20 min). Der Uberstand wurde einer zweiten 60 %igen-Fillung durch Zu-

gabe von 198 g Ammoniumsulfat/1 unterzogen. Der zweite Zentrifugationsschritt wurde

43



2 Material und Methoden

fiir 30 min bei 4°C und 35000 UpM durchgefiihrt.

Der Uberstand wurde verworfen und das erhaltene Pellet in 30 ml Dialysepuffer
(50 mM KPP, pH 7,4, 0,1 mM DTE, 0,1 mM EDTA, 1 uM FAD) aufgenommen, 15 min
geriihrt und gegen den Dialysepuffer fiir 36 Stunden dialysiert, um das Ammoniumsulfat
vollstéandig zu entfernen. Der Pufferwechsel fand jeweils nach 4 h, 18 h und 24 h statt.
Die Losung wurde in der Ultrazentrifuge bei 4°C und 35000 UpM fiir 30 min abzentrifu-
giert, anschliefend auf die mit Laufpuffer (50 mM KPP, pH 7,4, 0,1 mM DTE, 0,1 mM
EDTA) &quilibrierte Adx-Sepharose-Saule aufgetragen (Flussrate 0,5 ml/min) und
mit 30 ml Laufpuffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit dem Elutionspuffer (50 mM
KPP, pH 74, 0,1 mM DTE, 0,1 mM EDTA, 0,7 M KCI; 2 ml/Fraktion). Die gelben
Fraktionen wurden vereinigt, eingeengt und die Konzentration bestimmt. Zuséatzlich
wurde der Reinheitsgrad (Q-Wert) durch den Koeffizienten Agzonm/Adsonm ermittelt.
Der Q-Wert lag im Bereich zwischen 7,6 und 8,0.

2.3.2 Expression und Reinigung des ’N?H-AdxWT, sowie des
PN2H-Adx(4-108)1

Die Expression der deuterierten und °N-markierten Adx-Formen wurden im Expres-
sionsvektor pKKHC im FE. coli Stamm BL21 durchgefiihrt. Die Zellen wurden im M9
Medium, welches '’NH,;C1 und D3-Gylcerol fiir AdxWT bzw. D3-Acetate fiir Adx(4-108)
enthielt, angezogen.

Wihrend der Expression wurde der D,O-Gehalt in mehreren Schritten von 0% sukzes-
sive auf 50 %, 80 %, 93 % und auf 99 % gesteigert. Die Reinigung erfolgte nach (Schiffler
et al., 2004).

Protein mit einem Reinheitsgrad (A41s nm/A276 nm) von iiber 0,9 wurde isoliert und die
Konzentration unter Verwendung des Extinktionskoeffizienten 9,8 mM~tem ™! ermittelt.
Die Ausbeute fiir den N?H-AdxWT lag bei 1,4 mg/l, wihrend die Ausbeute fiir den
1N2H-Adx(4-108) bei 2 - 3 mg/1 E. coli Kultur lag.

'Ein grofier Dank geht an Herrn Wolfgang Reinle fiir die Expression und Reinigung der deuterierten

und markierten Adx-Formen.
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2.3.3 Einschlusskorper

Bakterielle Einschlusskorper entstehen durch Akkumulation von fehlerhaften und/oder
unvollstédndig gefalteten Proteinen wihrend der heterologen Expression. Ob Proteine tat-
séchlich in Einschlusskorper aggregieren, kann mit einem Test iiberpriift werden. Hierbei
werden zunéchst 16sliche, dann membranassoziierte und -integrierte Proteine abgetrennt.
Die unléslichen Proteine werden anschliefend in einer 8 M harnstofthaltigen Pufferlosung
denaturiert und konnen nachgewiesen werden.

Fiir den Nachweis von Einschlusskorpern wurde nach der Expression das Pellet zu-
néchst in Lysepuffer I (50 mM Tris, pH 8,0, 1 mM EDTA, 0,1 M NaCl) aufgenommen
und anschlieflend nach PMSF-Zugabe (1 mM) aufgeschlossen. Die Zentrifugation erfolg-
te bei 4°C und 30000 UpM fiir 30 min. In diesem Schritt werden die 16slichen Proteine
von den membranassoziierten und -integrierten, wie auch evtl. vorhandenen Einschluss-
korpern abgetrennt. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde im zweiten
Schritt in Lysepuffer 1T (50 mM Tris, pH 8,0, 20 mM EDTA, 0,1 M NaCl, 0,5 % (v/v)
Triton-X-100) aufgenommen und nach fiinf-mintitigem Riihren bei Raumtemperatur er-
neut zentrifugiert (15 min, 7000 UpM). Auf diese Weise kénnen membranassoziierte
bzw. -integrierte Proteine solubilisiert werden. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet zweimal mit dH,O gewaschen. Das Pellet wurde nachfolgend in 40 ml Solubili-
sierungspuffer I (50 mM Tris, pH 8,0, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 8 M Harnstoff)
resuspendiert und eine Stunde auf Eis geriihrt. 20 ml dieser Losung wurden mit 20 ml
Solubilisierungspuffer I (50 mM KPP, pH 8,0, 1 mM EDTA 8,0, 50 mM NaCl) ver-
setzt und erneut geriihrt (Raumtemperatur, 30 min). In Harnstoff solubilisiertes Protein
wurde im letzten Schritt abzentrifugiert (15 min, 5000 UpM) und mittels SDS-PAGE

nachgewiesen.

2.3.4 Expressionsoptimierung durch IPTG-Screening der
AdR-Mutanten

Zur Steigerung der Expressionsraten wurde ein IPTG-Screening durchgefiihrt. Hierzu
erfolgte eine Kotransformation der Expressionsplasmide fiir die verschiedenen AdR-

Mutanten mit dem Expressionsplasmid pGrol2 fiir das Chaperonsystem GroES/EL,
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die Plasmide wurden mittels chemischer Transformation in die Zellen eingebracht. Nach
16-stiindiger Inkubation (37°C, 180 UpM) wurden 10 pl der Kultur entnommen und
1:1 Million in LB-Medium verdiinnt. Der erste Schritt des Screenings umfasste das Aus-
plattieren von 50 ul der verdiinnten Losung auf LB-Platten. Diese enthielten IPTG-
Konzentrationen von 0,25, 0,5 oder 1,0 mM. Es folgte eine Inkubationszeit von 24 Stun-
den bei 37°C. Auf den Platten wurden unterschiedlich grofe Kolonien beobachtet, deren
Grofe zwischen 0,5 mm und 4 mm variierte. Der zweite Schritt des Screenings umfass-
te das Uberfiihren der kleinen Kolonien auf Ampicillin (100 pg/ml) und Kanamycin
(35 pg/ml) haltige LB-Platten, welche dann fiir etwa 8-10 Stunden bei 37°C inkubiert
wurden. Es konnte an dieser Stelle immer beobachtet werden, dass nur etwa die Halfte
der iiberfiihrten Kolonien beide Plasmide enthielten. Um eine héhere Expressionsrate zu
erzielen, wurde das vollstdndige Screening mit einer Kolonie der LB-Amp/Kan-Platte
wiederholt. Die erhaltenen Kolonien wurden fiir weitere Expressionen eingesetzt. Das
IPTG-Screening wurde fiir den AARWT, die fiinf AdR-Einfachmutanten und fiir die
zwei AdR-Mehrfachmutanten durchgefiihrt.

2.4 Biochemische und biophysikalische Methoden

2.4.1 UV /Vis-Spektroskopie

Die Konzentration der Proteine wurde mittels der UV /Vis-Spektroskopie ermittelt.
Hierzu wurden fiir die jeweiligen Proteine entsprechende Wellenldngenbereiche ge-
wahlt. Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur am Shimadzu Doppelstrahl-
Spektralphotometer (UV2101PC) durchgefiihrt.

Zur Konzentrationsbestimmung des AARWT und der Mutanten wurden UV /Vis-
Spektren in einem Wellenléngenbereich zwischen 250 - 550 nm aufgenommen. Unter
Anwendung des Lambert-Beer-Gesetzes konnte die AdR-Konzentration bestimmt wer-
den. Der molare Extinktionkoeffizient betrigt ¢ = 11,3 mM'cm™!. Die Bestimmung des
Reinheitsgrades (Q-Wert) ergab sich aus dem Koeffizienten Extorg nm/Extsso nm. Werte

im Bereich von 7,6 - 8,0 weisen auf eine sehr reine AdR-Losung hin.

46



2 Material und Methoden

2.4.2 Circulardichroismus-Spektroskopie

Die Methode der Circulardichroismus-Spektoskopie (CD-Spektroskopie) wird in der Bio-
chemie insbesondere zur Aufklarung von Sekundérstrukturen angewendet (Pingoud &
Urbanke, 1997). Dabei kénnen durch Messungen im fernen UV (190 - 260 nm), nahen
UV (250 - 320 nm) und sichtbaren Bereich (320 - 650 nm) neben Informationen iiber
die Sekundéarstruktur auch welche {iber die Zusammensetzung eines Proteins erhalten
werden. Somit ist jedes erhaltene CD-Spektrum eine Art Fingerabdruck fiir ein Protein.

FAD ist ein optisch aktiver Chromophor. Wenn linear polarisiertes Licht eine optisch
aktive Probe durchlduft, kann es sein, dass die Extinktionskoeffizienten fiir das links-
bzw. rechts-zirkular polarisierte Licht unterschiedlich ausfallen. Aus der entstehenden
Differenz Ae=e-€g ergibt sich die Elliptizitat © (Lottspeich, 1998). Mittels dieser ermit-
telten Elliptizitat in Abhéangigkeit zur Wellenldnge wird ein CD-Spektrum aufgezeichnet,
welches fiir jedes Protein unterschiedlich ist. Da die optische Rotation entweder links-
bzw. rechts-drehend ist, kommt es zu negativen bzw. positiven Cotton-Effekten.

Die CD-Spektroskopie wurde angewendet, um Informationen tiber die Umgebung des
FADs in der AdR zu erfahren. Sollte sich die eingefithrte Mutation auf die FAD-
Umgebung auswirken, wiirde man dies direkt im CD-Spektrum beobachten.

Fiir die CD-Messungen wurden der ARWT und alle Mutanten in 50 mM HEPES (pH
7,4), versetzt mit 0,05 % Tween 20, aufgenommen. Die eingesetzte Proteinendkonzentra-
tion betrug in allen Fallen 20 pM. Die Messungen umfassten den Wellenldngenbereich
von 250 und 650 nm und beinhalteten somit sowohl den nahen UV und den sichtbaren
Bereich. Es wurden fiir jede AdR-Form vier Proben in einer 1 cm dicken Quarzkiivette
vermessen.

Die CD-Messungen wurden mit einem Jasco 715 Spektropolarimeter durchgefiihrt. Die
Probenkammer wurde wéhrend der gesamten Messung mit Stickstoff (3 1/min) gespiilt.

Die Auswertung erfolgte mittels SigmaPlot9.0.

2.4.3 Thermische Denaturierung

Zur Bestimmung der thermischen Stabilitdt erfolgten temperaturabhéangige CD-

Messungen. Die Proteinkonzentration betrug fiir alle AdR-Formen 10 pM. Bei einer
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Wellenldnge von 264 nm (groftes CD-Signal) wurde in einem Bereich zwischen 20°C und
70°C und einer Temperaturzunahme von 1°C/min die thermische Stabilitdt betrachtet.
Die Ermittlung der Entfaltungstemperatur erfolgte aus den erhaltenen Spektren mit

einem nichtlinearen Regressionsprogramm mittels SigmaPlot9.0 (Privalov, 1979).

2.4.4 Bestimmung des FAD-Gehaltes in den AdR-Formen

Die quantitative Bestimmung des FAD-Gehaltes des AARWT und der AdR-Mutanten
erfolgte UV /Vis-spektroskopisch. Proteinlésungen wurden in 10 mM Kaliumphosphat-
puffer (pH 7,4) vorbereitet und deren UV /Vis-Spektren aufgezeichnet. Nach einer 10-
miniitigen Inkubation bei 100°C wurden die Losungen auf Eis abgekiihlt und fiir weitere
10 min bei 4°C und 10000 UpM abzentrifugiert. Der Uberstand wurde iiberfiihrt und
die UV /Vis-Spektren erneut aufgenommen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration
und des freien FADs in Losung erfolgte anhand des Lambert-Beer-Gesetzes. Die daraus
erhaltenen Stoffmengen fiir die Proteine und des freien FADs wurden zueinander ins Ver-
héltnis gesetzt. Der molare Extinktionskoeffizient fiir die Bestimmung der Proteinkon-
zentration und der freien FAD-Losung betriagt ess0 — 11,3 mM~tem™!. Alle Messungen
wurden am Shimadzu Doppelstrahl-Spektralphotometer (UV2101PC) im Bereich von

250 - 550 nm aufgenommen.

2.4.5 Reduktionsfahigkeit der AdR-Formen

Die Fahigkeit der erzeugten AdR-Mutanten, Elektronen auf den AdxW'T zu iibertragen,
wurde in einem System aus Adx (50 uM) und AdR (5 gM) in 50 mM KPP (pH 7,4) bei
Raumtemperatur untersucht. Es wurden zunéchst Spektren der Proben im oxidierten Zu-
stand im Bereich 200 und 700 nm an einem Shimadzu Doppelstrahl-Spektralphotometer
(UV2101PC) aufgenommen. Die Reduktion wurde durch Zugabe von 50 uM NADPH

gestartet und das reduzierte Adx-Spektrum aufgenommen.

2.4.6 Cytochrom c-Test

Die Aktivitdtsbestimmung des AARWT und der acht AdR-Mutanten erfolgte mit dem

artifiziellen Elektronenakzeptor Cytochrom c. Dieses nicht-physiologische System diente
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zur Priifung, ob die Mutationen die Aktivitdt in den AdR-Formen beeintréichtigen.

Die Aktivitatsbestimmung erfolgte hierzu in 50 mM KPP (pH 7,4). Die zeitliche
Extinktionsédnderung bei 550 nm wurde nach Zugabe von NADPH (200 pM) verfolgt
und die Aktivitdt der AdR mittels des molaren Extinktionskoeffizienten, der fiir Cy-
tochrom ¢ 20 mM~tem™! betrigt, ermittelt. Die Proben setzten sich aus 200 uM Cy-
tochrom ¢, 1 uM Adx (AdxWT bzw. Adx(4-108)) und AdR mit Endkonzentrationen
zwischen 0,05 und 1 gM zusammen. Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur am

Shimadzu Doppelstrahl-Spektralphotometer (UV2101PC) durchgefiihrt.

2.4.7 Optische Biosensor Messungen der Wechselwirkung

zwischen AdR und Adx

Mit der Methode der Oberflachenplasmonresonanz (Surface Plasmon Resonance, SPR)
wurde die Komplexbildung des AARWT und der AdR-Mutanten an AdxWT und Adx(4-
108) an einem Biacore 3000 System unter Verwendung eines CMb5-Chips untersucht.
Die Oberfliche des Chips besteht aus einer carboxylierten Dextranoberfliche, deren
Carboxylgruppen durch eine Kombination aus 0,2 M N-ethyl-N’-dimethylaminopropyl-
carbodiimid (EDC) und 0,05 M N-hydroxysuccinimid (NHS) aktiviert wurden. Fir die
Untersuchungen wurden entweder AdxWT oder Adx(4-108) solange kovalent auf den
Chip gekoppelt, bis etwa 300 Resonanzeinheiten (RU) erreicht wurden (Zollner et al.,
2002, 2004). Das Blockieren der freien Estergruppen erfolgte mit einer 1 M Ethanol-
aminhydrochlorid-Loésung.

Die Analyten (AdRWT und die AdR-Mutanten) wurden mit einer Konzentration von
500 nM in Biacore HBS-EP Puffer (0,01 M HEPES Puffer, pH 7,4, 0,15 M NaCl, 3 mM
EDTA, 0,005% Surfactant P20) angesetzt und ihre Bindung an den AdxWT bzw. Adx(4-
108) gemessen. Die Assoziation der jeweiligen AdR-Form wurde 8 mal wiederholt. Zwi-
schen den Messungen erfolgte die Dissoziation der AdR durch Injektion von 10 ul NaOH
Losung (2 mM).

Alle resultierenden Sensorgramme wurden zur Ermittlung der Kp-Werte mit der Bia-
core Software 4.1, mit der Annahme, dass die AdR:Adx Wechselwirkung einem 1:1-

Bindungsmodel entspricht, ausgewertet.
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2.4.8 In vitro-Rekonstitutions-Test

Der Aktivitatstest diente zur Untersuchung, ob es aufgrund der eingefithrten Mutatio-
nen in die AdR zu einer Beeintrichtigung des Substratumsatzes kommt. Die Uberprii-
fung erfolgte mit einem in vitro-Enzym-Test nach Sugano (Sugano et al., 1996) der
geringfiigig modifiziert wurde. Dieser Test beinhaltet die Komponenten AdR (1 puM),
Adx (1 pM) und CYP11A1 (1 uM). Es wurden der ARWT und alle AdR-Mutanten
kombiniert mit dem AdxWT und Adx(4-108) vermessen. Alle Komponenten wurden in
HEPES-Puffer (50 mM, pH 7,4) aufgenommen, welcher zusétzlich mit 0,05 % Tween 20
versetzt war. Wahrend der Reaktion wird der Elektronendonor NADPH verbraucht.
Um diesen limitierenden Faktor ausschliefen zu kénnen, wurde dem Reaktionsansatz
ein NADPH-regenerierendes System zugefiigt, welches aus MgCly (1 uM), Glucose-6-
Phosphat (5 M) und Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (1 U) bestand. Als Substrat
wurde 7-Dehydrocholesterol (200 pM) eingesetzt (Slominski et al., 2004).

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 uM NADPH gestartet und nach 10 min
durch Zugabe von 400 ul Chloroform gestoppt. Cholecalciferol (100 xM) diente als in-
terner Standard und wurde zum Versuchsansatz hinzugefiigt. Der Ansatz wurde fiir
20 s gevortext und anschliefend zentrifugiert (8 min, 8000 UpM). Die Chloroformphase
wurde in ein zweites Reaktionsgefafs iberfiithrt. Zur vollstandigen Extraktion der Steroi-
de wurde in einem weiteren Durchgang Chloroform zum Versuchsansatz pipettiert und
die Extraktion wiederholt. Die vereinigten Chloroformphasen wurden fiir eine Stunde
im Vakuumverdampfer (Univapo 100H, RS Laborgerite) abgedampft und die Steroide
wurden in 200 pl Acetonitril resuspendiert. 50 pl wurden auf einem Jasco Reverse Phase
HPLC System der LC900 Serie mit einer 4/125 mm Nucleodur 100-3 C18 RP Saule
(Macherey-Nagel) bei einer Sdulentemperatur von 40°C getrennt. Als Vorsdule wurde
eine CC84 Nucleodur 100-3 C18 ec Saule (Macherey-Nagel) verwendet. Die Proben wur-
den bei einer Wellenlénge von 280 nm analysiert. Die Elution der Steroide erfolgte mit
einem Gemisch aus Acetonitril:Isopropanol (30:1). Die Produktquantifizierung erfolgte
iiber den Vergleich der Peakflachen des Produkts und des Standards unter Verwendung

der JASCO Borwin Software und wurde mittels SigmaPlot9.0 ermittelt.
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2.4.9 Quantitative Bestimmung von Thiol-Gruppen
Thiol-Gruppen Bestimmung mittels Thiol and Sulfide Quantitation Kit

Die Thiol-Quantifizierung wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Fiir die
Bestimmung stand das Thiol and Sulfide Quantitation Kit (T-6060) (Molecular Probes)

zur Verfligung.

Thiol-Gruppen Bestimmung mittels 5,5-Dithiobis-(2-nitrobenzoesiure)

(DTNB)

Zur photometrischen Bestimmung der exponierten Cysteine in AdR wurden die AdR-
Formen in nativer und in denaturierter Form vermessen. Aus dem Verhiltnis dieser
beiden Formen sollte die Zahl der exponierten Cysteine erhalten werden. Hierzu wurden
je zwei Testansétze vorbereitet.

Testansatz 1: Probenpuffer A (100 mM Tris-HCI, pH 8,0) + 30 ul DTNB (10 mM)
Testansatz 2: Probenpuffer B (100 mM Tris-HCI, pH 8,0, 8 M Harnstoff) + 30 ul DTNB
(10 mM)

Die Referenzprobe enthielt 100 g Protein in Probenpuffer A. Auferdem wurden je zwei
Leerwerte aufgenommen. Leerwert 1 enthielt Probenpuffer A bzw. B und 30 ul DTNB,
wahrend Leerwert 2 nur Probenpuffer A bzw. B enthielt.

Es wurde zunéchst fiir alle Testansidtze und Leerwerte die Absorption bei 412 nm
ermittelt. Die Reaktion wurde anschliefend durch Zugabe von 100 ug Proteinlésung ge-
startet. Die harnstoffhaltigen Losungen wurden zusétzlich weitere 15 min inkubiert. Aus
den ermittelten Absorptionswerten konnte die Extinktionsdifferenz § 41y nach folgender

Gleichung berechnet werden:

5E410 = (ETl - ELWl) - (ET2 - ELW2> (21)

In dieser Gleichung beschreiben 0 Fy1g die Extinktionsdifferenz, E7 bzw. Ep; die Ex-
tinktionswerte des Testansatzes T1 bzw. T2 und Eryq bzw. Eryo die Extinktionswerte

der Leerwerte LW1 und LW2.

Die Konzentration freier Cysteine ergibt sich nach Gleichung:

d0E 410
€ - d

[SH] = (2.2)
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Mit e = Extinktionskoeffizient von Thionitrobenzoat-Anionen (13,6 mM~'cm™!) und
d = 0,2 cm (Schichtdicke der Quarzkiivette).

Die Bestimmung der exponierten Cysteine erfolgte aus dem Verhéltnis der ermittelten
Extinktionen der Testansédtze 1 und 2, in denen das Protein entweder im nativen bzw.

denaturierten Zustand vorlag.

2.4.10 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch diskontinu-
ierliche SDS-PAGE nach Sambrook (Sambrook & Russel, 2001). Die Auftrennung der
Proben erfolgte in einem 15 %tigen SDS-Gel bei 120 V. Die Gele wurden im Geltrockner
(Geldryer model583, Bio-Rad) getrocknet.

2.5 NMR-Untersuchungen

2.5.1 Ln-CLaNP-5 Vorbereitung

Die Ligation der Lanthanoide Lutetium (Lu), Thulium (Tm) und Gadolinium
(Gd) in 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,7-|di-(N-oxido-pyridin-2-yl)methyl|-4,10-Bis(2-
(acetylamino)ethylmethansulfonothioat) (CLaNP-5) erfolgte bei Raumtemperatur. Hier-
zu wurden zunéchst Lu(OAc)s (5,2 mg, 12 pmol), Tm(OAc); (9,2 mg, 21 umol),
Gd(OAc)s (13,5 mg, 32 umol) in N,N-dimethylformamid gelést und danach 0,9 Aquiva-
lente CLaNP-5 (0,6 M) zugegeben. Die Proben wurden eine Stunde bei Raumtemperatur
geriihrt und anschliefend die Aufnahme der Lanthanoide per LC-MS (0.1% Trifluoressig-
sdure) mit einem 10-90% Acetonitril Gradient auf einer analytischen Saule-C18; [M+H]|+
949 m/z) gepriift. Die Endkonzentrationen betrugen 55 uM fiir Lu-CLaNP-5, 89 uM fiir
Tm-CLaNP-5 und 55 pM fiir Gd-CLaNP-5.

2.5.2 Kopplung der Ln-CLaNP-5 an AdR

0,2 mM (6 mg) Protein wurde mit DTT (5 mM) zur Reduktion der SH-Gruppen ver-
setzt. Die Proben wurden eine Stunde auf Eis inkubiert und zur Entfernung des DTT

sowie der Aggregate iiber eine Superdex-200-Séule (20 mM NaPP, pH 7,4, 0,1 M NaCl)
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mit einer Fliefsigeschwindigkeit von 0,5 ml/min gereinigt. Die AdR-Monomere enthal-
tenden Fraktionen (3-4 ml) wurden gesammelt und mit Puffer (20 mM NaPP, pH 74,
0,1 M NaCl) auf maximal 6 ml verdiinnt, um Aggregation bei Ln-CLaNP-5-Zugabe
zu vermeiden. Die Zugabe der Ln-CLaNP-5 zur AdR erfolgte im Stoffmengenverhélt-
nis 3:1. Nach einstiindiger Inkubation wurde die Losung eingeengt und erneut iiber die
Superdex-200-Séule aufgereinigt, um sowohl {iberschiissiges Ln-CLaNP-5, als auch Di-
mere, zu entfernen. Fraktionen mit markiertem AdR wurden gesammelt und eingeengt.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels UV /Vis-Spektroskopie.

2.5.3 NMR-Messungen

Die NMR-Proben enthielten jeweils 20 - 50 yM N?H-Adx(4-108) bzw. N?H-AdxWT
mit 1,2 Aquivalenten der AdR-Spezies, markiert mit Ln-CLaNP-5. Die Proteine lagen in
20 mM NaPP (pH 7,4) mit 0,1 M NaCl und 6 % D,O (v/v) vor. Die NMR-Proben wur-
den fiir die Messungen in ein Shigemi-Réhrchen iiberfiihrt. ['°N,*H]-TROSY Messungen
(Pervushin et al., 1997) wurden am Bruker Avance DMX 600 Spektrometer ausgestattet
mit einer TCI-Z-GRAD Cryoprobe bei 285 K fiir 24 Stunden durchgefiihrt.

2.5.4 Prozessierung und Auswertung der NMR Daten

Die erhaltenen Daten wurden unter Anwendung des Programms Azara
(www.bio.cam.ac.uk/azara) prozessiert und mit dem Programm Ansig for Win-
dows analysiert (Helgstrand et al., 2000). Die Zuordnung der Resonanzen erfolgte

basierend auf bereits bekannten Daten (Xu et al., 2006).

2.5.5 Chemische Verschiebung

Die auftretende chemische Verschiebungsianderung (Adg,,) der Resonanzsignale wird an-

hand der folgenden Formel berechnet (Grzesiek et al., 1996):

(2.3)

2 2
A5 \/(A(SN/E)) + AGH

avg — 9
Dabei wird die chemische Verschiebung, ausgelést durch Wechselwirkung mit dem Re-

aktionspartner, oder durch paramagnetischen Einfluss, ermittelt. AN und AdH stellen
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die chemische Verschiebungsinderung fiir die >N- und 'H-Kerne der Amidgruppen des

Proteinriickgrads dar.

2.5.6 Bestimmung der Chemischen-Verschiebungsinderung

Fiir die Bestimmung der Chemischen-Verschiebungsédnderung (CSP) zwischen Adx(4-
108) und AARWT wurde zunéichst das [*N,'H]-TROSY-Spektrum des "N?H-Adx(4-
108) (50 nmol) aufgenommen. Die Zugabe von 0,3, 0,6, 0,9 und 1,2 Aquivalenten des
AdRWT fiihrte sukzessive zu Verschiebungen der Resonanzsignale des N?H-Adx(4-
108), die mit Gleichung 2.3 ermittelt wurde.

Die NMR-Spektren fiir die CSP-Untersuchungen und die Bestimmung der CSP des
1°N?H-Adx(4-108) wurden zuvor von Herrn Dr. Peter H.J. Keizers, aus der Arbeitsgrup-
pe von Herrn Prof. Dr. Marcellus Ubbink durchgefiihrt.

Fiir die Bestimmungen der CSPs des "»N-markierten AdxWT wurde dessen [*°N,'H]-
TROSY Spektrum aufgenommen. Anschliefsend wurde die AdR_B-Mutante gekoppelt
mit Lu-CLaNP-5 im Verhéltnis 1:1,1 hinzugeben und das Spektrum erneut aufgenom-
men. Die mit dem Diamagneten gekoppelte AdR_B-Mutante entspricht dem AdRW'T,
da das Lutetium keinen Effekt auf das >N2H-AdxWT ausiibt. Die CSPs wurden mit der
Gleichung 2.3 berechnet.

2.5.7 Bestimmung der Pseudokontaktverschiebung

Um Pseudokontaktverschiebungen (PCS) bestimmen zu koénnen, wurde zunéchst Lu-
CLaNP-5 an die AdR gekoppelt und in Wechselwirkung mit *N-markiertem Adx ge-
messen. Das diamagnetische Luthetium diente als Referenz, um die durch den Para-
magneten auftretende Verschiebungen zu ermitteln. Die beobachteten Verschiebungen
entstehen erst durch die Wechselwirkung des paramagnetischen Lanthanoids gekoppelt
an die AdR mit den Amiden des Riickgrats des ?N-markierten Adx. Hierzu wurde Tm-
CLaNP-5 an AdR gekoppelt und ebenfalls vermessen. Gemessene PCS stehen im direkten
Zusammenhang mit der Wechselwirkung zwischen Paramagneten und der Amidgrup-
pen und kénnen im Folgenden fiir die Bestimmung der X-Tensoren (paramagnetischer

Suszeptibilitéts-Tensor) verwendet werden.
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Die Grofke der PCSs ist von der Distanz zwischen Kernspin und dem Paramagneten

abhéngig und kann mit der folgenden Gleichung beschrieben werden.

. 1 2 i § 102
PCS = 573 [Ax,.(3cos®© — 1) + QAXTh(sm © cos 2Q)] (24)

In dieser Gleichung beschreiben r, ©, 2 die Polarkoordinaten des Kerns hinsichtlich
der Achsen des X-Tensors. Ay, und Ax , beschreiben die axiale und rhombische Kom-
ponente des X-Tensors.

Um die Komponenten des X-Tensors ermitteln zu konnen wurde die Kristallstruktur
des AdR-Adx-Komplexes der PDB (1E6E) entnommen. Die Positionen der Lanthanoide
wurden mittels des Programms X-PLOR-NIH Version 2.9.9 (Schwieters et al., 2003) und
des XPCS Energieterms fiir PCS, optimiert (Banci et al., 2004).

Die Position des Lanthanoids und die Ausgangsgrofse des X-Tensors des Tm-CLaNP-5
mit 55,3 - 1073?m? fiir die axiale Komponente und 6,9 - 10732m? fiir die rhombische Kom-
ponente wurden bereits im Vorfeld dieser Arbeit durch Keizers et al. ermittelt (Keizers
et al., 2008). Wahrend der Docking-Berechnungen wurde die Ausrichtung des X-Tensors
iterativ optimiert, wobei die Position des Lanthanoids unverandert blieb.

Die erhaltenen PCS wurden als Einschréinkungen fiir die Docking-Berechnungen der

AdR und Adx in X-PLOR-NIH, sowie fiir den XPCS Energieterm fiir PCSs eingesetzt.

2.5.8 Paramagnetische-Relaxationsverstarkung

Zur Bestimmung der Paramagnetischen-Relaxationsverstirkung (PRE) wurde das Inten-
sitdtsverhltnis (Ipura/lsia) der Amidresonanzen aus den ["’N,'H|-TROSY Spektren der
Lu-CLaNP-5 und Gd-CLaNP-5 gekoppelt an die AdR_ B entnommen. Diese Spektren
dienten zur Ermittlung der paramagnetischen Mitwirkung zur *H T2 Relaxationszeit,

welche mit der nachfolgenden Formel beschrieben werden kann (Vlasie et al., 2008):

]para B R;liaemp(_Rgarat)
Idm - Rgm + R;lzmra

(2.5)

R%ie und RY™ beschreiben die diamagnetische bzw. paramagnetische Mitwirkung zur
transversalen Relaxationsrate und somit die resultierende Resonanzsignalintensitéat. ¢ ist

mit 9 ms die Evolutionszeit der transversalen Relaxation.
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Aus der Linienbreite des Resonanzsignals Av,/, der diamagnetischen Sonde kann Ria
(R4*=nAv ) bestimmt und anschliefend fiir die Berechnung des R5™™ genutzt werden.
Die Linienbreiten fiir die diamagnetische Sonde wurde unter Verwendung des Programms
MestReC (www.mestrec.com) ermittelt.

Fiir die Normierung der Intensitdtswerte wurde die Aminosdure Thr21 ausgewéhlt.
Sie besitzt mit 47 A die grofte Entfernung zum Gadolinium und unterliegt somit nicht
seinem Effekt. Diese Entfernung wurde anhand der vorliegenden Kristallstruktur des
AdR-Adx Komplexes bestimmt (PDB Eintrag: 1EGE).

Die Entfernung (r) vom Gd zu den entsprechenden Amiden kann nun unter Verwendung
der bereits ermittelten R5"“-Werte mit der vereinfachten Solomon und Bloembergen

Gleichung berechnet werden (Solomon & Bloembergen, 1956):

15

47

L po o, Vig?upd (J +1) 37
¢ 2 HZ P AT 4+ ——— 2.6

Mit pp als Vakuumpermeabilitéat, v4 als Gyromagnetisches Verhéltnis des Protons, up
als Bohrsches Magneton, g als elektronischer g-Faktor, J als Quantenzahl (Gd 7/2), .
als Totale Korrelationszeit (mittels des Programms HYDRONMR auf 49,0 ns geschétzt

(de la Torre et al., 2000)) und wy als Larmorfrequenz des Protonspins.

2.5.9 Docking-Berechnungen zwischen AdR und Adx?

Die Berechnungen des Dockings zwischen AdR und Adx(4-108) wurden unter Verwen-
dung des Programms XPLOR-NIH (Schwieters et al., 2003) durchgefiihrt. Die benttigten
Strukturen fiir den AdR-Adx-Komplex (1E6E) und fiir das Adx(4-108) (1AYF) wurden
der Proteindatenbank entnommen.

Desweiteren wurden die experimentell ermittelten Daten der Chemischen-
Verschiebungsénderung ~ (CSP), der  Paramagnetischen-Relaxationsverstarkung
(PRE) und der Pseudokontaktverschiebung (PCS) beriicksichtigt. Fiir die Ein-
rechnungen der PCS wurde zusétzlich das Modul PARArestraints (Banci
et al., 2004) in das Programm XPLOR-NIH eingebunden. Der Produg Server

’Ein groker Dank geht an Herrn Dr. Peter H.J. Keizers fiir die Durchfiihrung der Docking-

Berechnungen.
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(http://davapcl.bioch.dundee.ac.uk/prodrg/) wurde verwendet, um die FAD-Parameter
und dessen Topologie-Daten fiir die Berechnungen zu erzeugen (van Aalten et al., 1996).
Diese wurden ebenfalls fiir die Docking-Berechnungen eingebunden.

CSPs wurden als Kern-Overhauser-Effekt-Typ Einschrankungen behandelt. Fiir die
Berechungen des Dockings wurden im Fall der Chemischen-Verschiebungsdnderungen
nur die Aminosiurereste miteinbezogen, die eine zugingliche Oberfliche von tiber 40 %
aufwiesen. Diese Bestimmung erfolgte mit der Software NACCESS 2.1.1. (Gerstein,
1992). Fiir insgesamt 16 Amidgruppen mit einem CSP iiber 0,03 ppm wurde eine Distanz
von 11 A (-8/+15 A) zu jedem beliebigen Stickstoffatom der AdR erhalten.

Die Ln-ClaNP-5-Molekiile und ihre zugehorigen X-Tensoren wurden durch ein Metall-
ion und einem Achsensystem dargestellt, dessen Richtungen durch Pseudoatome ange-
zeigt werden.

Die Metallionen wurden mit einem Abstand von 8 A von den eingefiigten Cystein Ca-
Atomen in Richtung der Seitenketten platziert. Die z-Achse des X-Tensors zeigte dabei,
wie zuvor beschrieben, urspriinglich weg vom Riickgrat (Keizers et al., 2008).

Die Grofe des X-Tensors von Tm-CLaNP-5 wurde bereits durch vorhergehende Ex-
perimente erhalten und betrigt 55,3 - 10732 m3 fiir die axiale und 6,9 - 10732 m? fiir die
rhombische Komponente (Keizers et al., 2008).

Die energieminimierte Struktur des Komplexes von AdR und Adx wurde, unter Be-
riicksichtigung der Energieterme der CSPs, PREs und PCSs, wie folgt berechnet.

Als Ausgangspunkt fiir die Berechnungen wurde das Adx (1AYF) auf eine zuféllige
Position im Abstand von 60 + 10 A zur AdR gesetzt, mit einer zufilligen Rotation um
15°.

Die Energieminimierung begann mit einer Drehung des X-Tensors, wobei nur der Ener-
gieterm der PCSs eingesetzt wurde. Die Positionen der Proteine und der Lanthanoid-
Ionen blieb unverandert.

Anschlieflend wurden unter Beriicksichtigung aller Einschrdnkungen (CSPs, PCSs,
PREs) die Translationen und Rotationen fiir die Proteine zugelassen, wobei die
Lanthanoid-Ionen und ihre X-Tensoren relativ zum AdR unveréndert blieben.

Die Proteine wurden als starr angesehen und nur das Riickgrat sowie CfS und Cr-

Atome wurden in den Abstosungsfunktionen zur Vermeidung sterischer Uberlagerungen
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beriicksichtigt.

Eine Gesamtzahl von 400 Schritten eingeschréankter Molekulardynamik wurde bei 300
K simuliert, von denen jeder 0.04 ps entsprach. Im Anschluft wurden die X-Tensor-
Ausrichtungen erneut mittels der PCS-Einschrankungen optimiert, wobei wiederrum
die Proteine und die Lanthanoid-Ionen unverdndet blieben.

Ublicherweise wurde fiir einen Lauf der beschriebene Minimierungszyklus 50.000 mal
wiederholt.

Im Falle, dass bei 6 aufeinanderfolgenden Zyklen keine Energieminimierung erreicht
wurde, wurde das Adx mit einer zufalligen Rotation von 15°C auf eine zufallige Position
60 + 10 A entfernt von der AdR gesetzt und die Energieminimierungsberechnungen
wurden fortgesetzt.

Die Strukturen der Komplexe wurden gespeichert und die PCSs und PREs aus ihnen
zuriickgerechnet, wenn die Gesamtenergie einen bestimmten Wert unterschritt. Fiir jede
Annédherung aus einer Startposition wurde nur die Komplexstruktur mit der niedrigsten
Gesamtenergie gespeichert. Die Kraftkonstanten fiir die Abschatzung der CSPs wurden
auf 50 gesetzt, die Kraftkonstanten fiir die PCSs wurde auf 250 eingestellt und die fiir
die PREs auf 100. Diese wurden variiert um &hnliche Beitrdge zur Energie zu erhalten
und es wurde iiberpriift, dass sowohl die PRE- als auch die PCS-Energieterme eine Rolle
spielten beim Erhalt der Strukturen mit den niedrigsten Gesamtenergien.

Die Docking-Berechnungen wurden von Herrn Dr. Peter H.J. Keizers aus der Arbeits-

gruppe von Herrn Prof. Dr. Marcellus Ubbink (Leiden, Niederlande) durchgefiihrt.

2.5.10 Q-Faktor

Der Vergleich zwischen den experimentell ermittelten und berechneten NMR-Parametern
kann durch einen Qualitéts-Faktor (Q-Faktor) beschrieben werden. Dieser ist als das
Verhéltnis der Standardabweichung zwischen den experimentell und den berechneten
Daten auf der einen Seite und dem Effektivwert der experimentell erhaltenen Werte auf
der anderen Seite, definiert (Bashir et al., 2010).

Um die Ubereinstimmung der experimentell erhaltenten PCSs mit den durch die

Docking-Berechnungen erhaltenen PCSs zu bestimmen, wurde die folgenden Formel ver-
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wendet.

2 ARRC(0) = Adpa (i)}

_ 2.7
O\ S sy =0

Dabei beschreiben exp: die experimentell ermittelten PCSs in ppm und sim: den Mit-

telwert der berechneten PCSs in ppm fiir die Aminoséaure i.

2.5.11 DRMS-Berechnung

Um die Strukturen aus den Docking-Berechnungen mit der Kristallstruktur vergleichen
zu konnen wurde die Distanz-Effektivwert-Metrik (DRMS, Distance Root Mean Square)

verwendet. Fiir die Berechnung wurde die folgende Formel verwendet (Kim et al., 2008):

DRMS = NZWW a5 (2.8)

wobei d;; die Distanz zwischen den Ca-Atomen der zwei Reste i und j zwei verschiedener
Proteine beschreibt. N gibt die Zahl der vorhandenen Aminoséurepaare (i, j) an. df]’m
und dffp beschreiben die Distanz-Matrizen der Strukturen aus einer Docking-Berechnung

und der Kristallstruktur.

59



3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit ist es, die Interaktion zwischen den beiden Proteinen AdR und Adx
zu untersuchen. Diese nehmen eine essentielle Rolle in der Steroidhormon-Biosynthese
ein, indem sie Elektronen auf die beteiligten Cytochrom P450 Enzyme iibertragen.

Deshalb soll ihr Interaktionsbereich mittels der paramagnetischen NMR-Spektroskopie,
insbesondere der Methode Transversale Relaxationsoptimierte Spektroskopie (TROSY)
untersucht werden. Die Entwicklung dieser Methode in den letzten Jahren ermoglichte
es, Protein-Komplexe mit einem Molekulargewicht {iber 25 kDa zu untersuchen.

Um erste Informationen iiber den Interaktionsbereich zwischen der AdR und des
Adx zu erhalten, wurden NMR-Messungen des '°N?H-Adx in Ab- und Anwesen-
heit seines Interaktionspartners AdR durchgefiihrt. Die dabei auftretende Chemische-
Verschiebungsédnderung gab erste Informationen iiber den Interaktionsbereich.

Fiir die Bestimmung von weitreichenden Distanzinformationen zwischen der AdR und
dem Adx wurden zundchst AdR-Mutanten hergestellt, die jeweils ein exponiertes Cy-
steinpaar an definierten Positionen auf der AdR-Oberflidche enthalten. Die Cysteinpaare
wurden genutzt, um die CLaNP-5 (Caged Lanthanide NMR Probe-5) anzubringen, in
die entweder das diamagnetische Lanthanoid Lutetium, oder die paramagnetischen Lan-
thanoide Thulium und Gadolinium ligiert wurden. Die unterschiedlichen Effekte der
paramagnetischen Lanthanoide wurden genutzt, um den Interaktionsbereich zwischen
beiden Reaktionspartnern zu untersuchen.

Die AdR enthélt insgesamt fiinf Cysteine, die der Kristallstruktur (PDB Eintrag: 1EGE)
nach teilweise exponiert und teilweise im Proteininnern vorliegen. Keines der exponierten
Cysteine konnte verwendet werden, um die Ln-CLaNP-5 anzubringen, da sie, wie im Fol-
genden naher behandelt wird, entweder nicht die notige Distanz zueinander besitzen oder
ihre Position zueinander ungiinstig ist. Daher sah die Strategie zu Beginn der Arbeit vor,
eine AdR-Fiinffachmutante herzustellen, in der alle Cysteine zu Serin mutiert werden
sollten. Dadurch sollte eine unspezifische Bindung der Ln-CLaNP-5 vermieden werden.
Die Mutation zu Serin erfolgte, um moglichst keine Strukturverdnderung durch Aufhe-

bung oder Neubildung von Wasserstoftbriickenbindungen zu verursachen. Der néchste
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Schritt beinhaltete die Einfiihrung von Cysteinpaaren auf der AdR-Oberflache.

3.1 Herstellung der AdR-Mutanten

3.1.1 Herstellung der AdR-Fiinffachmutante

Die Strategie zu Beginn dieser Arbeit war zunéchst, eine stabile AdR-Fiinffachmutante
(AdR_C10S/C74S/C1455,/C322S/C364S) herzustellen, in der die fiinf Cysteine gegen
Serin ausgetauscht wurden. Die Betrachtung der AdR (PDB Eintrag: 1E6E) ergab, dass
keines der vorhandenen Cysteinpaare verwendet werden konnte, um die NMR-Sonde
Ln-CLaNP-5 anzubringen. Hierzu ist ein Cysteinpaar nétig, in dem die Cysteine eine
Entfernung von 8 £ 2 A zum Lanthanoid und zueinander aufweisen miissen (Keizers
et al., 2008). Die folgende Abbildung zeigt die Cysteine und ausgewéhlte Entfernungen

zueinander.

Abbildung 3.1: Dreidimensionale Struktur der AdR in grau. Die fiinf Cysteine C10, C74, C145, C322 und
C364 sind als Stabmodell rot gekennzeichnet. Die Distanz zwischen den ausgewéhlten

Cysteinen betriigt: €322 - C145: 7,13 A, €364 - C10: 12,02 A und C10 - C74: 11,36 A.

Die Cysteine C10, C74 und C364 sind in der FAD-Doméne lokalisiert. Die Distanz zwi-
schen den Cysteinen C364 und C10 betriagt 12,02 A, wihrend die Cysteine C10 und C74
eine Entfernung von 11,36 A aufweisen. Damit liegen sie zu weit voneinander entfernt,
um die NMR-Sonde anzubringen. Die Cysteine C145 und C322 weisen hingegen eine
Distanz von 7,13 A auf und liegen innerhalb der bendtigten Distanz von 8 + 2 A. Diese

beiden Cysteine liegen allerdings, wie in der Sekundérstruktur zu erkennen ist (Abbil-
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dung 3.2), nicht unmittelbar hintereinander, sondern auf unterschiedlichen Schleifen und

bieten damit nicht die nétige Rigiditat.

Abbildung 3.2: Gezeigt wird ein Ausschnitt der FAD-Doméne der AdR in grau. Die Cysteine C145
und C322 (rot) liegen auf zwei unterschiedlichen Schleifen. Die Distanz zwischen ihnen

betragt €322 - C145: 7,13 A.

Als Ausgangspunkt zur Erzeugung der AdR-Fiinffachmutante lag die AdR-
Dreifachmutante (AdR_ C10S/C145S/C364S) im Klonierungsvektor pMOSBlue vor. Bei
dieser wurden die verbliebenen Cysteine C74 und C322 zu Serin mutiert, die Mutationen
wurden mittels Sequenzierung verifiziert und anschlieffend wurde die mutierte DNA in

den Expressionsvektor pCWori™ kloniert.

Expressions- und Reinigungsversuche der AdR-Fiinffachmutante

Der néchste Schritt war die Expression und Reinigung der AdR-Fiinffachmutante. Wah-
rend der Expression und Reinigung wurden Proben fiir die SDS-PAGE entnommen und
auf Anwesenheit der AdR gepriift. Wie in Abbildung 3.3 zu sehen ist, befindet sich in
der 16slichen Fraktion (4) keine nachweisbare AdR-Mutante. Daher wurde wéihrend einer

weiteren Reinigung das Pellet untersucht.
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Abbildung 3.3: SDS-PAGE der Reinigung der AdR-Fiinffachmutante. (M) Protein Marker, (1) AARWT,
(2/3) vor/nach Zellaufschluss, (4) Uberstand nach Ultrazentrifugation, (5) Pellet nach

Ultrazentrifugation.

In Abbildung 3.3 ist deutlich zu erkennen, dass die Reduktase exprimiert, aber in der

Pelletfraktion (5) nachgewiesen werden konnte.

Solubilisierungsversuche

Mit der Annahme, dass die Mutationen in der AdR deren Léslichkeit verdndert haben
konnten, wurden Solubilisierungsversuche durchgefiihrt. Diese erfolgten unter Verwen-
dung der Detergenzien Natriumcholat und Tween 20. Natriumcholat wird vorzugsweise
fiir die Solubilisierung membranintegrierter Proteine verwendet, wiahrend Tween 20 fiir
membranassoziierte Proteine eingesetzt wird. Die Solubilisierungsstérke wird durch Zu-
gabe von 0,5 M NaCl erhoht. Nach dem Zellaufschluss (2) wurde das Zelllysat geteilt
und jeweils mit entweder Natriumcholat und 0,5 M NaCl (Solub.I) oder mit Tween 20

und 0,5 M NaCl (Solub.IT) versetzt und geriihrt.
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Abbildung 3.4: SDS-PAGE der Solubilisierungsversuche der AdR-Fiinffachmutante. (M) Protein Mar-
ker, (1) AARWT, (2/3) vor/nach Zellaufschluss, (4) nach NaCl-Zugabe, (5/6) Solub.I:
Uberstand /Pellet, (7/8) Solub.II: Uberstand /Pellet.

Wie in Abbildung 3.4 zu erkennen ist, konnte trotz der eingesetzten Detergenzien
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Natriumcholat (5) und Tween 20 (7) kein 16sliches AdR im Uberstand erhalten werden.

Die AdR-Mutante wurde exprimiert, lag aber weiterhin in der Pelletfraktion vor.

Einschlusskorper

Somit wurde ein Nachweis auf Einschlusskérper durchgefiihrt. Hierzu wurden nacheinan-
der die 16slichen Proteine, die membranassoziierten und membranintegrierten Proteine
abgetrennt. Der entscheidende Schritt erfolgte bei Zugabe des harnstoffhaltigen Puffers,
der die im Pellet noch vorhandenen Proteine denaturierte. Die wiéhrend der Durchfiih-

rung entnommenen Proben wurden mittels SDS-PAGE iiberpriift.
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Abbildung 3.5: SDS-PAGE des Nachweises auf Einschlusskérper. (M) Protein Marker, (1) AARWT, (2)
nach Zellaufschluss, (3) Uberstand nach Ultrazentrifugation (enthilt 16sliches Protein),
(4) Uberstand nach Zugabe des Lysepuffers (enthilt membranassoziierte und -integrierte
Proteine), (5) Uberstand versetzt mit 8 M harnstoffhaltigem Solubilisierungspuffer, (6)
Uberstand nach Ultrazentrifugation. AdR geldst in Harnstoff angezeigt durch roten Pfeil,

(7) Pellet nach Ultrazentrifugation (frei von Proteinen).

In Spur 6 ist deutlich eine Bande zu erkennen, welche die AdR-Fiinffachmutante an-
zeigt. Durch Harnstoffzugabe liegt es denaturiert in der 16slichen Fraktion (6) vor. Das

Protein akkumulierte somit in Einschlusskorpern.

Chaperonsysteme

Chaperone sind Proteine, die andere Proteine wahrend ihrer Faltung unterstiitzen. Um
eine native AdR-Fiinffachmutante zu erhalten, kamen die beiden Chaperonplasmide
pRDKJG und pREP4groESL zum Einsatz. Wahrend der Reinigung wurden Proben

fiir die SDS-PAGE entnommen und untersucht.
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Abbildung 3.6: SDS-PAGE nach Einsatz der Chaperonplasmide. Proben 2-5 stammen aus der Koexpres-
sion mit pRDKJG und 6-9 mit pREP4groESL. (M) Protein Marker, (1) AARWT, (2/3)
vor /nach Zellaufschluss, (4) Uberstand nach Ultrazentrifugation, (5) Pellet nach Ultra-
zentrifugation, (6/7) vor/nach Zellaufschluss, (8) Uberstand nach Ultrazentrifugation,
(9) Pellet nach Ultrazentrifugation. Im Pellet detektiertes AdR wird durch Umrahmung

gekennzeichnet, wihrend die Chaperone mit einem roten Pfeil angezeigt werden.

Wie in Abbildung 3.6 zu erkennen ist, wurden die Chaperone DnaK (69 kDa), DnalJ
(41 kDa) und GrpE (24 kDa) exprimiert (Spuren 2-4), wéhrend in Spur 5 die AdR-
Fiinffachmutante im Pellet nachgewiesen wurde. Auch die Expression der Chaperone
des zweiten Systems (GroEL: 60 kDa, GroES: 10 kDa) war erfolgreich (Spuren 6-8).
In Spur 9 wurde die AdR-Mutante erneut im Pellet nachgewiesen. Der Einsatz der

Chaperonplasmide fiihrte somit zu keiner 16slichen AdR-Fiinffachmutante.

Expressionsversuche durch Einsatz des pET17b-Expressionsplasmids

Fiir die Expression der AdR-Fiinffachmutante wurde weiterhin das Expressionsplasmid
pET17b herangezogen. Hierzu wurde die AdR-Mutante in pET17b kloniert und Expres-
sionsversuche gestartet. Die Induktion erfolgte in drei unabhiangigen Experimenten mit
jeweils 0,25, 0,5 und 1 mM IPTG. Wihrend der Reinigung wurden nach Zellaufschluss
und Zentrifugation Proben aus dem Uberstand und Pellet entnommen. Auch hier
konnte keine 16sliche AdR-Fiinffachmutante mittels SDS-PAGE nachgewiesen werden.

Das Protein wurde erneut in der Pelletfraktion detektiert.

Neben einer Expressionstemperatur von 25°C wurden zusétzlich niedrigere Tempera-
turen (22°C und 20°C) getestet. Auch eine verringerte Expressionstemperatur fithrte

zu keiner nativen AdR-Mutante.
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An dieser Stelle kann zusammengefasst werden, dass Expressionsversuche bei unter-
schiedlichen Temperaturen, mit Hilfe von Detergenzien und Chaperonplasmiden, so-
wie einem weiteren Expressionssystem zu keiner funktionsfahigen AdR-Fiinffachmutante
fithrten. Es musste eine neue Strategie gewdhlt werden, um eine AdR-Mutante zu er-
zeugen, in die fiir die Interaktionsmessungen mit Adx Cysteinpaare eingefiigt werden
konnten. Ausserdem musste gewéhrleistet werden, dass kein unspezifisches Binden der
NMR-Sonde erfolgt.

Ziel war es nun, eine AdR-Mutante herzustellen, die keine exponierten Cysteine besitzt.

Hierzu wurden zunéchst die exponierten Cysteine bestimmt.

3.1.2 Herstellung der AdR-Dreifachmutante

Die Expression und Reinigung lieferte bis zu diesem Zeitpunkt keine funktionsfahige
AdR-Finffachmutante. Ziel war es nun, moglichst wenige Cysteine in der AdR zu Serin
zu mutieren, um dessen Funktionsfahigkeit nicht zu beeintrichtigen. Die Bindung der
CLaNP-5 erfolgt an definierte Positionen auf der AdR-Oberflache, so dass nur die expo-
nierten Cysteine mutiert werden miissen, um eine spezifische Bindung der NMR-Sonde
zu gewahrleisten.

Fiir die Bestimmung der exponierten Cysteine wurden die fiinf AdR-Einfachmutanten
exprimiert und gereinigt. Die Bestimmung der frei zugénglichen Cysteine erfolgte zu-

nachst unter Einsatz eines Kits.

Thiolbestimmung mittels des Thiol Quantitation Kits

Fiir die Bestimmung der exponierten Cysteine wurden der AARWT und alle fiinf AdR-
Einfachmutanten getestet. Der AARW'T enthélt fiinf Cysteine, wihrend in den Einfach-
mutanten jeweils nur vier Cysteine vorliegen. Die Thiol-Quantifizierung wurde anhand
der Herstellerangaben durchgefiihrt. In der folgenden Tabelle sind die quantifizierten
Cysteine im AdRWT, sowie der Einfachmutanten aufgefiihrt. Es wurden insgesamt 7

unabhéngige Versuchsreihen durchgefiihrt.
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Tabelle 3.1: Thiolbestimmung anhand des Thiol Quantitation Kits

Exp. | AdRWT | AdR_C10S | AdR_C74S | AdR_C145S | AdR_(322S | AdR_C364S
1 3,35 2,26 2,72 3,11 3,09 2,43
2 2,99 1,81 1,96 2,52 2,08 2,77
3 2,83 1,62 2,03 2,57 2,80 3,30
4 2,92 2,32 2,83 2,56 2,45 2,65
5 2,66 2,47 2,08 2,98 2,38 3,04
6 2,73 2,53 2,36 2,42 2,84 2,71
7 2,64 2,58 2,98 2,95 3,21 2,88

2,90 +£ 0,25 | 2,23 £ 0,37 | 2,33 £ 042 | 2,79 £ 027 | 2,54 £ 0,41 | 2,87 £ 0,28

Bestimmt wurden anhand dieses Test drei exponierte Cysteine im AARWT, wéhrend
fiir die Mutante AdR_ C10S zwei und fiir die Mutanten AdR_ C145S und AdR_ C364S
drei Cysteine bestimmt wurden. Fiir die Mutanten AdR_ C74S und AdR _C322S wur-
den 2,3 bzw. 2,5 Cysteine auf der Proteinoberfliache lokalisiert. In diesen beiden Féllen
konnten also zwei oder drei Cysteine exponiert vorliegen, bzw. es konnte eine partielle
Zuggnglichkeit vorhanden sein.

Bei Betrachtung der Messwerte innerhalb der Messreihen der einzelnen AdR-Formen
wurden fiir alle Mutanten Differenzen von bis zu einem Cystein beobachtet, was zu
nicht unerheblichen Schwankungen um den Mittelwert fiihrte. Als Konsequenz war es
anhand dieses Experiments nicht moglich auszusagen, welche der fiinf Cysteine definitiv
exponiert vorliegen. Daher wurde ein weiteres Experiment gewahlt und durchgefiihrt,

dessen Ergebnisse im Folgenden dargestellt werden.

Thiolbestimmung mittels 5,5’-Dithiobis-(2-nitrobenzoesiure)

Eine weitere Methode zur Bestimmung exponierter Cysteine erfolgte mit Hilfe von 5,5’-
Dithiobis-(2-nitrobenzoeséure) (DTNB). Hierbei reagiert das DTNB mit zugénglichen
Cysteinen zu einem gemischten Disulfid und setzt dabei dem Thiol dquivalente Mengen
5-Thio-2-nitrobenzoat (TNB) frei, welches aufgrund seiner intensiv gelben Féarbung bei
412 nm detektiert werden kann.

Zur Bestimmung der Cysteine, die an der Oberflache liegen und derer, die ins Innere der

AdR reichen, wurden Messungen des Proteins sowohl im nativen, als auch im denatu-
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rierten Zustand durchgefiihrt. Das Verhaltnis zwischen beiden Formen gibt die Zahl der
exponierten Cysteine an. In der nachfolgenden Tabelle sind die Ergebnisse zusammen-

gefasst.

Tabelle 3.2: Thiol-Gruppen Quantifizierung mittels 5,5’-Dithiobis-(2-nitrobenzoeséure).

im Protein | native AdR | denaturierte AdR | Verhéltnis der

AdR-Formen | vorhandene | SH-Gruppen SH-Gruppen SH-Gruppen
Cysteine (nmol) (nmol) nativ:denaturiert

Wildtyp 5 2,11 +£ 0,07 3,57 £+ 0,09 0,59 + 0,03
AdR_C10S 4 2,28 £ 0,24 3,18 + 0,24 0,72 £ 0,05
AdR_C74S 4 1,45 £+ 0,16 3,03 £ 0,20 0,49 £+ 0,02
AdR_C145S 4 1,80 + 0,14 3,40 + 0,31 0,53 + 0,02
AdR C322S 4 1,69 £ 0,16 3,31 + 0,34 0,51 + 0,03
AdR_C364S 4 2,37 £ 0,24 3,48 + 0,36 0,70 = 0,03

Der AARWT enthilt fiinf Cysteine, wiahrend alle fiinf Einfachmutanten insgesamt nur
vier Cysteine besitzen. Unter Verwendung des DTNB wurden fiir den AARWT drei von
fiinf Cysteinen an der Oberflache bestimmt. Der Anteil an Thiol-Gruppen fiir die beiden
Einfachmutanten AdR__C10S und AdR_C364S liegt bei drei Cysteinen. Somit liegen
sowohl C10 als auch C364 im Proteininnern und kénnen erst durch Zugabe des Denatu-
rierungsmittels nachgewiesen werden. Fiir die Mutanten AdR_ C74S;, AdR_ C145S und
AdR_ C322S wurden zwei der vier vorhandenen Cysteine auf der Oberfliche nachgewie-
sen. Somit wurden im Gegensatz zum ersten Test hier fiir die Mutanten AdR _C10S und
AdR _(C145S klar drei bzw. zwei exponierte Cysteine ermittelt. Diese Ergebnisse zeigten,
dass die Cysteine C74, C145 und C322 exponiert vorliegen, wihrend C10 und C364 im

Proteininnern zu finden sind.

Expression und Reinigung der AdR-Mutante AdR_ C74S/C145S/C322S

Anhand der durchgefiihrten Thiolgruppenbestimmung wurde folglich eine AdR-
Dreifachmutante hergestellt (AdR_C74S/C145S/C322S), exprimiert und gereinigt.
Wihrend der Reinigung wurden Proben entnommen und auf die Anwesenheit der AdR-
Dreifachmutante mittels SDS-PAGE gepriift. Wie bereits bei der AdR-Fiinffachmutante

beobachtet werden konnte, war auch diese Mutante nicht im Uberstand nachweisbar und
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wurde erneut in der Pelletfraktion detektiert.

Parallel zu den Expressions- und Reinigungsversuchen wurden die fiinf AdR-
Einfachmutanten exprimiert, gereinigt und auf ihre Stabilitdt bei Zugabe der NMR-
Sonde gepriift (Universitit Leiden, Niederlande). Die Einfachmutanten AdR_ C145S und
AdR_C364S zeigten die hochste Stabilitét bei Ln-CLaNP-5 Zugabe. Sie wurden daher
als Ausgangsmutanten fiir die Einfithrung weiterer Mutationen (Cysteine zur Anbrin-

gung des Ln-CLaNP-5) verwendet.

3.1.3 Herstellung der Mutanten AdR_A und AdR_B
Auswahl der einzufiihrenden Cysteinpaare

Die Auswahl der Cysteinpaare sind von grofer Bedeutung fiir das Anbringen der Ln-
CLaNP-5. Hierzu miissen folgende Bedingungen erfiillt werden. Die Cysteinpaare sollten
eine Entfernung von 8 + 2 A zueinander aufweisen, damit die Kopplung der NMR-
Sonde moglich wird. Auch die Position der NMR-Sonde auf der AdR-Oberflache ist
fiir den Effekt des Lanthanoids auf das Adx-Riickgrat von Bedeutung. Der Effekt der
Lanthanoide sollte sich auf das gesamte Adx auswirken. Die ausgewéhlte Position fiir

die Ln-CLaNP-5 sollte aulerdem moglichst rigide sein.

Abbildung 3.7: Dreidimensionale Struktur der AdR in grau. (A) AdR_A enthilt das Cysteinpaar
S425C/K429C, dargestellt als Stabmodell (rot). (B) AdR_B enthélt das Cystein-
paar Q232C/K236C als Stabmodell in rot dargestellt. Die Distanz betrigt 7,30 A fiir
$425C /K429C und 6,53 A fiir Q232C/K236C.

Wie Abbildung 3.7 zeigt, ist das Cysteinpaar Q232C/K236C auf der NADPH-Doméne
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und S425C/K429C auf der FAD-Doméne lokalisiert. Die Entfernungen der Cysteine
zueinander liegen bei 6,53 A bzw. 7,30 A. Beide Cysteinpaare liegen jeweils in einer

a-Helix vor. Damit ist die rigide Positionierung der CLaNP-5 gewéhrleistet.

Expression und Reinigung der Mutanten AdR A und AdR_B

In AdR_(C364S wurde mittels der zielgerichteten Mutagenese das Cysteinpaar
S425C/K429C (AdR_A) eingefiigt, wihrend in die Doppelmutante AdR_ C145S,/C364S
das Cysteinpaar Q232C/K236C (AdR_B) eingefiigt wurde, gefolgt von ihrer Expression
und Reinigung.

Fiir die NMR-Experimente und das Anbringen der NMR-Sonde konnte unter den bis-
herigen Bedingungen keine ausreichende Menge an Protein unter Verwendung des E. coli
Stammes JM109 erhalten werden (Tabelle 3.3). Daher wurde ein weiterer E. coli Stamm
fiir die Expression getestet. C43(DE3) besitzt die Besonderheit, membranassoziierte und
membranintegrierte Proteine in einem héheren Maf zu exprimieren. Durch eine unbe-
kannte Doppelmutation in diesem Stamm enthélt sie zusédtzliche Membraneinstilpun-
gen, an welche die Proteine wiahrend der Expression assoziieren oder in die sie integriert
werden konnen (Miroux & Walker, 1996). Dariiber hinaus wurde ein IPTG-Screening

durchgefiihrt, um die Expressionsrate zu steigern.

3.1.4 Optimierte heterologe Expression und Reinigung der

AdR-Mutanten

Um eine erfolgreiche heterologe Expression mit hoher Ausbeute erhalten zu kénnen, wur-
de vor Expressionsbeginn ein IPTG-Screening durchgefiihrt. Getestet wurden der E. coli
Stamm JM109 in An- und Abwesenheit des Chaperonplasmids pGrol2 und C43(DE3)
in Anwesenheit des Plasmids pGrol2. Das IPTG-Screening wurde fiir alle AdR-Formen
angewendet.

Mit den aus dem Screening erhaltenen Kolonien wurde die Expression durchgefiihrt. In
der nachfolgenden Tabelle 3.3 sind die Expressionsraten fiir die Mutanten im Vergleich

zum AdRWT aufgefiihrt.
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Tabelle 3.3: Expressionsraten aller AdR-Formen.

AdR-Formen | JM109 | JM109/pGrol2 | C43(DE3)/pGrol2
[nmol/]] [nmol/]] [nmol/]]

Wildtyp 12 27 76

AdR_ C10S 2 4 52
AdR_C74S 6 16 61
AdR_C145S 6 13 58
AdR_C322S 10 9 54

AdR_ (364 8 14 55
AdR_A - 9,6 31,4 £ 9,5
AdR_B ; 95 359 + 7.9

Die heterologe Koexpression im FE. coli Stamm JM109 mit dem Chaperonplasmid
pGrol2 fiihrte zu einer Steigerung der Expressionsrate um das 1,8- bis 2,7-fache fiir den
AdRWT und die Mutanten AdR_C10S, AdR_ C74S, AdR_C145S und AdR_(C364S.
Die Mutante AdR__ C322S zeigte eine gleichbleibende Expressionsrate.

Die Mehrfachmutanten wurden direkt im FE. coli Stamm JM109 mit dem Plasmid
pGrol2 koexprimiert. Die Ausbeute beider Mutanten lag im Vergleich zum AdRWT bei
etwa 35 %.

Der anschliefende Wechsel des E. coli Stammes JM109 zum C43(DE3) Stamm fiihrte,
wie erwartet, unter Einsatz des Chaperonplasmids zu einer Erhohung der Expressionsra-
te. Die Ausbeute des AARWT verdreifachte sich, wihrend im Fall der Einfachmutanten
das 3,8- bis 6-fache im Vergleich zum JM109 Stamm erhalten wurde. Fiir die Einfach-
mutante AdR__ C10S konnte sogar eine Erhohung um das 13-fache erreicht werden. Die
Expressionsrate fiir die Mehrfachmutanten erhohte sich um das 3- bis 3,5-fache.

Aufgrund der erfolgreichen Steigerung der Expressionsrate wurde der E. coli Stamm
C43(DE3) in Kombination mit dem Chaperonplasmid pGrol2 gewéhlt, um die benétigte
Menge Protein zu exprimieren. Insgesamt wurden fiir die NMR-Messungen 67 mg (1289
nmol) der AdR_A und 75 mg (1442 nmol) der AdR_ B hergestellt.

Die Reinheit des AARWT und der Mutanten wurde mittels SDS-PAGE {iberpriift.
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Abbildung 3.8: SDS-PAGE der AdR-Formen. (M) Protein Marker, (1) AJRWT, (2) AdR_ C10S, (3)
AdR_C74S, (4) AdR_C145S, (5) AdR_(C322S, (6) AdR_C364S, (7) AdRWT, (8)
AdR_A, (9) AdR_B.

Wie in Abbildung 3.8 zu sehen ist, wurden reine Proteinlosungen des AARWT, sowie

aller Einfach- und Mehrfachmutanten erhalten.

3.2 Charakterisierung der AdR-Mutanten

3.2.1 UV/Vis-spektroskopische Eigenschaften

Der korrekte Einbau des FAD in die AdR wurde mittels der UV /Vis-Spektroskopie
untersucht. Der Wildtyp der oxidierten AdR weist charakteristische Maxima bei 376
und 450 nm auf und besitzt aufserdem Schultern bei 425 und 450 nm. Der Vergleich der
Mutanten mit dem Wildtypen gibt klare Aussagen iiber den korrekten Einbau des FAD
und damit evtl. auftretender struktureller Unterschiede.

Die folgende Abbildung zeigt jeweils die Spektren des AARWT und der Einfachmutan-
ten (Abbildung 3.9 A) und der Mehrfachmutanten (Abbildung 3.9 B).

Die Spektren der Einfach- und Mehrfachmutanten zeigen dieselben charakteristischen
Maxima bei 376 und 450 nm und Schultern bei 425 und 475 nm wie der Wildtyp (Sagara
et al., 1993). Daraus kann geschlossen werden, dass der Einbau des FAD durch keine der

in die AdR eingefithrten Mutationen gestort wird.
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Abbildung 3.9: UV /Vis-Spektren der (A) Einfach- und (B) Mehrfachmutanten im Vergleich zum
AdRWT. Die Spektren wurden im Bereich von 300 - 550 nm in 0,2 cm Quarzkiivet-
ten aufgenommen. Die Proteine lagen im Elutionspuffer (50 mM KPP, pH 7,4, 0,1 mM
DTE, 0,1 mM EDTA, 0,7 M KCl) vor. Um einen besseren Vergleich zwischen dem
Wildtypen und den Mutanten zu ermdoglichen, wurden die Einfachmutanten mit einem
Faktor von 0,2 bis 0,6 und die Mehrfachmutanten mit einem Faktor von 1,35 bzw. 1,3

multipliziert.

3.2.2 Circular-Dichroismus-Spektroskopie

Die Methode der Circular-Dichroismus-Spektroskopie (CD) wurde eingesetzt, um zu
iiberpriifen, ob sich die FAD-Region nach Einfiihrung der Mutationen gedndert hat. Die
CD-Messungen erstreckten sich iiber den nahen UV (250 - 320 nm) und den sichtbaren
Bereich (320 - 650 nm). Wie in den Abbildungen 3.10 A und B ersichtlich ist, weisen
alle Mutanten das fiir den AARWT charakteristische Spektrum auf.

Im nahen UV zwischen 250 - 278 nm weisen alle AdR-Formen eine negative Elliptizitét
auf, wahrend im Bereich zwischen 278 - 403 nm das Signal positiver Natur ist. Im Bereich
zwischen 403 - 497 nm kommt es zu einer negativen Elliptizitat. Ab einer Wellenlénge
von 497 nm steigt der Wert wieder ins Positive.

Im sichtbaren Bereich liegt das Minimum zwischen 450 - 452 nm. Dieser Cotton-Effekt
beruht auf dem FAD, welches das links-drehende Licht absorbiert. Der negative Cotton-
Effekt bei 450 nm mit der Schulter bei etwa 474 - 476 nm entspricht dabei dem um-
gekehrten Spektrum des Absorptionsspektrums der AdR (475 nm). Im Bereich zwi-
schen 400 - 430 nm ist eine leichte Schulterbildung zu beobachten, die dem umgekehrten

Absorptionsspektrum entspricht (425 nm). Der positive Cotton-Effekt bei 376 ist eben-
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Abbildung 3.10: Circular-Dichroismus-Spektren des ARWT und (A) der Einfachmutanten und (B) der
Mehrfachmutanten im oxidierten Zustand im Bereich von 250 - 650 nm. Die Proteine
wurden in 50 mM HEPES Puffer (pH 7,4) mit 0,05% Tween 20 aufgenommen. Die Mes-
sungen wurden in einer 1 cm Kiivette bei 20°C in einem Jasco 715 Spektropolarimeter

durchgefiihrt.

falls charakteristisch fiir AdR, da auch hier im UV /Vis-Absorptionsspektrum ein Peak

erhalten wird (376 nm).

3.2.3 Thermische Denaturierung

Die thermische Denaturierung der oxidierten AdR-Formen wurde durchgefithrt, um den
Einfluss der Mutationen in der AdR zu untersuchen. Da bei einer Wellenlédnge von 264 nm
das stiarkste CD-Signal beobachtet wurde, wurde die Denaturierung mittels der CD-
Spektroskopie bei dieser Wellenldnge verfolgt. Aus den erhaltenen Kurven konnte die
Schmelztemperatur (Ty) ermittelt werden, bei der das Protein zu 50 % denaturiert vor-

liegt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.4 zusammengefasst.
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Tabelle 3.4: Thermische Denaturierung des AARWT und der Mutanten. Die Schmelztemperaturen wur-
den aus den Kurven der Signaldnderung (264 nm) ermittelt. Die AdR-Formen mit einer
Konzentration von 10 uM lagen in 50 mM HEPES-Puffer (pH 7,4) versetzt mit 0,05 %

Tween 20 vor. Die thermische Denaturierung wurde zwischen 20 und 70°C verfolgt.

AdR-Formen T4 (°C)

Wildtyp 46,15 + 0,54
AdR_C10S 43,27 £ 0,06
AdR_C74S | 40,79 + 1,87
AdR_C145S | 43,98 + 0,68
AdR_ (3228 | 42,70 + 4,27
AdR_C364S | 41,58 + 1,26
AdR_A 39,85 £ 0,72
AdR_B 39,71 £ 1,49

Die Schmelztemperatur fiir den AARWT betragt 46,15°C, wihrend die Einfachmutan-
ten bis zu 5,4°C niedrigere Schmelztemperaturen aufwiesen. Die Schmelztemperaturen
liegen bei beiden Mehrfachmutanten noch mal um 0,94°C bzw. 1,08°C niedriger und

weisen, verglichen zum AdRW'T, die geringste thermische Stabilitit auf.

3.2.4 Bestimmung des FAD-Gehalts in den AdR-Mutanten

Um den FAD-Gehalt der Proteinlésungen zu bestimmen, wurde ein UV /Vis-Spektrum
der nativen Proteinlésung aufgenommen und deren Konzentrationen ermittelt. Anschlie-
fend wurden die Proteine in Losung thermisch denaturiert und die FAD-Konzentration
des Uberstandes ermittelt. Die daraus resultierenden Stoffmengen fiir die Proteine und

des FADs sind in Tabelle 3.5 zueinander ins Verhéltnis gesetzt.
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Tabelle 3.5: Bestimmung des FAD-Gehaltes der AdR-Formen in Losung. Die Proteine lagen in 10 mM
Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4) vor. Die UV /Vis-Spektren wurden in einem Bereich von

250 - 550 nm aufgenommen.

AdR-Formen Protein FAD FAD /Protein
[nmol] [nmol] [nmol]
Wildtyp 575 + 0,22 | 5,19 4 0,29 | 0,90 + 0,02
AdR_C10S | 6,07 £ 0,05 | 5,41 £ 0,13 | 0,89 + 0,02
AdR_C74S 5,97 £ 0,31 | 5,51 £ 0,09 | 0,92 + 0,04
AdR_C145S | 6,30 + 0,40 | 5,63 £ 0,26 | 0,90 £ 0,02
AdR (C322S | 5,85 +£ 0,22 | 5,36 £ 0,19 | 0,92 £+ 0,01
AdR_C364S | 6,25 £ 0,21 | 5,79 £ 0,50 | 0,93 £ 0,06
AdR_A 6,27 £ 0,51 | 5,63 £ 0,31 | 0,90 + 0,05
AdR_B 6,73 £ 0,12 | 5,88 £ 0,02 | 0,88 + 0,22

Anhand der ermittelten FAD/Protein-Verhéltnisse wurden fiir alle Proteinlésungen
1 FAD/AdR ermittelt. Damit kann man davon ausgehen, dass alle vorhandenen FAD-

Molekiile nicht frei in Lésung, sondern in AdR vorliegen.

3.2.5 Reduktionsfihigkeit der AdR-Mutanten

Die Reduktionsfdhigkeit der AdR-Mutanten wurde mit seinem physiologischen Reak-
tionspartner Adx tiberpriift. Die oxidierte Form des Adx zeigt Absorptionsmaxima bei
320, 414 und 455 nm (Grinberg et al., 2000). Nach Reduktion des Adx ist die Abnahme
der Maxima bei 320 und 414 nm zu beobachten, die mit einer zusétzlichen Maximum-
ausbildung bei 540 nm einhergeht (Estabrook et al., 1973). Die Reduktion wurde durch
NADPH initiiert und im Wellenléngenbereich zwischen 200 und 700 nm aufgenommen.

Die erhaltenen Spektren sind in den Abbildungen 3.11 A und B dargestellt.
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Abbildung 3.11: UV /Vis-Spektren des oxidierten und des durch den AARWT, (A) der Einfachmutanten
und (B) der Mehrfachmutanten reduzierten Adx. Die Spektren wurden in einer 0,2 cm
Quartzkiivette im Bereich von 200 - 700 nm aufgenommen. Alle Proben enthielten
50 pM Adx sowie 5 uM AdR und lagen in 50 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4) vor.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pM NADPH initiiert. Die Spektren wurden

zur besseren Ubersicht mit einem Faktor zwischen 0,95 und 1,4 multipliziert.

Die Abnahme der Maxima bei 414 und 455 nm und Absorptionszunahme bei 540 nm

zeigten, dass das Adx durch alle AdR-Formen reduziert werden konnte.

3.2.6 Reduktion des Cytochrom c

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Interaktion zwischen AdR und Adx zu untersuchen.
Somit ist es von besonderer Bedeutung, dass die in AdR eingefiihrten Mutationen we-
der zu einer strukturellen Anderung noch zu einer Interaktionsstérung und damit ver-
bundenen Aktivitdtsdnderung fithren. Um diesen letzten Punkt genauer zu untersuchen,
wurden die Reduktionsgeschwindigkeit von Adx durch NADPH reduziertes AdR und die
anschliefsende Reduktion des artifiziellen Elektronenakzeptors Cytochrom c¢ bestimmt.
Dieses nicht-physiologische System eignet sich besonders gut, um kinetische Daten iiber
die hergestellten AdR-Mutanten zu erhalten. Hierbei liegen sowohl NADPH als auch
Cytochrom ¢ im Uberschuss vor. Die erhaltenen K,,- und V,,..-Werte fiir Cytochrom
¢ entsprechen den Daten fiir die Reduktionsgeschwindigkeit des Adx durch die AdR
(Geren et al., 1984; Cupp & Vickery, 1989; Coghlan & Vickery, 1991; Uhlmann et al.,
1994).

Es wurden der AARWT sowie die Einfach- und Mehrfachmutanten vermessen. Die
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Reduktionsgeschwindigkeit auf Cytochrom ¢ wurde sowohl mit AdxWT, als auch Adx(4-
108) durchgefiihrt (Tabelle 3.6).

Tabelle 3.6: Kinetische Daten der AdR-Mutanten im Cytochrom c-Test. Es wurde die Reduktion des

artifiziellen Elektronenakzeptors Cytochrom ¢ durch AdR-Adx betrachtet.

AdR-Formen AdxWT Adx(4-108)

K, Vina K, Vinaz

[eM] [nmol Cyt ¢peq/min] [uM] [nmol Cyt ¢peq/min]
Wildtyp 0,40 + 0,20 455 + 58 0,64 + 0,15 478 + 66
AdR_C10S 0,55 + 0,05 411 + 33 0,55 &+ 0,06 461 £ 29
AdR_C74S 0,55 £ 0,17 415 £ 72 0,63 £ 0,04 491 £ 20
AdR_C145S | 0,58 £+ 0,15 466 £ 84 0,58 £ 0,19 481 £ 45
AdR_(C322S | 0,51 4+ 0,08 429 + 64 0,59 + 0,18 439 £+ 91
AdR_C364S | 0,54 &+ 0,06 480 £+ 19 0,62 £+ 0,18 455 £ 84
AdR_A 1,28 + 0,52 311 + 86 1,65 + 0,45 384 + 56
AdR_B 0,79 £+ 0,12 375 £+ 31 0,80 £ 0,08 430 £ 25

Die folgenden Abbildungen 3.12 und 3.13 ermdoglichen den besseren Vergleich der er-
haltenen K,,,- und V,,,-Werte fiir den AdxWT und dessen verkiirzte Form Adx(4-108).
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(schwarz) und Adx(4-108) (weiss).
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Abbildung 3.12: Absolute Anderung der K,,-Werte bei der Interaktion der AdR-Formen mit AdxWT
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Abbildung 3.13: Absolute Anderung der V;,,,-Werte bei der Interaktion der AdR-Formen mit AdxWT
(schwarz) und Adx(4-108) (weiss).

Im Vergleich zum AdRWT liegen die K,,-Werte der Einfachmutanten in der gleichen
Grofenordnung wie die des AARWT in der Reaktion mit dem AdxWT. AdR__A zeigte
im Vergleich zum AdRWT einen um 3,2-fach erhéhten K,,-Wert in der Reaktion mit
AdxWT, wihrend sich der K,,-Wert fiir die AdR_ B-Mutante in der Wechselwirkung
mit dem AdxWT um das 2,0-fache erhohte.

Vergleicht man die V,,,,-Werte der Einfachmutanten mit dem des Wildtyps, so zeigen
diese in der Reaktion mit dem AdxWT eine bis zu 9,7 %ige Abweichung zum AdRWT.
Auch ist der V,.,-Wert in der Reaktion mit dem AdxWT fiir AR A um 31,6 % und
um 17,6 % fiir AdR_ B erhoht.

Auch in der Reaktion mit Adx(4-108) zeigten alle fiinf AdR-Mutanten einen K,,-Wert
in der gleichen Grofenordnung wie der AARWT. Allerdings zeigte AAR A auch hier im
Vergleich zum AARWT einen um 2,6-fach erhéhten K,,-Wert bei Reaktion mit Adx(4-
108), wahrend sich der K,,-Wert fiir die Mutante AdR_ B in der Wechselwirkung mit
der verkiirzten Form des Adx um das 0,3-fache erhohte.

Die Reduktionsgeschwindigkeit durch die Reaktion mit den Einfachmutanten liegt auch
in der gleichen Grofsenordnung wie die des AARWT. Die Mutanten AdR_A (19,7 %)
und AdR_B (10,0 %) zeigten eine etwas langsamere Reduktionsgeschwindigkeit in der
Reaktion mit der verkiirzten Adx-Form verglichen mit dem AdRWT.

Insgesamt zeigten alle fiir die AdR-Mutanten erhaltenen Werte keine signifikanten Un-

terschiede zur Wildtyp-Form der AdR, was durch einen durchgefiihrten t-Test gezeigt
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werden konnte.

3.2.7 Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen AdR und
Adx

Die Untersuchung der Reduktionsfiahigkeit des Adx durch die verschiedenen AdR-Formen
konnte in den vorhergehenden Abschnitten gezeigt werden, so dass nun die Interak-
tion zwischen diesen Reaktionspartnern naher betrachtet werden sollte. Hierzu wurde
die Oberflichenplasmonresonanz-Spektroskopie als Methode gewahlt. Diese Methode er-
moglicht es, in Echtzeit die Assoziations- (k,) und Dissoziationsrate (kq) der AdR zum
Adx zu ermitteln. Die daraus resultierende Dissoziationskonstante (Kp=kq/k,) gibt Auf-
schlufs iiber die Stérke der Bindung der AdR zum AdxW'T bzw. Adx(4-108). Untersucht
wurden alle AdR-Mutanten.

Die erhaltenen Assoziations- und Dissoziationsraten und die daraus resultierenden Dis-

soziationskonstanten sind in den Tabellen 3.7 und 3.8 aufgefiihrt.

Tabelle 3.7: Analyse der Interaktion zwischen den AdR-Formen und AdxWT. Untersucht wurde das
Bindungsverhalten der AdR-Formen an AdxW'T, welches auf dem CM5-Chip immobilisiert
wurde. AdR (500 nM) lag in Biacore HBS-EP Puffer (0,01 M HEPES Puffer, pH 7,4, 0,15 M
NaCl mit 0,005 % Surfactant P20) vor. Alle Messungen wurden bei 25°C durchgefiihrt.

AdR-Formen AdxWT

ka kaq Kp(ka/ka)

[M~1s7110% | [s71]-1073 [M]-10-6

Wildtyp 5,87 + 0,53 1,39 + 0,16 | 0,24 + 0,04
AdR_C10S 8,79+ 0,69 | 6,72+ 0,56 | 0,77 = 0,08
AdR_C748S 5,62+ 0,77 | 2,43 £ 0,29 | 0,44 = 0,09
AdR_C145S 9,90 £ 1,18 5,97 £ 0,38 | 0,61 £ 0,10
AdR C322S | 10,30 £ 0,89 | 5,55 £ 0,31 | 0,56 £+ 0,03
AdR C364S | 6,18 £ 1,00 | 3,51 £ 0,15 | 0,58 £+ 0,10
AdR_A 17,59 £ 1,73 | 3,60 £ 0,75 | 0,20 £ 0,04
AdR_B 12,25 + 2,24 | 4,01 + 0,59 | 0,34 4 0,09

Die Interaktion zwischen AdxWT und den AdR-Einfachmutanten zeigte uneinheitli-

che Bindungskonstanten. Die Assoziationsrate der Einfachmutanten steigt maximal um
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das 2-fache, die Dissoziationsraten maximal um das 5-fache. Daraus ergeben sich er-
hohte Dissoziationskonstanten, die auf eine schwéchere Affinitat zwischen den Interakti-
onspartnern hinweisen. Interessanterweise sind im Vergleich dazu die Assoziationsraten
der AR A Mutante um das 3,0-fache, der AdR_ B Mutante um das 2,1-fache erhoht.
Die Dissoziationsrate allerdings zeigt ebenfalls erhohte Werte (AdR _A: 2,6-fach und
AdR_B: 2,9-fach).

Tabelle 3.8: Analyse der Interaktion zwischen den AdR-Formen und Adx(4-108). Untersucht wurde
das Bindungsverhalten der AdR-Formen an Adx, welches auf dem CM5-Chip immobilisiert
wurde. AdR (500 nM) lag in Biacore HBS-EP Puffer (0,01 M HEPES Puffer, pH 7,4, 0,15 M
NaCl mit 0,005 % Surfactant P20) vor. Alle Messungen wurden bei 25°C durchgefiihrt.
Aufgrund eines Defekts des Gerétes war die Messung der Mutante AdR_ B bis jetzt nicht

moglich.

AdR-Formen Adx(4-108)

kq kq Kp(ka/ka)

[M~t s71-10° | [s7!]-107% | [M]-107°

Wildtyp 13,03 £ 5,57 | 2,68 £ 0,71 | 0,22 + 0,08
AdR_C10S 8,15 + 1,02 5,00 £ 0,92 | 0,62 = 0,14
AdR_C74S 588 + 1,09 | 3,06 £ 0,22 | 0,54 £+ 0,12
AdR_C145S | 13,17 +£3,09 | 7,84 + 1,77 | 0,63 + 0,24
AdR_C3228 7,20 + 0,98 5,24 £ 0,37 | 0,74 £ 0,11
AdR_C364S 8,26 £ 0,94 | 3,63 £ 0,12 | 0,44 &+ 0,07
AdR_A 20,20 + 3,61 | 3,39 + 1,00 | 0,17 + 0,04
AdR B - - -

Die Bindungskonstanten fiir die Interaktion zwischen den AdR-Einfachmutanten und
Adx(4-108) zeigten, mit Ausnahme der AdR_C145S Mutante, eine geringere Asso-
ziationsrate als der AARWT. Die Dissoziationsraten der Einfachmutanten zeigte, wie
schon in der Reaktion zum AdxWT beobachtet wurde, hohere Werte auf. Die daraus
erhaltenen Dissoziationskonstanten sind damit bis zu 3-fach erhoht und resultieren in
einer schwécheren Affinitét zum Adx(4-108). Auch hier zeigt die AR _ A Mutante eine
erhohte Assoziationsrate zum Adx, die in einer starkeren Affinitdt zum Reaktionspartner
resultiert.

Um einen direkten Vergleich der Affinitédt der AdR-Formen zum Adx(4-108) und zum
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AdxWT zu erméglichen, wurden die Dissoziationskonstanten (Abbildung 3.14) gegen-
iibergestellt.
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Abbildung 3.14: Absolute Anderung der Dissoziationskonstanten bei Interaktion des AARWT und der
AdR-Mutanten mit AdxWT (schwarz) und Adx(4-108) (weiss).

Die erhaltenen Dissoziationskonstanten zeigen fiir alle AdR-Einfachmutanten in In-
teraktion zum AdxWT, wie auch zum Adx(4-108) gleiche Tendenzen. Die Affinitét des
AdRWT zu beiden Adx-Formen ist im Vergleich zu den Einfachmutanten um 2- bis
3-mal starker. Die Dissoziationskonstanten der Mehrfachmutanten liegen im Vergleich
zum AARWT in einer dhnlichen Gréfenordnung und weisen eine voneinander wenig ab-
weichende Affinitdt zu beiden Adx-Formen auf. Mit dem durchgefiihrten t-Test konnte
fiir die AdR-Mutanten gezeigt werden, dass in der Reaktion mit den Adx-Formen kein

signifikanter Unterschied zum AdRWT besteht.

3.2.8 AdR-abhangiger in vitro-Substratumsatz

Anhand der vorhergehenden Experimente wurde gezeigt, dass alle AdR-Mutanten den
Elektronentransfer auf Adx vollziehen. Auch das Bindungsverhalten zum Adx wurde un-
tersucht. Im Mittelpunkt steht nun die Frage, ob die Mutationen in den unterschiedlichen
AdR-Formen Einfluss auf den Substratumsatz nehmen. Die Uberpriifung erfolgte hierzu
mit einem rekonstituierten System, welches aus AdR, Adx und CYP11A1 bestand. Das
eingesetzte molare Verhéltnis lag bei 1:1:1. Als Substrat wurde 7-Dehydrocholesterol

(7-DHC) eingesetzt und der Umsatz zu 7-Dehydropregnenolon (7-DHP) ermittelt.
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Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 3.9 dargestellt.

Tabelle 3.9: CYP11Al-abhingiger Umsatz des 7-Dehydrocholesterols zum 7-Dehydropregnenolon. An-
gegeben sind die erhaltenen k.q.-Werte der AdR-Formen mit AdxWT und Adx(4-108).

AdR-Formen AdxWT Adx(4-108)
Eeat 571107 | kear [s71]-107%
Wildtyp 13,4 +£ 0,34 22,8 £+ 0,08
AdR_C108 13,1 + 0,19 21,1 + 0,56
AdR_Cr74S 12,9 £ 0,13 22,3 £ 0,33
AdR_C145S 12,5 £ 0,35 23,0 £+ 0,32
AdR_C322S 12,5 + 0,30 23,6 £ 0,38
AdR_C364S 13,0 £ 0,15 23,5 £ 0,49
AdR_A 12,4 + 0,04 20,5 4 0,71
AdR_B 13,3 £ 0,09 22,0 £ 0,31

Die fiir die AdR-Mutanten erhaltenen k.,,-Werte zeigen keinen signifikanten Unter-
schied zu den k.,-Werten des ARWT auf, was durch einen t-Test bestitigt werden
konnte.

Wie in der folgenden Abbildung zu erkennen ist, wiesen alle AdR-Mutanten in Reaktion
mit dem AdxWT und Adx(4-108) einen gleichen Substratumsatz wie der Wildtyp auf.
Dabei zeigten die Mutanten maximal 7,5 % geringeren Umsatz als der AARWT. Auch
weichen die Umsétze der AdR-Mutanten in Interaktion mit der verkiirzten Adx-Form
nur wenig vom AdRWT ab und liegen wie zuvor beim AdxWT bei maximal 10,1 %
(Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15: CYP11A1l-abhéngige 7-DHC Umwandlung zu 7-DHP in Anwesenheit der AdR-Formen
und entweder AdxWT (schwarz) oder Adx(4-108) (weiss). Die Reaktion wurde in einem
rekonstituierten System (1 uM AdR, 1 uM Adx, 1 uM CYP11A1, 100 uM NADPH) bei
30°C fiir 10 min in 50 mM HEPES (pH 7,4), versetzt mit 0,05% Tween 20 durchgefiihrt.

Als interner Standard wurde 100 uM Cholecalciferol eingesetzt.

3.3 Paramagnetische NMR-Experimente

3.3.1 Interaktion des Adx(4-108) mit AdR-Formen

Zur Bestimmung der AdR-Bindestelle des Adx(4-108) wurde das [**N,'H]-TROSY-
Spektrum des freien '"N-markierten Adx(4-108) aufgenommen. Mit zunehmender
AdRWT-Zugabe wurden ["’N,'H|-TROSY-Spektren aufgenommen und es konnte be-
obachtet werden, wie die Verschiebung einzelner Resonanzsignale auftraten. Diese Ver-
schiebungen werden als Chemische-Verschiebungsédnderung (Chemical Shift Perturbati-
on, CSP) bezeichnet, da sie auf der Wechselwirkung mit einem Reaktionspartner basiert,
ohne weiteren Effekten von Paramagneten zu unterliegen.

Insgesamt 63 CSPs wurden fiir das Adx(4-108) in Wechselwirkung mit dem AdRWT
ermittelt und sind in der folgenden Abbildung 3.16 gegen die Aminosédurereste aufgetra-

gen.
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Abbildung 3.16: Chemische-Verschiebungsinderungs-Analyse (Ad,,g) des PN?H-Adx(4-108) nach
Komplexbildung mit AARWT. Die Ad,yy sind gegen die Aminosdurereste aufgetra-
gen. Zur besseren Ubersicht wurden die Abstufungen 0,05, 0,10 und 0,15 ppm als

gestrichelte Linien gekennzeichnet.

Fiir einige Aminoséduren war die chemische Verschiebung nicht detektierbar. Der Grund
liegt an dem paramagnetischen Charakter des [2Fe-2S|-Clusters, der zu verkiirzten
Relaxationszeiten und damit zu einer starken Linienverbreiterung der Resonanzsigna-
le fithrte. Von den insgesamt 63 CSPs lagen 11 CPSs > 0,15 ppm, 8 CPSs > 0,10 ppm,
8 CPSs > 0,05 ppm und 36 CPSs < 0,05 ppm.

Diese CSPs wurden auf die Adx-Oberfliche projeziert, um besser zu verdeutlichen,

welche Regionen welche Grofe an CSPs aufweisen (Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.17: Chemische-Verschiebungsinderungs-Analyse des 1°N?H-Adx(4-108) nach Komplexbil-

dung mit ARWT. Die erhaltenen Ad,,q des Adx sind auf die Oberfliche des Adx proje-

ziert (PDB Eintrag: 1E6E). Zur besseren Ubersicht wurden die Reste mit Adq, > 0,15

rot, Adgug > 0,10 orange, Adqug > 0,05 gelb und Adqng < 0,05 blau markiert. Reste

tiber die keine Aussage zu treffen sind, sind grau und die [2Fe-2S]-Region ist dunkelgrau

gekennzeichnet. A: erste Ansicht, B:

um 180° rotierte Ansicht. Zur besseren Ubersicht

wurden die Abstufungen 0,05, 0,10 und 0,15 ppm in Abbildung 3.16 als gestrichelte

Linien gekennzeichnet. Aminosédurereste mit einer Chemischen-Verschiebungsénderung

von iiber 0,15 ppm wurden markiert.

Die Aminoséurereste mit einer Ad,,y > 0,15 wurden in der vorhergehenden Abbildung

rot markiert und werden in der Tabelle 3.10 zusammengefasst:

Tabelle 3.10: Aufgefithrt sind die Aminoséurereste des Adx(4-108) mit einer Chemischen-

Verschiebungsénderung (Adq.y) von iiber 0,15 ppm.

Aminoséurerest | Adqyg (ppm)
Phe59 0,56
Gly42 0,54
Phe43 0,25
Glu60 0,24
Asp3l 0,21
Leu96 0,20
AspT72 0,17
Asp79 0,17
Tle40 0,17
Asp76 0,16
Thr85 0,16
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Die Aminosduren um die Region des Eisen-Schwefel-Clusters sind in Abbildung 3.17
dunkelgrau gekennzeichnet. Die Clusterregion in rot ist mit Aminosduren umgeben, wel-
che die grofsten CSPs mit > 0,15 ppm aufweisen. Aminosduren mit abnehmenden CSPs
sind orange (> 0,10 ppm) und gelb (> 0,05 ppm) markiert, wiahrend sich auf der Riick-
seite des Adx Reste mit sehr geringen CSPs befinden. Diese sind blau markiert und
weisen eine Verschiebung geringer als 0,05 ppm auf.

Anhand der Verteilung der CSPs auf der Adx-Oberfliche ist zu erkennen, dass der
Eisen-Schwefel-Cluster vermehrt von Aminoséureresten umgeben wird, welche die grofs-
ten CSPs aufwiesen. Damit kann man davon ausgehen, das dieser Bereich, der den Ko-
faktor beinhaltet in Richtung der AdR ausgerichtet ist. Dieselbe Orientierung des Adx
zur AdR wurde auch in der Kristallstruktur nachgewiesen (Miiller et al., 1998).

Das erhaltene [""N,'H]-TROSY-Spektrum des AdR-Adx-Komplexes wurde in folgenden
Versuchen als Referenzspektrum fiir die Auswertung der Pseudokontaktverschiebungen

und Paramagnetischen-Relaxationsverstarkungen herangezogen.

3.3.2 Ln-CLaNP-5 Herstellung und Kopplung an AdR

Fiir die Messungen der Pseudokontaktverschiebung (PCS) und der Paramagnetischen-
Relaxationsverstarkung (PRE) wurden Lanthanoide ausgewéhlt, die entweder Resonanz-
signalverschiebungen oder Relaxationsverstarkungen auslosten (Otting, 2008). Als Re-
ferenz diente bei beiden Methoden das Anbringen des CLaNP-5, welches Lutetium als
diamagnetische Referenz enthielt. Um PCSs messen zu konnen, wurde der Paramagnet
Thulium gewéhlt, wiahrend fiir die Relaxationsverstarkung Gadolinium in CLaNP-5 li-
giert wurde. Die Endkonzentrationen betrugen 55 uM fiir Lu-CLaNP-5, 89 uM fiir Tm-
CLaNP-5 und 55 uM fiir Gd-CLaNP-5.

3.3.3 Ln-CLaNP-5 Kopplung an AdR

Fir die NMR-Messungen der PCSs und PREs wurden zunéchst Ln-CLaNP-5 an die
AdR-Mutanten AdR_ A und AdR_ B gekoppelt. Die Ankopplung der Sonde erfolgte im-
mer in zwei Schritten. Der erste Schritt beinhaltete die Reduktion der Thiolgruppen.

Hierzu wurden jeweils 6 mg Protein mit DTT reduziert und fiir eine Stunde bei 4°C

87



3 Ergebnisse

inkubiert. Anschlieffend wurde die Losung iiber eine Superdex-200-Séule von iiberschiis-

sigem DTT und Aggregaten getrennt (Abbildung 3.18).
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Abbildung 3.18: Gelfiltrationschromatographie. Elutionsprofil des Superdex-200-Laufes. Gereinigt wur-

de die reduzierte AdR von {iberschiissigem DTT und Aggregaten.

Das Elutionsprofil (Abbildung 3.18) zeigt einen Peak bei 24 min, bei dem es sich um die
reduzierte AdR-Mutante handelt, wihrend die Schulter bei 20 - 22 min auf aggregiertes
Protein hinweist. Der Peak bei 24 min besitzt eine relative Absorption von 920 mV.

Die Markierung der AdR-Mutanten erfolgte, nach Verdiinnung der Proteinlésung auf
etwa 6 ml, im nachsten Schritt durch Zugabe der Ln-CLaNP-5 im Stoffmengenverhaltnis
3:1. Es folgte eine einstiindige Inkubation bei 4°C. Nach Konzentrieren der Probe wurde
diese erneut mittels der Superdex-200-Séule gereinigt (Abbildung 3.19). Ziel war die
Entfernung der iiberschiissigen NMR-Sonde und der AdR-Dimere.
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Abbildung 3.19: Gelfiltrationschromatographie. Elutionsprofil des Superdex-200-Laufes. Reinigung der

mit CLaNP-5 markierten AdR von iiberschiissiger NMR-Sonde, sowie AdR-Dimeren.
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Das Elutionsprofil zeigt bei 24 min einen Peak mit einer relativen Absorption von
220 mV, bei der es sich um das markierte AdR-Monomer handelt. Bei der Schulter bei
21 - 22 min konnte es sich um AdR-Dimere handeln, die eine etwas verkiirzte Elutionszeit
im Vergleich zu den Monomeren besitzen. Ln-CLaNP-5 gekoppeltes AdR enthaltende
Fraktionen wurden gesammelt, eingeengt und ihre Konzentration mittels der UV /Vis-

Spektroskopie ermittelt. Die Ausbeute der markierten AdR-Mutanten lag bei 20 - 25 %.

3.3.4 Bestimmung der Pseudokontaktverschiebungen

Fir die Ermittlung der Pseudokontaktverschiebungen (PCS) wurden AdR_A bzw.
AdR_B entweder mit Lu-CLaNP-5, die als diamagnetische Referenz diente, oder mit
der paramagnetischen Tm-CLaNP-5 versehen und mit ""N?H-Adx(4-108) versetzt. Es
wurden ["°N,'H|-TROSY-Spektren des Komplexes aufgenommen.

Bei ausreichender Entfernung zwischen dem Paramagneten und dem ’N-markierten
Riickgrat des Proteins resultieren PCSs. Diese sind distanzabhéngig. Somit ist der Ef-
fekt des paramagnetischen Thuliums umso grofer, je kiirzer der Abstand zum Protein-
riickgrat des 'N-markierten Adx(4-108) ist. Die Bestimmung der PCSs erfolgte aus
der Differenz der chemischen Verschiebung der diamagnetischen und paramagnetischen
Probe.

Fiir die Bestimmung der PCSs wurden zwei Positionen auf der AdR Oberfliche ge-
wihlt. Diese besitzen eine Entfernung von 25-35 A zum Adx(4-108) und befinden sich
in rigiden Bereichen der AdR. Das Cysteinpaar S425C/K429C der AdR_ A ist auf der
FAD-Doméne lokalisiert, wiahrend das Cysteinpaar Q232C/K236C des AdR_ B auf der
NADPH-Doméne lokalisiert ist. Der paramagnetische Effekt, der von diesen Positionen

auf das "’N-markierten Adx ausgeht, wurde im Folgenden untersucht.

AdR A in Komplex mit "’N?H-Adx(4-108)

AdR_ A, an die das Lu-CLaNP-5 gekoppelt wurde, wurde zundchst im Komplex mit
1N?H-Adx(4-108) gemessen. Das diamagnetische Lutetium diente als Referenz, um
die durch den Paramagneten Thulium auftretenden PCSs ermitteln zu kénnen. Diese

Verschiebungen entstehen erst durch die dipolare Wechselwirkung des Paramagneten
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mit den Amiden des Riickgrats des "N?H-Adx(4-108). Hierzu wurde Tm-CLaNP-5 an
AdR A gekoppelt und in Komplex mit Adx(4-108) gemessen. Die resultierenden Spek-
tren sind iiberlagert in Abbildung 3.20 abgebildet.
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Abbildung 3.20: [**N,'H|-TROSY-Spektren des >N?H-Adx(4-108) in Wechselwirkung mit entweder Lu-
CLaNP-5 (schwarz) oder Tm-CLaNP-5 (rot) gekoppelt an AdR_A zur Bestimmung

der Pseudokontaktverschiebungen.

Die erfolgreiche Kopplung der NMR-Sonde lésst sich aus den resultierenden Verschie-
bungen erkennen. Die PCSs wurden ausgewertet und gegen die Aminosdurereste des

Adx(4-108) aufgetragen.
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Abbildung 3.21: Pseudokontaktverschiebungen der >N-markierten Adx(4-108) durch Einfluss des Tm-

CLaNP-5 gekoppelt an AdR__ A aufgetragen gegen die Aminoséurereste.

Insgesamt konnten 41 Resonanzen zugeordnet werden (siehe Tabelle 5.2 im Anhang),
wobei die Aminosdure Asp39 den grofiten PCS mit 0,276 ppm zeigte. Aufgrund des
paramagnetischen Charakters des [2Fe-2S|-Clusters war die Zuordnung von PCSs der

Aminoséduren im Bereich von 44-56 und 90-94 nicht méglich.

AdR B in Komplex mit ""N?H-Adx(4-108)

Auch fiir die AdR_ B Mutante wurden zwei Messungen durchgefiihrt. Lu-CLaNP-5 ge-
koppelt an AdR_ B in Wechselwirkung mit ®N?H-Adx(4-108) diente als Referenz, wih-
rend Tm-CLaNP-5 gekoppelt an AdR_ B seinerseits PCSs bewirkte. Die {iberlagerten
Spektren sind in Abbildung 3.22 dargestellt.
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Abbildung 3.22: [*5N,'H|-TROSY-Spektren des >N-markierten Adx(4-108) in Wechselwirkung mit ent-
weder Lu-CLaNP-5 (schwarz) oder Tm-CLaNP-5 (rot) gekoppelt an AdR_ B zur Be-

stimmung der Pseudokontaktverschiebungen.

Auch die Kopplung des Tm-CLaNP-5 an die AdR_B Mutante war erfolgreich, wie
die auftretenden PCSs zeigen. Im Vergleich zur AdR__A Mutante ist hier bereits zu
erkennen, dass das Thulium eine aufgrund seiner niheren Position zum °N-markierten
Adx einen weitaus groferen Effekt auf die Amidgruppen des Adx(4-108) besitzt und
damit grofere PCSs bewirkt.

Die PCSs wurden gegen die Aminosdurereste des Adx(4-108) aufgetragen (Abbil-
dung 3.23).
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Abbildung 3.23: Pseudokontaktverschiebungen der *N?H-Adx(4-108) durch Einfluss des Tm-CLaNP-5

gekoppelt an AdR_ B aufgetragen gegen die Aminoséurereste.

Fiir die Mutante AdR_B konnten insgesamt 33 PCSs ermittelt werden (siehe Ta-
belle 5.3 im Anhang). Diese zeigten bis zu viermal grofere PCSs als die fiir AdR_A
erhaltenen PCSs. Die grofte Verschiebung weist die Aminosdure Asp72 mit -1,054 ppm

auf.

3.3.5 Paramagnetische-Relaxationsverstarkung: AR B mit
Gd-CLaNP-5 in Komplex mit ?"N?H-Adx(4-108)

Direkte Distanzinformationen zwischen dem Paramagneten, gekoppelt an die AdR-
Oberflache und die Amidgruppen kénnen durch Einsatz des Lanthanoids Gadolinium
bestimmt werden. Gadolinium besitzt die Besonderheit, aufgrund der isotropen Elek-
tronenverteilung, Linienverbreiterung auszulosen. Dabei ist der Effekt des Gadoliniums
umso stérker, je ndher es sich in der Nahe der markierten Amidgruppen des Adx(4-108)
befindet.

Jeweils Lu-CLaNP-5 bzw. Gd-CLaNP-5 wurden an AdR B gekoppelt. In der nach-
folgenden Abbildung sind die [**N,'H|-TROSY-Spektren iiberlagert gezeigt, wobei das
Spektrum der Probe mit Lu-CLaNP-5 in schwarz und das jenige mit Gd-CLaNP-5 in
rot abgebildet ist (Abbildung 3.24).
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Abbildung 3.24: [\5N,'H|-TROSY-Spektren des °N-markierten Adx(4-108) in Wechselwirkung mit Lu-
CLaNP-5 (schwarz) und Gd-CLaNP-5 (rot) gekoppelt an AdR_ B zur Bestimmung der

Paramagnetischen-Relaxationsverstarkung.

Um die Paramagnetische-Relaxationsverstarkung (PRE) bestimmen zu koénnen, wur-
de das Intensitatsverhéltnis (Ipara/laia) der Amidresonanzen aus den aufgenommenen
['"N,'H]-TROSY-Spektren von Lu-CLaNP-5 und Gd-CLaNP-5 gekoppelt an die AdR_ B
unter Verwendung des Programms MestreC bestimmt. Aus dem Intensitédtsverhéltnis
lisst sich RE*® unter Anwendung der Formel 2.5 ermitteln, wobei R%¢ und R5*™ die
diamagnetische bzw. paramagnetische Mitwirkung zur transversalen Relaxationsrate be-
schreiben.

Im der folgenden Abbildung 3.25 sind die R5""“~Werte fiir die betroffenen Aminosauren

aufgefiihrt.
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Abbildung 3.25: Analyse der Paramagnetischen-Relaxationsverstirkung (PRE), ausgeiibt durch Gd-
CLaNP-5 gekoppelt an AdR_ B auf die Amidgruppen des ®N-markierten Adx(4-108).
Aufgetragen sind die erhaltenen RY*“-Werte fiir die jeweilige Amidgruppe. Die Gro-
e der Intensititsinderung wird bei R von 10, 40 und 80 als gestrichelte Linie,

markiert.

Fiir insgesamt 24 Amidgruppen konnten Intensitatsabnahmen (R5*"*) beobachtet wer-

den, die in der folgenden Tabelle 3.11 zusammengefasst werden.

Tabelle 3.11: Aufgefiihrt sind die Intensitéitsabnahmen (R5*"*) der Aminoséurereste des 'N-markierten

Adx(4-108) in Komplex mit AdR_ B, versehen mit Gd-CLaNP-5.

Adx(4-108) Reste | RE*™ (s7!) || Adx(4-108) Reste | RE*™ (s71)
Lys6 3263 || Aspdl -1,225
Thr8 -1,269 GIn61 26,157
Asnl3 4,291 Phe64 53,310
Argl4 20,483 || Glu6s 57,877
Glyl6 3,329 Leu67 95,256
Glul7 9,618 Ala81 111,065
Thrl8 5,743 Thr85 88,999
Leul9 7,060 Ser88 122,070
Gly23 -6,357 Lys98 2,953
Lys24 -3,191 Ala99 15,034
Gly26 8,268 Asn102 4435
GIn35 4,135 Thr104 19,812

Die ermittelten RY**-Werte wurden auf die Oberfliche des Adx(4-108) projeziert. Die
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unterschiedliche Farbkennzeichnung beschreibt die Stirke der Intensitdtsianderung der

gemessenen Resonanzen.

Abbildung 3.26: Auswirkung der Paramagnetischen-Relaxationsverstirkung auf die >N?H-Adx(4-108)
Resonanzen, ausgeiibt durch Gd-CLaNP-5 gekoppelt an AdR_ B. Die ermittelten R5*"

wurden zur besseren Verdeutlichung durch eine Farbkennzeichnung beschrieben. RE*"*

grofer als 80 sind rot, RE* groRer als 40 orange, RE*"* grofer als 10 gelb und RE*"™
kleiner als 10 blau. Diese Einstufungen sind in Abbildung 3.25 als gestrichelte Linien
gekennzeichnet. Reste die nicht bestimmt wurden, oder nicht dem Einfluss des Gadoli-
niums unterliegen, sind grau markiert. Die [2Fe-2S] Region ist dunkelgrau gekennzeich-
net. A: erste Ansicht, B: um 180° rotierte Ansicht. Gekennzeichnet sind die Aminoséu-
rereste Ala81 und Ser88, welche die hochste Paramagnetische-Relaxationsverstarkung

zeigten.

Auf der Oberflichenstruktur zeigten zwei Reste (Ala81 und Ser88, rot gekennzeichnet)
eine starke Intensitdtsabnahme. Diese besitzen somit die geringste Entfernung zum Ga-
dolinium und sind in Richtung des Gd-CLaNP-5, welches sich auf der NADPH-Doméne
befindet, ausgerichtet (Abbildung 3.26 A), wiahrend sich in Abbildung 3.26 B viele Ami-
nosaurereste befinden, die wenig durch Gd-CLaNP-5 beeinflusst wurden.

Die Aminosdurereste wurden in zwei Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe beinhal-
tet 13 Aminosédurereste, die nach der Normierung ein Intensitidtsverhéltnis bis zu 0,83
aufweisen, wiahrend die zweite Gruppe 11 Aminosdurereste mit einem Intensitatsver-
héaltnis tiber 0,83 beinhaltet. Fiir diese Reste der ersten Gruppe durften die mittels der
PREs berechneten Distanzen nur eine Abweichung von + 3 A wihrend der Docking-
Berechnungen aufweisen. Den Resten der zweiten Gruppe wurde mit bis zu maximal

44 A eine viel hohere Anderung der Position wihrend der Docking-Berechnungen er-
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laubt.

Fiir die Normierung der Intensitdtswerte wurde die Aminosdure Thr21 gewahlt, die
mit 47 A die grofte Entfernung zum Gadolinium besitzt und damit nicht seinem Effekt
unterliegt (PDB Eintrag: 1E6E).

3.3.6 Interaktion des AdxWT mit AdR
Uberlagerte Spektren des AdxWT und Adx(4-108)

Die Untersuchung struktureller Unterschiede wiahrend der Interaktion des AdxWT und
der AdR erfolgte im néchsten Schritt. Dabei sollten weitere Informationen iiber den C-
terminalen Bereich des AdxW'T erhalten werden, welcher die Aminosaurereste 109-128

umfasst. Die Identifizierung dieser Aminoséurereste erfolgte durch die Uberlagerung des

AdxWT (rot) mit dem Spektrum des Adx(4-108) (schwarz).
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Abbildung 3.27: [\N,'H|-TROSY-Spektren des 'N-markierten Adx(4-108) (schwarz) und des '°N-
markierten AdxWT (rot).

Es ist gut zu erkennen, dass es sich in dem Bereich zwischen 7,5 und 8,5 ppm entlang der
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'H-Domséne um neue Resonanzsignale handelt, die auf die Anwesenheit des C-terminalen
Endes des AdxW'T zuriickzufiithren sind. Die Resonanzen in diesem Bereich konnten
bisher nicht zugeordnet werden. Dennoch konnten diese moglicherweise genutzt werden,
um Informationen iiber die Aminosduren des C-terminalen Endes durch Bestimmung

von CSPs und PCSs zu erhalten.

Interaktion des AdxWT mit der AdR

Um Informationen beziiglich des C-terminalen Endes des AdxW'T in Wechselwirkung mit
AdR zu erhalten, wurde ein Experiment durchgefiihrt, in dem die Aufnahme des [**N,'H]-
TROSY-Spektrums des freien N2H-AdxWT erfolgte. Um CSPs zu bestimmen, wurde
der Komplex aus N?H-AdxWT mit AdR_ B (gekoppelt mit Lu-ClaNP-5) im Verhéltnis
1:1,1 gemessen. Die iiberlagerten Spektren sind in Abbildung 3.28 abgebildet, wobei der
AdxWT in schwarz und AdR B gekoppelt mit Lu-ClaNP-5 in griin dargestellt sind.
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Abbildung 3.28: [**N,'H|-TROSY-Spektren des '®N-markierten AdxWT (schwarz) und '*N-markierten
AdxWT in Wechselwirkung mit Lu-CLaNP-5 gekoppelt an die AdR_ B (griin).

Insgesamt 59 Reste, die eine Verschiebung zeigten, konnten identifiziert werden. In der
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nachfolgenden Abbildung 3.29 sind die CSPs gegen die Aminosdurereste aufgetragen.
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Abbildung 3.29: Chemische-Verschiebungséinderungs-Analyse des N?H-AdxWT nach Komplexbil-
dung mit AdR_B mit Lu-CLaNP-5. Die erhaltenen Ad,.g sind gegen die Aminosau-
rereste aufgetragen. Zur besseren Ubersicht wurden die Abstufungen 0,05, 0,10 und

0,15 ppm durch gestrichelte Linien gekennzeichnet.

In Abbildung 3.29 ist zu erkennen, dass die grofste Verschiebung Phe59 mit 0,730 ppm
zeigt. 4 Reste zeigten eine CSP von > 0,15 ppm, 7 Reste mit > 0,10 ppm und 11 Reste
mit > 0,05 ppm ermittelt. 37 Aminoséurereste zeigten eine geringere Verschiebung als
< 0,05 ppm. Der paramagnetische Charakter des [2Fe-2S|-Clusters ermoglichte es nicht,
die Zuordnung der Aminoséduren im Bereich von 44-56 und 90-94 durchzufiihren.

Die erhaltenen CSPs wurden auf die Oberfliche des Adx projeziert. Abbildung 3.30

zeigt zwei Ansichten des Proteins.
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Abbildung 3.30: Chemische-Verschiebungséinderungs-Analyse des N?H-AdxWT nach Komplexbil-
dung mit AdR_ B mit Lu-CLaNP-5. Die erhaltenen Ad,,, des Adx sind auf die Ober-
fliche des Adx projeziert. Zur besseren Verdeutlichung der CSPs wurden die Reste mit
Abgvg > 0,15 rot, Adgug > 0,10 orange, Adqgug > 0,05 gelb und Adgwg < 0,05 blau mar-
kiert. Aminosdurereste, iiber die keine Aussage zu treffen ist, sind grau und die [2Fe-2S]-
Region ist dunkelgrau gekennzeichnet. A: erste Ansicht, B: um 180° rotierte Ansicht.
Die Aminosaurereste Gly42 und Phe43 mit einer Chemischen-Verschiebungsdnderung

von iiber 0,15 ppm wurden markiert.

Alle Aminosdurereste mit einer Adg,, > 0,15 werden in der Tabelle 3.10 zusammenge-

fasst.

Tabelle 3.12: Aufgefithrt sind die Aminoséurereste des AdxWT mit einer Chemischen-

Verschiebungsénderung (Adq.y) von iiber 0,15 ppm.

Aminosdurerest | Adqyg (ppm)
Phe59 0,73
Gly42 0,37
Leu96 0,19
Phe43 0,18

Zu erkennen ist in Abbildung 3.30 ein &hnlicher Farbverlauf der CSPs in der Interaktion
des AdxWT mit AdR wie mit Adx(4-108) und AdR. Die Aminosdurereste, welche sich
in unmittelbarer Ndhe am Eisen-Schwefel-Cluster befinden, sind dunkelgrau dargestellt.
Um diese Region befinden sich vermehrt Aminosédurereste, die starkere CSPs aufweisen.
Auf der Riickseite des Adx kommt es zu geringeren CSPs der Reste, gekennzeichnet
durch den Farbverlauf orange > gelb > blau. Anhand der grofsen CSPs um den Eisen-

Schwefel-Cluster wird deutlich, dass das Adx mit seinem Kofaktor in Richtung der AdR

100



3 Ergebnisse

gerichtet ist.

AdR A in Komplex mit ""N?H-AdxWT

Die AdR_A, an die Lu-CLaNP-5 gekoppelt wurde, wurde im Komplex mit °N?H-
AdxWT gemessen. Das diamagnetische Lutetium diente als Referenz, um die durch
den Paramagneten Thulium in Tm-CLaNP-5 auftretende PCSs ermitteln zu koénnen.

Die resultierenden Spektren sind in der folgenden Abbildung 3.31 {iberlagert dargestellt.
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Abbildung 3.31: [**N,'H]-TROSY-Spektren des N-markierten AdxWT in Wechselwirkung mit Lu-
CLaNP-5 (schwarz) gekoppelt an AdR_B bzw. Tm-CLaNP-5 (rot) gekoppelt an

AdR A zur Bestimmung der Pseudokontaktverschiebungen.

Die erhaltenen Spektren fiir die diamagnetische Probe (schwarz), als auch die para-
magnetische Probe (rot) weisen im Bereich zwischen 7,5 und 8,5 ppm entlang der 'H-
Doméine stark iiberlagerte Signale, die aus der Aggregation des AdxWT-AdR-Komplexes
wahrend der Messungen resultieren. Dieser Komplex zeigte eine geringere Stabilitat als
der Adx(4-108)-AdR-Komplex. Die Auswertung der Resonanzen im Bereich zwischen

7,5 - 8,5 ppm war aufgrund der starken Aggregation nicht moglich, so dass keine PCSs
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bestimmt werden konnten.

AdR_ B in Komplex mit ""N?H-AdxWT

Auch die Interaktion zwischen AdxWT und AdR_B wurde untersucht, um Informa-
tionen iiber den C-terminalen Bereich des Adx zu erhalten. Gemessen wurden hierzu
der Komplex aus AdxWT und AdR_ B mit gekoppeltem Lu-CLaNP-5 (schwarz). Eine
weitere Messung mit gekoppeltem Tm-CLaNP-5 wurde fiir die Bestimmung der PCSs
durchgefiihrt. Die Spektren sind in der Abbildung 3.32 dargestellt.
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Abbildung 3.32: [\N,*H|-TROSY-Spektren des ’N-markierten AdxWT in Wechselwirkung mit Lu-
CLaNP-5 (schwarz) bzw. Tm-CLaNP-5 (rot) gekoppelt an AdR_B zur Bestimmung

der Pseudokontaktverschiebungen.

Auch fiir die Messungen der PCSs des AdxWT in Komplex mit AdR_B konnten
keine Informationen erhalten werden, da aufgrund der starken Aggregation wéhrend
der Messungen die Bereiche zwischen 7,5 und 8,5 ppm entlang der 'H-Doméne nicht

auswertbar waren.
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3 Ergebnisse

Aufgrund der hoheren Stabilitdt der verkiirzten Form des Adx wurden die erhaltenen
Daten aus den Experimenten der CSPs, PCSs und PREs fiir die Docking-Berechnungen

herangezogen.

3.3.7 Strukturbestimmung des AdR-Adx-Komplexes

Die Docking-Berechnungen fiir den AdR-Adx(4-108)-Komplex wurden mit den in dieser
Arbeit erhaltenen Daten der CSPs, der PCSs und der PREs durchgefiihrt. Die Struktur

mit der geringsten Gesamtenergie wird in der folgenden Abbildung 3.33 gezeigt.

Abbildung 3.33: Dreidimensionale Struktur des AdR-Adx(4-108)-Komplexes, welcher durch die
Docking-Berechnungen mit den verwendeten Chemischen-Verschiebungsénderungs-,
Paramagnetischen-Relaxationsverstarkungs- und Pseudokontaktverschiebungs-Daten
erhalten wurde. Dieser Komplex ist mit der kristallisierten Struktur iibereinander ge-
legt dargestellt. Die AdR aus beiden Komplexen ist als Oberflichenstruktur in grau
iiberlagert abgebildet. Die Lanthanoid-Tonen sind durch pinke Kugeln gekennzeichnet,
wobei die angezeigten Achsen die Ausrichtung der X-Tensoren andeuten, mit der x-
und y-Achse in gelb und der z-Achse in blau. Die Struktur des Adx aus den Docking-

Berechnungen ist griin und die aus dem kristallisierten Komplex ist rot dargestellt.

Die AdR aus den Docking-Berechnungen und der Kristallstruktur (PDB Eintrag:
1E6E) ist als Oberflichenstruktur iibereinander gelegt dargestellt. Wahrend das Adx
mit der niedrigsten Gesamtenergie (PDB Eintrag: 1AYF) in griin abgebildet ist, ist das
Adx aus der Kristallstruktur (PDB Eintrag: 1E6E) in rot dargestellt. Zu erkennen ist

deutlich, dass das aus den Docking-Berechnungen erhaltene Adx die gleiche Position
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wie das Adx aus der kristallisierten Struktur einnimmt. Die Bindung des Adx an die
AdR erfolgt in der Vertiefung zwischen der FAD- und NADPH-Doméne und der Eisen-
Schwefel-Cluster zeigt in Richtung dieser Vertiefung, in der der Isoalloxazinring der AdR
lokalisiert ist. Bei beiden Strukturen besitzt das Adx eine sehr &hnliche Entfernung zu
den Lanthanoid-Ionen. Das Lanthanoid-Ion in der NMR-Sonde, die an die Cysteine C425
und C429 in AdR__ A gekoppelt wurde, weist eine Entfernung zum Ca der N37 in Adx
von 30,8 A fiir die Kristallstruktur und 31,8 A fiir die Struktur mit der geringsten Ge-
samtenergie auf. Das Lanthanoid-Ion, das mittels der NMR-Sonde an die Cysteine C232
und C236 der AdR B gekoppelt wurde, weist eine Entfernung zum Ca der Aminosaure
D86 in Adx von 23,3 A fiir die Kristallstruktur und 23,6 A fiir die Struktur aus den
Docking-Berechnungen auf.

Im Vergleich zur kristallisierten Form ist das Adx aus den Docking-Berechnungen um
die [S-Faltblatter, welche aus den Aminosduren 56-58 und 88-90 bestehen, leicht ver-
dreht. Damit tritt eine Distanz von 0,7 A zwischen den Ca-Atomen des Restes His56
auf, fiir Leu90 liegt sie bei 1,8 A. Die [2Fe-2S]-bindende Schleife ist im Vergleich zur
Kristallstruktur in geringem Mafe geneigt. Diese Neigung fiihrt zu einer Vergroferung
des Abstandes zwischen dem Fel und dem zentrierten Stickstoff (N5) des FADs von
10,9 A zu 15,0 A. Diese ist aber immer noch innerhalb der kritischen Entfernung fiir den
Elektronentransfer von 16 A (Page et al., 1999).

Abgebildet sind im Folgenden die vergréferten Ansichten sowohl der kristallisierten
Struktur in der das Adx rot dargestellt ist, als auch die aus den Docking-Berechnungen
erhaltene Struktur mit dem Adx in griin. Die AdR ist in beiden Abbildungen grau
dargestellt. Die Reste Arg211, Arg240 und Arg244 des priméren Interaktionsbereiches
der AdR und die Reste Asp72, Asp76 und Asp79 der Interaktionsdoméne des Adx sind
gekennzeichnet. Gut zu erkennen ist in Abbildung 3.34, dass das Adx aus der berechneten

Struktur geringfiigig verdreht ist.
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Arg240

Abbildung 3.34: Vergroferte Darstellung der dreidimensionalen Struktur des AdR-Adx(4-108)-
Komplexes der Kristallstruktur (A) im Vergleich zu der Struktur, die aus den Docking-
Berechnungen (B) erhalten wurde. Die AdR ist in grau dargestellt, wihrend das Adx
aus dem kristallisierten Komplex rot und das Adx aus den Docking-Berechnungen griin
dargestellt wird. Gekennzeichnet sind die Reste Arg211, Arg240 und Arg244 der AdR
und die Reste Asp72, Asp76 und Asp79 des Adx. Zu erkennen ist, dass das Adx aus

den Docking-Berechungen leicht verdreht ist.

Die Struktur aus den Docking-Berechnungen weist eine Gesamtenergie von
13,3 keal /mol auf und liegt damit 19% niedriger als die Gesamtenergie der kristallisierten
Form mit 15,8 kcal/mol. Die ermittelte Standardabweichung zwischen der berechneten
Strukturlsung und der Kristallstruktur betrigt 6,4 A mit einem DRMS-Wert von 2,5 A.

Verbunden mit den Docking-Berechnungen sind die Berechnungen der PCSs und PREs.
Aufgetragen wurden die experimentell erhaltenen PCSs und PREs gegen die berechneten
Werte fiir die Struktur mit der geringsten Gesamtenergie (o) und gegen die verwendeten
Werte der Kristallstruktur (57). Fiir die AdR_ A-Mutante wurde eine Datenreihe PCSs
ermittelt (Abbildung 3.35 A), wihrend Experimente mit der AdR_B-Mutante sowohl
PCSs (Abbildung 3.35 B), als auch PREs (Abbildung 3.36) lieferten.
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Abbildung 3.35: Die experimentell ermittelten Pseudokontaktverschiebungen sind gegen die berechne-

ten Daten aus den Docking-Berechnungen (e) und aus der Kristallstruktur (57) aufge-

tragen. Die ideale Korrelation zwischen beiden Datenreihen ist mit einer Diagonalen

gekennzeichnet. Gemessen wurde die Interaktion des Adx(4-108) (A) mit AdR_A und

(B) mit AdR_ B. Die erhaltenen Q-Werte liegen bei (A) Q = 0,210 (o) und Q = 0,233
(v7) und fiir (B) Q = 0,065 (e) und Q = 0,067 (7).
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Abbildung 3.36: Die experimentell ermittelten Gd-NH Distanzen (A) sind gegen die berechneten Daten,

die nach den Docking-Berechnungen erhalten wurden (e) und gegen die verwendeten

Daten der Kristallstruktur (5v7) aufgetragen. Die ideale Korrelation zwischen beiden

Datenreihen ist mit einer Diagonalen gekennzeichnet. Die gestrichelten Linien geben

die Fehlerspanne von + 3 A an. Gemessen wurde die Interaktion des Adx(4-108) mit

AdR_B. Die erhaltenen Q-Werte liegen bei Q = 0,031 (o) und Q = 0,030 (/).

Der Vergleich der experimentell ermittelten Werte mit den Werten fiir die Struktur aus

den Docking-Berechnungen mit der geringsten Gesamtenergie (o) und mit den Werten

der Kristallstruktur (7) kann durch einen Qualitatsfaktor beschrieben werden. Fiir die

PCS-Daten der AdR__ A-Mutante liegen diese bei Q = 0,210 fiir die berechnete Struktur
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und bei Q = 0,233 fiir die Kristallstruktur. Fiir die AR B-Mutanten wurden die Werte
Q = 0,065 (geloste Struktur) und Q = 0,067 (Kristallstruktur) erhalten. Die Q-Werte
fiir die PRE-Daten der AdR_B-Mutante liegen bei (3 = 0,031 fiir die geloste Struktur
und bei Q = 0,030 fiir die Kristallstruktur. Anhand der erhaltenen Qualitatsfaktoren ist
zu erkennen, dass die experimentell ermittelten Daten im Vergleich mit den berechneten
Daten der gelosten Struktur, wie auch mit den Werten der Kristallstruktur eine sehr

gute Ubereinstimmung aufweisen.

Minimumbestimmung der Strukturlésungen

Fiir die erhaltenen Strukturen mit den geringsten Gesamtenergien wurde in Abbil-
dung 3.37 deren Gesamtenergien aus den Einschrankungstermen gegen ihre Standard-

abweichung relativ zur Struktur mit der niedrigsten Gesamtenergie aufgetragen.
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Abbildung 3.37: Populationsanalyse der Strukturen mit niedriger Gesamtenergie aus der Berechnung
der Anndherung des Adx an die AdR unter Beriicksichtigung von experimentellen Da-
ten. Die Gesamtenergien der Docking-Berechnungen sind gegen ihre Standardabwei-

chung (RMSD) relativ zu der geringsten Gesamtenergie von 13,3 kcal/mol aufgetragen.

Bei Betrachtung der Abbildung 3.37 fillt auf, dass die erhaltenen Gesamtenergien
zu einem einzigen Minimum zusammenlaufen. Alle AdR-Adx-Strukturen, die aus den
Docking-Berechnungen erhalten wurden, zeigten in grofem Make Ubereinstimmung. Adx
bindet in der Vertiefung zwischen der FAD- und NADPH-Doméne an die AdR. Der
Eisen-Schwefel-Cluster des Adx ist in Richtung des Isoalloxazinrings der AdR gerichtet.

Die zehn Strukturen mit den niedrigsten Gesamtenergien bilden eine Ansammlung mit

einer Standardabweichung von 3,2 A.
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Abbildung 3.38: Populationsanalyse der Strukturen mit niedriger Gesamtenergie aus der Berechnung
der Annéherung des Adx an die AdR unter Beriicksichtigung von experimentellen Da-
ten. (A) Dargestellt sind die AdR-Adx-Komplexe, der zehn Strukturen, welche die
geringsten Gesamtenergien besitzen. AdR ist als Oberflichenstruktur dargestellt. Die
Lanthanoid-Tonen sind als pinke Kugeln, ausgestattet mit einem Achsensystem, welche
die X-Tensor-Ausrichtung darstellt, wiedergegeben. Die auf die AdR gerichtete z- Achse
ist blau, wihrend die x- und y-Achsen in gelb dargestellt sind. Die Massenschwerpunkte
des Adx sind als Kugeln dargestellt. Die griine Kugel steht fiir die erhaltene Struktur
mit der geringsten Gesamtenergie, wihrend die rote Kugel den Massenschwerpunkt des
Adx im kristallisierten AdR-Adx-Komplex aufzeigt. Die braunen Kugeln stehen fiir die
Massenschwerpunkte des Adx, die in weiteren geringen Gesamtenergien des Komplex-
es resultieren. (B, C) Detaillierte Ansicht der X-Tensoren der Thulium-Ionen, die an

AdR_A (B), bzw. AdR_B (C) gekoppelt wurden.

In Abbildung 3.38 ist die AdR als Oberflichenstruktur (grau) dargestellt. Die Mas-
senschwerpunkte der Adx, mit den zehn energetisch giinstigsten Strukturen sind durch
Kugeln représentiert und befinden sich alle in der Spalte zwischen den beiden AdR-
Domaénen auf einer gedachten Geraden in gleicher Entfernung zu den Lanthanoid-Ionen.
Je mehr eine Struktur vom Minimum abweicht, desto hoher ist ihre Gesamtenergie. Das
Adx aus der Strukturlésung mit der geringsten Gesamtenergie wird als griine Kugel, das
Adx aus der Kristallstruktur, angezeigt als rote Kugel, befinden sich ebenfalls im Innern

der Ansammlung.
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Die vergroferte Ansicht der Adx-Massenschwerpunkte aus der Perspektive der zwei
unterschiedlichen Lanthanoid-Ionen wird in Abbildung 3.38 B und C angezeigt. Wie in
diesen Abbildungen zu erkennen ist, rotiert der X-Tensor, wihrend der Optimierung
der Ausrichtung, iiberwiegend in der xy-Ebene, wihrend die z-Achse in allen Strukturen
mit niedriger Gesamtenergie sich kaum unterscheidet, wobei teilweise eine Umkehrung
der Richtung beobachtet wurde. Die Beobachtung der relativen Beweglichkeit der x-
und y-Achse kann mit der geringen Rhombizitdt des Tensors erklért werden, das da-
zu fiihrt, dass die PCSs weniger empfindlich fiir Verdnderungen der x- und y-Achsen
sind. Die grofite Abweichung zeigten die X-Tensoren der Strukturen mit den héchsten

Gesamtenergien.

109



4 Diskussion und Ausblick

In dieser Arbeit sollte die Interaktion zwischen den Proteinen AdR und Adx mittels der
NMR-Spektroskopie, insbesondere der TROSY-Methode, untersucht werden. Diese bei-
den Proteine sind Komponenten der Steroidhormon-Biosynthese und nehmen darin eine
essentielle Rolle ein. Die AdR erhélt Elektronen vom NADPH und iibertrégt diese auf das
Adx, welche diese wiederum auf Cytochrome P450 {ibertrégt. Diese Enzyme vollziehen
dann eine Vielzahl von Reaktionen (Ruckpaul, 1993; Sono et al., 1996; Bernhardt, 1996;
Guengerich, 2001; Bernhardt, 2006). AdR und Adx wurden bisher vielseitig untersucht.
Mittels ortsgerichteter Mutagenese konnten die Aminoséduren Asp76 und Asp79 der Adx
als essentielle Aminosduren in der Wechselwirkung zur AdR identifiziert werden. Die
Wechselwirkung zwischen beiden Proteinen ist somit zum grofsen Teil elektrostatischer
Natur (Coghlan & Vickery, 1991; Bernhardt, 1996; Vickery, 1997). Die AdR und das Adx
wurden weiterhin in zahlreichen Untersuchungen auf ihre spektroskopischen und kineti-
schen Eigenschaften hin untersucht (Sagara et al., 1993; Uhlmann et al., 1994; Grinberg
et al., 2000; Schiffler et al., 2004). Mittlerweile sind sowohl die AdR, als auch das Adx(4-
108), sowie dessen Wildtyp-Form kristallisiert (Miiller et al., 1998; Ziegler et al., 1999;
Pikuleva et al., 2000). 2001 gelang es dariiber hinaus, den cross-link-Komplex AdR-Adx
zu kristallisieren, so dass ein Einblick in die atomaren Wechselwirkungen zwischen der
AdR und Adx méglich wurde (Miiller et al., 2001).

Das Hauptanliegen dieser Arbeit ist es, den Interaktionsbereich des Adx in Wechsel-
wirkung mit seinem physiologischen Interaktionspartner AdR zu untersuchen und damit
verbunden die Struktur dieses Komplexes mittels Docking-Berechnungen zu ermitteln.
Die Voraussetzung fiir diese Studien waren AdR-Mutanten, die jeweils ein Cysteinpaar an
definierten Positionen auf der Protein-Oberfliche besitzen. Diese Cysteinpaare wurden
genutzt, um die Lanthanoid-ligierende NMR-~Sonde CLaNP-5 iiber zwei Disulfidbriicken
an das Protein zu koppeln.

Die Betrachtung des Strukturmodells der AdR (PDB Eintrag: 1EGE) ergab, dass die
vorhandenen Cysteine nicht verwendet werden konnten, um Ln-CLaNP-5 zu binden. Ab-

bildung 3.1 zeigt, dass die Cysteine C10, C74 und C364, lokalisiert in der FAD-Domaéne,
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Distanzen von iiber 8 + 2 A aufweisen und damit zu weit voneinander entfernt sind
(C364 - C10: 12,02 A; C10-C74: 11,36 A) Die Distanz zwischen C145 und C322, die in
der NADPH-Domiéne liegen, betriigt zwar 7,13 A, dennoch konnten diese Cysteine nicht
verwendet werden, da sie auf unterschiedlichen Schleifen lokalisiert sind (Abbildung 3.2).
Die notwendige rigide Kopplung der NMR-Sonde wére somit nicht gewéhrleistet.

Zusatzlich wurde gepriift, wie sich der AARW'T bei der Zugabe des Ln-CLaNP-5 ver-
hélt. Untersuchungen zeigten, dass das Protein in hohem Maf aggregierte. Ein moglicher
Grund hierfiir ist, dass die NMR-~Sonde eine unspezifische Bindung mit den Cysteinen
des AARWT eingeht. Um dieser Bindung vorzubeugen, sollten alle fiinf Cysteine zu
Serin mutiert werden. Dabei sah die Strategie zu Beginn der Arbeit vor, eine AdR-
Fiinffachmutante zu erzeugen. Hierzu wurden Voruntersuchungen in unserem Institut
mit bereits vorliegenden AdR-Einfachmutanten durchgefiihrt, in denen jeweils eines der
fiinf Cysteine zu Serin mutiert worden war (Donauer, 2006). Diese wurden anschlie-
flend in Hinblick auf den korrekten Einbau des FADs mittels UV /Vis-Spektroskopie
untersucht. Die Mutation einzelner Cysteine zu Serin nahm keinen Einfluss auf des-
sen Funktionalitdt (Donauer, 2006), so dass im Folgenden die AdR-Fiinffachmutante
(AdR_C10S/C74S/C1455/C322S/C364S) erzeugt wurde.

Hierzu stand die AdR-Dreifachmutante (pMOS _AdR_C10S/C145S/C364S) im Klo-
nierungsvektor pMOSBIlue zur Verfiigung (Donauer, 2006). Nach erfolgter Umklonierung
in den Vektor pCWori*t (Sagara et al., 1987) wurden unterschiedliche Expressions- und

Reinigungsversuche gestartet.

4.1 Heterologe Expression und Reinigung der

AdR-Formen

Expression und Reinigung der AdR-Fiinffachmutante

Nach der Klonierung der AdR-Fiinffachmutante in den Vektor pCWori™ erfolgten mehr-
ere Expressionsversuche. Es konnte gezeigt werden, dass die AdR-Fiinffachmutante
(AdR_C10S/C74S/C145S5/C3225/C364S) zwar erfolgreich exprimiert werden konnte,

aber ausschliefflich in der Pelletfraktion detektiert wurde. Die AdR ist ein membran-
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assoziiertes Protein. Aufgrund der Vermutung, dass sich die Loslichkeit durch die einge-
fiihrten Mutationen verdndert haben konnte, wurde versucht, das Protein mittels Deter-
genzien zu solubilisieren. Die Versuche erfolgten unter Verwendung von Tween 20 und
Natriumcholat, jeweils in Anwesenheit von 0,5 M NaCl zur Verstiarkung der Solubili-
sierungswirkung (Rehm, 2006). Die AdR-Mutante wurde erneut in der Pelletfraktion
detektiert. In Folge dessen wurde ein Nachweis auf Einschlusskorper durchgefiihrt, der
ergab, dass das Protein in solche akkumulierte. Folglich wurden Koexpressionen in An-
wesenheit der Chaperonplasmide pRDKJG und pREP4groESL durchgefiihrt (Caspers
et al., 1994). Die Chaperone beider Systeme konnten erfolgreich exprimiert und nach-
gewiesen werden (Abbildung 3.6), wihrend die AdR-Mutante erneut nicht in l6slicher
Form nachweisbar war (Spur 4 und 8, Abbildung 3.6).

Die Expression erfolgte bis zu diesem Zeitpunkt in dem Expressionsvektor pCWori™,
welche den Lac-, den Tac- und den UV5-Promoter, die alle bakteriellen Ursprungs sind,
enthélt. Oft sind diese Promoter nicht vollstandig reguliert, so dass sie ein hohes Grund-
niveau der Expression unter nicht induzierten Bedingungen zeigen. (Wilms et al., 2001).
Aufgrund dieser unkontrollierten Expression kénnte die Akkumulation der Mutante in
Einschlusskorper verursacht werden. Als weiteres Expressionssystem wurde daher das
Plasmid pET17b getestet, welches einen T7-Promoter mit viralem Ursprung enthalt.
Drei unabhéngige Expressionsversuche durch Induktion mittels IPTG mit Endkonzen-
trationen von 0,25, 0,5 und 1 mM wurden analysiert. Die AdR-Mutante wurde erneut
in der Pelletfraktion detektiert, so dass doch weiterhin der Expressionsvektor pCWori™
fiir die nachfolgenden Versuche verwendet wurde.

Ein weiterer Ansatz war es, Expressionen bei niedrigeren Temperaturen durchzufiihren,
um mit der dadurch verlangsamten Expression des Proteins eine funktionsfihige AdR-
Mutante zu erzeugen. Mittels SDS-PAGE konnte in allen Versuchen gezeigt werden,
dass die Expression der AdR-Mutante in einem hohen Mafstab erfolgte (Abbildung 3.3).
Dennoch blieb der Versuch, eine funktionsfahige AdR-Fiinffachmutante zu erhalten, ohne
Erfolg.

Die Betrachtung der Wasserstoftbriickenbindungen koénnte einen Hinweis auf die Insta-
bilitdt des Proteins geben. In den folgenden Abbildungen sind die Wasserstoftbriicken-

bindungen, die von den Thiolgruppen der Cysteine des Wildtyps ausgehen denen der
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Hydroxidgruppen der Mutanten zum Vergleich gegeniibergestellt.
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Abbildung 4.1: Wasserstoffbriickenbindungen, die von (A) Cysl0 dargestellt als Stabmodell in rot und

(B) Serl0 dargestellt als Stabmodell in griin, ausgebildet werden. Die Wasserstoff-
briickenbindungen sind fiir das Cys10 und das Ser10 identisch. Beide Aminoséuren bilden
eine Wasserstoffbriickenbindung zum Ala97 und Val99 aus, die als orange Stabmodelle

gekennzeichnet sind.

Abbildung 4.2: Wasserstoftbriickenbindungen, die von (A) Cys74 dargestellt als Stabmodell in rot und
(B) Ser74 dargestellt als Stabmodell in griin, ausgebildet werden. Wahrend Cys74 eine
einzige Wasserstoffbriickenbindung zum Ser71 (oranges Stabmodell) ausbildet, bildet das
Ser74 drei zusétzliche Wasserstoffbriickenbindungen aus. Davon wird eine weitere zum
Ser71 ausgebildet und jeweils eine weitere zum Thr68 und Ala89, die in blau dargestellt

sind.
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Abbildung 4.4:
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Wasserstoffbriickenbindungen, die von (A) Cys145 und Cys322 dargestellt als Stabmo-
dell in rot und (B) Ser145 und Ser322 dargestellt als Stabmodell in griin, ausgebildet
werden. Weder Cys145 noch Serl45 bilden Wasserstoffbriickenbindungen aus. Im Ge-
gensatz dazu bildet Cys322 jeweils eine Wasserstoftbriickenbindung zum Ala293 und
Gly294 (orange Stabmodelle) aus. Auch Ser322 zeigt die gleichen Bindungen, wobei es
zusétzlich jeweils eine weitere Wasserstoffbriickenbindung sowohl zum Thr147, als auch

zum Leu324 (blaue Stabmodelle) ausbildet.
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Wasserstoffbriickenbindungen, die von (A) Cys364 dargestellt als Stabmodell in rot und

(B) Ser364 dargestellt als Stabmodell in griin, ausgebildet werden. Wahrend Cys364 zwei
Wasserstoffbriickenbindungen zu Gly354 und Thr386 (orange Stabmodelle) ausbildet,
bildet das Ser364 eine dritte Wasserstoffbriickenbindungen zum Thr363 aus, dargestellt

in blau.

Abbildungen 4.1 - 4.4 zu erkennen ist, gibt es fiir Cys10 und Cys145 nach

der Mutation zum Serin keine Anderung in der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbin-

dungen und damit keine Anderung in der Struktur. Im Gegensatz dazu bildet Ser74 drei

weitere, Ser322 zwei weitere und Ser364 eine weitere Wasserstoftbriickenbindung aus.

Es wurde nicht beobachtet, dass Bindungen aufgehoben wurden, was durch die polarere

Hydroxidgruppe zu erklaren ist.
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Obwohl Wasserstoftbriickenbindungen die dreidimensionale Struktur von Proteinen
stabilisieren, konnten die in der AdR-Fiinffachmutante zusétzlich ausgebildeten, aber un-
erwiinschten, Wasserstoftbriickenbindungen wéhrend der Faltung zu Verzerrungen und
damit zur Destabilisierung des Proteins fiihren.

Moéglicherweise nehmen die Cysteine auch wahrend der Faltung eine essentielle Rolle
ein, so dass durch ihre Mutation zu Serin der Faltungsprozess durch potentiell stiarkere

Wechselwirkungen gestort wird.

Expression und Reinigung der AdR-Dreifachmutante

Die Erzeugung einer AdR-Mutante, deren exponierte Cysteine zu Serin mutiert wurden,
stand als Konsequenz aus den bisher durchgefithrten Experimenten im Fokus. Die De-
tektion dieser Cysteine erfolgte durch zwei unabhingige Thiol-Gruppen-Bestimmungen.
Fiir diese wurden die fiinf AdR-Einfachmutanten, in denen jeweils eines der fiinf Cys-
teine zu Serin mutiert wurde herangezogen. Der erste Test unter Anwendung des Thiol
and Sulfide Quantitation Kits konnte kein klares Ergebnis dariiber liefern, welche Cys-
teine exponiert vorliegen und welche nicht. Aufgrund der Tatsache, dass innerhalb der
Versuchsreihen Unterschiede von bis zu einem Cystein pro Mutante erhalten wurden,
wurde ein weiterer Test herangezogen. In diesem zweiten Test wurde DTNB eingesetzt.
Der Vorteil dieses Tests liegt darin, dass die Proteine im nativen und denaturierten Zu-
stand gemessen und aus ihrem Verhéltnis die Anzahl der exponierten Cysteine, sowohl
des AARWT als auch der Mutanten bestimmt werden kénnen. Der Test ergab, dass die
Cysteine C74, C145 und C322 exponiert vorliegen, wihrend C10 und C364 im Proteinin-
nern lokalisiert sind. Im Folgenden sind die exponierten Cysteine in der Kristallstruktur

dargestellt (Miiller et al., 1998).
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Abbildung 4.5: Oberflichenstruktur der AdR in grau. (A) Seitenansicht auf die NADPH-Doméne. In
rot dargestellt ist das Cystein C74 (B) Seitenansicht auf die FAD-Domé&ne. Dargestellt
in rot sind die Cysteine C145 und C322. Die Cysteine C10 und C364 sind nicht auf der
AdR-Oberflache lokalisiert.

Der Vergleich dieser Ergebnisse mit der Kristallstruktur ergab, dass die drei Cystei-
ne C74, C145 und C322 auf der Oberflache der AdR lokalisiert sind (Abbildung 4.5 A
und B). Der Nachweis der exponierten Cysteine mittels DTNB bestétigte die Kristall-
struktur. Folglich wurde die AdR-Dreifachmutante (AdR_C74S/C145S/C322S) mittels
zielgerichteter Mutagenese hergestellt, exprimiert und chromatographisch gereinigt. Ver-
suche, die Dreifachmutante zu exprimieren, fithrten, wie auch bei der Fiinffachmutante
zuvor, zu keinem l6slichen Protein. Das Protein wurde wieder nur in der Pelletfraktion
detektiert.

Daher wurden die bereits vorliegenden fiinf AdR-Einfachmutanten nach ihrer Expres-
sion und Reinigung einem Test unterzogen, in dem gepriift wurde, welche der Einfach-
mutanten die hochste Stabilitdt bei Ln-CLaNP-5 Zugabe besafs (Universitat Leiden,
Niederlande). Die Mutanten AdR_C145S und AdR_C364S zeigten die hochste Stabi-
litdt bei der Zugabe der NMR-Sonde. Dieses Ergebnis ist dennoch iiberraschend, da
mindestens zwei bzw. drei Cysteine exponiert vorliegen. Offensichtlich scheinen aber die
beiden Cysteine C145 und C364 eine grofere Erreichbarkeit fiir Ln-CLaNP-5 aufzuwei-
sen. Obwohl das Cystein C364 im Innern der AdR lokalisiert ist, ist es aber vermutlich

durch Konformationsénderungen gut fiir Ln-CLaNP-5 zugénglich.

Expression und Reinigung der Mutanten AdR_A und AdR_B

Fiir die Anbringung des Ln-CLaNP-5 war es notwendig AdR-Mutanten zu erzeugen, die

jeweils ein exponiertes Cysteinpaar besitzen. Nach Auswahl der entsprechenden Positio-
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nen fiir die Einfiihrung der Cysteinpaare wurden mittels der ortsgerichteten Mutagene-
se die Mehrfachmutanten AdR_A (pBAR_AdR_(C364S/S425C/K429C) und AdR_B
(pPBAR_AdR_ C1455/C364S/Q232C/K236C) im Klonierungsvektor pMOSBlue herge-
stellt. Nach dem Klonieren in den Expressionsvektor pCWori™ wurde die Expression und
Reinigung der Mehrfachmutanten durchgefiihrt.

Die Mutanten AdR A und AdR_ B lieflen sich direkt beim ersten Versuch exprimieren,
obwohl es sich um Mehrfachmutanten handelte. Frithere Versuche, Mehrfachmutanten
zu erhalten, blieben dagegen erfolglos. Die Mutation mehrerer endogener Cysteine fiihrt
offensichtlich zu erheblichem Stabilitatsverlust, da sie wahrend der Faltung eine stabi-
lisierende Rolle einnehmen koénnten. Im Gegensatz dazu fithrten die Mutationen von

Resten zu Cystein an der Oberflache der AdR zu keiner Destabilisierung.

Expressionsoptimierung aller AdR-Mutanten

Die Expression der fiinf Einfachmutanten war erfolgreich, lieferte dennoch nicht aus-
reichende Mengen an Protein, um weitere Charakterisierungen durchfiihren zu kon-
nen (Tabelle 3.3). Daher wurde zunéchst das Chaperonplasmid pGrol2 eingesetzt, um
die Expressionsrate der Einfachmutanten zu erhdhen (Nishihara et al., 1998). Auch
wurden die Mehrfachmutanten AdR_A (AdR_C364S/S425C/K429C) und AdR_B
(AdR_C1455/C3645,/Q232C/K236C) nach erfolgreicher Mutagenese in JM109 Zellen
mit pGrol2 koexprimiert. Damit konnte die Expressionsrate bereits deutlich erhoht
werden (Abbildung 4.6). Die Zugabe von Arabinose, welches fiir die Induktion der Cha-
peronexpression verwendet wird, fithrt zusétzlich zu osmotischem Stress, wodurch die
Expressionsrate nochmals gesteigert wurde (Kagawa & Cao, 2001).

Der Versuch, eine weitere Erhohung der Expressionsrate zu erzielen, erfolgte durch
den Einsatz des E. coli Stammes C43(DE3) (Miroux & Walker, 1996). Dieser Stamm
besitzt die Besonderheit, aufgrund von zwei bisher unbekannter Mutationen zusétzliche
Membraneinstiilpungen auszubilden. Diese zusétzlich vorhandene Oberfldche unterstiitzt
die Expression von membranassoziierten bzw. membranintegrierten Proteinen. Das der
Wechsel zu diesem Stamm die Expressionsrate weiter erhohte, ist in Abbildung 4.6 (rote
Balken) deutlich zu erkennen. Diese Mafnahme fiithrte bis zu einem 13-fachen Anstieg der

Expressionsrate. Das angewendete IPTG-Screening unterstiitzte zusétzlich die Selektion
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Abbildung 4.6: AdR-Expressionsraten unter Einsatz von (A) JM109 in schwarz, (B) JM109/pGrol2 in
weiss, (C) C43(DE3)/pGrol2 in rot.

der Bakterien, die beide Expressionsplasmide enthielten.
Das in der Arbeitsgruppe bereits etablierte Protokoll konnte durch den Einsatz des
Stammes C43(DE3) und des Chaperonplasmids pGrol2 erfolgreich optimiert werden.
Die Reinheit der Proteine wurde mittels SDS-PAGE iiberpriift und es zeigte sich,
dass alle AdR-Formen mit hoher Reinheit vorlagen. Die Chaperone GroES/EL konnten

wéahrend der Reinigung erfolgreich entfernt werden (Abbildung 3.8).

4.2 Charakterisierung der AdR-Mutanten

Um die Interaktion zwischen AdR und Adx untersuchen zu kénnen, war die Einfiihr-
ung von Mutationen in die AdR notwendig. Da diese zu strukturellen sowie kinetischen
Anderungen der AdR fiihren kénnten, wurden diese eingehend charakterisiert. Eine ver-
anderte Struktur konnte zu einer Storung oder sogar Unterbrechung der Interaktion
zwischen AdR und Adx fiihren, die weitere Untersuchungen unméglich machen wiirden.

Um erste Hinweise auf strukturelle Anderungen zu erhalten, wurden UV /Vis-Spektren
aller AdR-Formen aufgenommen. Das Spektrum des oxidierten AARWT weist Maxima
bei 376 nm und 450 nm auf, sowie Schultern bei 425 nm und 475 nm (Abbildung 3.9 A
und B). Fiir alle untersuchten AdR-Mutanten konnte das gleiche charakteristische Spek-
trum wie fiir den AARWT erhalten werden (Sagara et al., 1993).

Zur néheren Untersuchung der FAD-Region wurden im Folgenden CD-Spektren auf-
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gezeichnet (Abbildung 3.10 A und B). Die im nahen UV (250 - 320 nm) und sichtbaren
Bereich (320 - 650 nm) auftretenden Maxima und Minima zeigten dasselbe charakte-
ristische Muster wie der AARWT. Alle Spektren zeigten das typische CD-Spektrun fiir
Flavoproteine nach der Edmonson-Klassifizierung (Edmondson & Tollin, 1971). Das FAD
wurde somit korrekt eingebaut und die Umgebung des FADs wurde nicht verandert.

In Kombination mit der CD-Spektroskopie wurde die thermische Stabilitdt der Mutan-
ten gepriift. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 3.4 aufgefiihrt. Demnach zeigten
alle Einfachmutanten eine bis zu 5,4°C geringere Schmelztemperatur als der AARWT
(AdR_C10S:-2,9°C, AdR_C748:-5,4°C, AdR_ C145S:-2,2°C, AdR_ C322S: -3,5°C und
AdR_ (C364S: -4,6°C), wihrend die Mehrfachmutanten ihrerseits eine um ca. 6°C gerin-
gere Schmelztemperatur (AdR_A: -6,3°C und AdR_B: -6,4°C) zeigten. Das fiir die
Mutanten AdR_C10S und AdR_ C145S erhaltene Ergebniss ist iiberraschend, da diese
nach der Mutation keine verdnderte Wasserstroffbriickenbindung aufweisen diirften.

Die Reduktion des Adx durch die AdR ist von besonderer Bedeutung. Findet der
Elektronentransfer vom NADPH nicht {iber die AdR auf das Adx statt, ist die Elek-
tronentransferkette unterbrochen, wodurch die Cytochrome P450 zu keiner Substrat-
umwandlung beféhigt wéiren. Um die Reduktionsfiahigkeit der AdR-Mutanten zu priifen,
wurde der physiologische Reaktionspartner AdxW'T herangezogen. Die Unterscheidung
des oxidierten und reduzierten AdxW'T erfolgte spektroskopisch. Die oxidierte Form des
Adx besitzt drei Absorptionsmaxima bei 320, 414 und 455 nm (Grinberg et al., 2000),
wahrend nach der Reduktion des Adx die Abnahme der Maxima bei 320 und 414 nm
zu beobachten ist. Damit einher geht die Maximumausbildung bei 540 nm (Estabrook
et al., 1973). Wie in den Abbildungen 3.11 A und B zu erkennen ist, konnte das cha-
rakteristische Spektrum fiir den reduzierten AdxW'T bei Einsatz aller AdR-Mutanten
erhalten werden, wodurch gezeigt werden konnte, dass die Elektroneniibertragung auf
AdxWTT nicht gestért wurde.

Das Modellsystem, in dem die Elektroneniibertragung iiber die AdR und Adx auf den
artifiziellen Elektronenakzeptor Cytochrom c¢ erfolgt, wurde eingesetzt, um die AdR-
Mutanten néher charakterisieren zu kénnen. Die Reduktion des Adx durch die AdR
ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt beim Elektronentransfer (Lambeth et al.,

1979; Geren et al., 1984; Cupp & Vickery, 1989; Coghlan & Vickery, 1991; Uhlmann
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et al., 1994). Somit kénnen die fiir das Cytochrom c¢ erhaltenen kinetischen Daten mit
denen der AdR gleichgesetzt und verglichen werden.

Die erhaltenen K,,- (0,40 uM) und V,,,.-Werte (455 nmol Cyt ¢,¢q/min) fiir den
AdRWT in Reaktion mit dem AdxWT liegen im Vergleich zu den von Hannemann
et al. (2001) erhaltenen Daten etwas hoher, mit einem K,,-Wert von 0,31 M und
einem V,,,-Wert von 259 nmol Cyt ¢..q/min (Hannemann et al., 2001). Im Gegen-
satz dazu wurden von Uhlmann et al. (1994) fir den AdxWT K, (5,9 nM) und V4z
(7,4 nmol Cyt ¢,¢q/min) Werte im nanomolaren Bereich erhalten (Uhlmann et al., 1994).
Naheliegend ist, dass die verschiedenen Konzentrationen, sowie unterschiedlichen Ver-
héltnisse der Proteine ein Grund fiir die unterschiedlichen Werte sind. Eingesetzt wurde
eine AdR-Konzentration von 0,05 M, sowie Cytochrom ¢ mit einer Konzentration von
65 uM (Uhlmann et al., 1994), wéhrend im Rahmen dieser Arbeit ein Verhéltnis von
1:1:200 (AdR:Adx:Cytochrom c¢) eingesetzt wurde.

Die kinetischen Daten fiir den AARWT in Reaktion mit Adx(4-108) zeigen im Vergleich
zum AdxWT erhohte Werte, wie sie auch von Uhlmann et al. (1994) erhalten wurden
(Uhlmann et al., 1994). Die Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit zeigten ebenfalls er-
hohte K- (60 %) und Vie-Werte (5 %) im Vergleich des Adx(4-108) zum AdxWT
auf.

Mittels des Cytochrom ¢ Tests konnte also gezeigt werden, dass die AdR-Mutanten
kaum Abweichungen zur Wildtyp-Form besitzen und in der Lage sind, die Elektronen-
iibertragung auf Adx zu vollziechen und infolge dessen die Reduktion des Cytochrom ¢
durchfiihrten. Nur fiir die AdR_B-Mutante wurden wie in den Abbildungen 3.12 und
3.13 zu erkennen ist, ein 2-facher K,,-Wert und ein etwas geringerer Wert fir V.
erhalten.

Um die Interaktion zwischen AdR und Adx genauer charakterisieren zu konnen, wur-
den Plasmonresonanzspektren aufgenommen. Damit wurden die Assoziations- (k,) und
Dissoziationsraten (k;) des AdR zum Adx und die aus diesen Daten resultierende Disso-
ziationskonstante (Kp=ky/k,) ermittelt, die Aufschluss {iber die Stérke der Bindung der
AdR zum AdxWT bzw. Adx(4-108) gibt. Die Interaktion zwischen diesen Komponenten,
wie auch zwischen dem AdxWT und den Cytochrom P450 Enzymen, wie z.B. CYP11A1
wurde bereits vielseitig untersucht (Zollner et al., 2002, 2004; Schiffler et al., 2004; Ber-
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wanger et al., 2010). Die erhaltenen Bindungskonstanten fiir die AdxWT-AdRWT Inter-
aktion zeigten im Vergleich zu friitheren Messungen eine erhchte Assoziationrate, sowie
eine verringerte Dissoziationsrate. Dieses Ergebnis resultiert in einer hoheren Affinitit
zwischen den Interaktionspartnern (Tabelle 3.7). Begriindet werden kann dies durch das
verwendete Biacore 2000 System (Zollner et al., 2004; Schiffler et al., 2004), wihrend
in dieser Arbeit das Biacore 3000 System fiir die Analysen eingesetzt wurde. In der
Reaktion des AARWT und der Mutanten mit Adx(4-108) wurden fiir alle AdR-Formen
Kp-Werte in der gleichen Grofenordnung wie fiir den AdxW'T erhalten, wahrend die
Einfachmutanten etwas grofere Abweichungen zeigten.

Die Bestimmung der K,,-Werte erfolgte unter Verwendung des artifiziellen Elektro-
nenakzeptors Cytochrom ¢, welcher withrend der Reaktion im Uberschuss vorlag (Geren
et al., 1984; Cupp & Vickery, 1989; Coghlan & Vickery, 1991; Uhlmann et al., 1994).
Unter dieser Bedingung kann der erhaltene K,,-Wert dem Kp-Wert gleichgesetzt wer-
den (Lambeth & Kamin, 1979; Hannemann et al., 2001). In den folgenden Tabellen 4.1
und 4.2 sind die K,,- und Kp-Werte aus den Experimenten gegeniiber gestellt. Fiir die
AdR_B-Mutante war aufgrund eines Defekts des Geridtes die Messung bis jetzt nicht
moglich.

Tabelle 4.1: Vergleich der kinetischen Daten Tabelle 4.2: Vergleich der kinetischen Daten

der AdR-Formen in Interaktion der AdR-Formen in Interaktion

mit AdxWT. mit Adx(4-108).

AdR-Formen AdxWT AdR-Formen Adx(4-108)

K,, Kp K, Kp

[M] [M] [M] [uM]
Wildtyp 0,40 &+ 0,20 | 0,24 4+ 0,04 Wildtyp 0,64 £ 0,15 | 0,22 4+ 0,08
AdR_C10S 0,55 £ 0,05 | 0,76 £+ 0,08 AdR_C10S 0,55 £ 0,06 | 0,62 + 0,14
AdR_C74S 0,55 £ 0,17 | 0,44 £+ 0,09 AdR_C74S 0,63 £ 0,04 | 0,54 £ 0,12
AdR_C145S | 0,58 +£ 0,15 | 0,56 £ 0,10 AdR_C145S | 0,58 + 0,19 | 0,63 £ 0,24
AdR_(C322S | 0,51 £+ 0,08 | 0,60 + 0,03 AdR_(C322S | 0,59 +£ 0,18 | 0,74 £ 0,11
AdR_(C364S | 0,54 £ 0,06 | 0,57 = 0,10 AdR_(C364S | 0,62 £ 0,18 | 0,44 £+ 0,07
AdR_A 1,28 + 0,52 | 0,20 + 0,04 AdR_A 1,65 + 0,45 | 0,17 + 0,04
AdR_B 0,79 £ 0,12 | 0,34 £+ 0,09 AdR_B 0,80 £+ 0,08 -
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Wahrend die K,,- und Kp-Werte fiir die Einfachmutanten in Reaktion mit beiden
Adx-Formen nur geringe Unterschiede zeigten, liegen die Kp-Werte fiir den AARWT
und die AdR-Mehrfachmutanten unter den K,,-Werten, die mit dem Cytochrom ¢ Tests
erhalten wurden. Eine eindeutige Klarung dieses Phdnomens ist zum jetzigen Zeitpunkt
noch nicht moglich.

Bisher wurde iiberpriift, ob die Mutationen in den AdR-Mutanten Einfluss auf die
Wechselwirkung des AdR-Adx-Komplexes nehmen. Abschliefsend wurde iiberpriift, ob
die geringen Unterschiede in der Interaktion zwischen den Reaktionspartnern den
Substratumsatz beeinflussen. Als Substrat wurde 7-Dehydrocholesterol eingesetzt, das
zu 7-Dehydropregnenolon umgesetzt wird (Slominski et al., 2004). Fiir die Auswertung
der Umsétze wurde nicht wie bisher der interne Standard Cortisol verwendet, sondern
Cholecalciferol. Untersuchungen an unserem Institut zeigten, das Cholecalciferol als in-
terner Standard besser geeignet war als Cortisol (Janocha et al., in Vorbereitung), da
dessen Retentionszeit von 1,5 min nicht mit dem Produktpeak iiberlappte (1,8 min).
Die Retentionszeit fiir Cholecalciferol lag bei 6,1 min. Fiir die Untersuchungen in dieser
Arbeit wurden die Retentionszeiten fiir die verwendete Séaule bestimmt.

Aus den erhaltenen Daten wurden die k..-Werte fiir die AdR-Formen in Interaktion
mit AdxWT und Adx(4-108) ermittelt. Die k.-Werte, die fiir die Mutanten erhalten
wurden weisen gleiche k.,-Werte auf wie die AARWT-Form. Diese liegen in der gleichen
Grokenordnung wie sie bereits durch Schiffler et al. (2001) erhalten wurden. Der k.q-
Wert liegt fiir den AdR-Adx(4-108)-Komplex bei 31-107% s~ und ist damit 2,8-fach hoher
als der Wert fiir den AdR-AdxWT-Komplex mit 11-1073 s~! (Schiffler et al., 2001). Diese
Werte liegen um eine Grofenordnung hoher als die in dieser Arbeit erhaltenen k.,,-Werte
fiir den AdR-Adx(4-108)-Komplex mit 22,8-107* s7! und den AdR-AdxWT-Komplex mit
13,4-10~% s71. Ein méglicher Grund liegt in der Verwendung des heterolog exprimierten
CYP11A1 in dieser Arbeit, wiahrend in fritheren Untersuchungen das CYP11A1 aus den
Nebennieren gereinigt und fiir Untersuchungen eingesetzt wurde (Schiffler et al., 2001).
Eine weitere Moglichkeit kdnnte auch in dem verwendeten Substrat Cholesterol zu finden
sein (Schiffler et al., 2001). Schlieflich konnte es auch in der unterschiedlichen Pufferzu-
sammensetzung begriindet sein. Wahrend in dieser Arbeit HEPES-Puffer (50 mM, pH
7,4) mit 0,05 % Tween 20 verwendet wurde, wurde von Schiffler et al. (2001) 50 mM
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KPP (pH 7,3) mit 0,1 M KCI, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM DTE und 0,05% Natriumcholat

verwendet. Wie bereits zuvor gezeigt wurde, lag der Umsatz im Schnitt um 74 % hoher,

wenn Adx(4-108) fiir die Umsatzreaktionen eingesetzt wurde (Schiffler et al., 2001).
Die relative Produktbildung wurde im Folgenden fiir die AdR-Einfachmutanten und

Mehrfachmutanten im Vergleich zum AARWT aufgetragen (Abbildung 4.7).
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Abbildung 4.7: CYP11A1 abhéngige 7-Dehydrocholesterol Umwandlung zu 7-Dehydropregnenolon in
Anwesenheit der AdR-Formen und entweder AdxWT (schwarz) oder Adx(4-108) (weiss).

4.3 Paramagnetische NMR-Messungen

Die Untersuchung der Interaktion des AdR-Adx-Komplexes erfolgte mit der NMR-
Spektroskopie, insbesondere der TROSY-Methode, mit der die Moglichkeit eréffnet wur-
de, grofere Proteine, sowie Proteinkomplexe zu untersuchen (Pervushin et al., 1997,
Kay & Gardner, 1997; Gardner & Kay, 1998). Durch die optimierte Pulssequenz wer-
den scharfe Resonanzsignale erhalten, die aufgrund ihrer geringeren Linienverbreiterung
auswertbar sind (Pervushin et al., 1997). Damit wurde es moglich, zunéchst den Interak-
tionsbereich des 65 kDa groffen AdR-Adx-Komplexes zu untersuchen. Gemessen wurden
die CSPs der '°N?H-Adx in Ab- und Anwesenheit seines Komplexpartners.
Anschliefsend wurden Paramagneten eingesetzt, deren unterschiedliche Effekte genutzt
wurden, um den Interaktionsbereich genauer untersuchen zu kénnen (Otting, 2008).
Verwendet wurden die Lanthanoide Thulium, welches PCSs verursacht und Gadolinium,
das zu PREs fiihrt. Diese Lanthanoide wurden in das Lanthanoid-chelatierende Molekiil
CLaNP-5 ligiert, welches dann iiber Disulfidbriicken an definierte Positionen der AdR-

Oberfliche gekoppelt wurden. Der Vorteil, den der Einsatz dieser Lanthanoide bietet
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ist, dass sie trotz ihrer sehr dhnlichen chemischen Eigenschaften, grofse Unterschiede in
ihren paramagnetischen Eigenschaften zeigen. Diese wurden im Rahmen dieser Arbeit
genutzt, um weitreichende Distanzinformationen zu erhalten. Durch den Einsatz dieser
neuartigen NMR-Sonde wurden bereits Protein-Protein-Interaktionen untersucht (Vlasie

et al., 2008; Xu et al., 2009).

Bestimmung des Interaktionsbereiches des Adx in Reaktion mit der AdR durch

die Bestimmung der Chemischen-Verschiebungsanderung

Um erste Informationen iiber den Interaktionsbereich des Adx zu erhalten, erfolgten
NMR-Experimente des "N?H-Adx(4-108) in Ab- und Anwesenheit seines Komplexpart-
ners AdR. Durch die Uberlagerung der Spektren konnten unterschiedlich starke CSPs
mit bis zu 0,563 ppm beobachtet werden (Abbildung 3.16). Das Auftreten einiger weni-
ger CSPs mit hohen Werten im Vergleich zu der grofsen Zahl der bestimmten CSPs, gibt
Auskunft dariiber, ob das Protein eine einzige Orientierung wahrend der Wechselwir-
kung mit seinem Komplexpartner aufweist (Prudéncio & Ubbink, 2004; Worrall et al.,
2002, 2003).

Insgesamt wurden fiir 63 Amidgruppen CSPs ermittelt. Diese sind sowohl in der Kern-
doméne (Aspb - Cysb5 und Gly9l - Prol08) als auch in der Interaktionsdoméne (His56
bis Leu90) lokalisiert, wéhrend fiir die Reste 44-56 und 90-94 aufgrund der Anwesenheit
des Eisen-Schwefel-Clusters keine Signale beobachtet wurden.

Unter den Aminosédureresten mit groften CSPs befinden sich auch Asp39, Asp41 und
Gly42, die sich in der Kerndoméne befinden (0,108 ppm, 0,050 ppm und 0,545 ppm),
sowie Asp72, Asp76, Asp79 (0,171 ppm, 0,165 ppm und 0,171 ppm), die in der Inter-
aktionsdoméne des Adx lokalisiert sind. Die Aminosduren Asp76 und Asp79 konnten
bereits durch ortsgerichtete Mutagenese und in der Kristallstruktur als die fiir die Inter-
aktion essentiellen Aminosduren identifiziert werden (Coghlan & Vickery, 1991; Vickery,
1997; Miiller et al., 2001).

Diese Aminoséurereste bilden eine Art Ring um den Eisen-Schwefel-Cluster (Abbil-
dung 3.17). Insbesondere die Aminosdurereste Gly42 und Phe59 zeigten die grofsten
CSPs (0,545 ppm bzw. 0,563 ppm). Auch die benachbarten Reste Phe43 und Glu60
zeigten grofe CSPs (0,251 ppm bzw. 0,236).
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Um die Unterschiede des "N?H-AdxWT zum "N?H-Adx(4-108) wihrend der Interak-
tion genauer zu untersuchen, wurden die CSPs des ’N?H-AdxWT ermittelt. Die NMR-
Messungen des AdR-Adx-Komplexes erfolgten mit der AdR__B-Mutante gekoppelt mit
Lu-CLaNP-5, die aufgrund ihrer diamagnetischen Eigenschaft wie der AARWT behan-
delt werden konnte. In dem Spektrum traten im Bereich von 7,5 - 85 ppm entlang der
'H-Domine Aggregationen auf, welche es verhinderten, dass fiir die bisher noch nicht
zugeordneten Reste des AdxWT mogliche CSPs gefunden werden konnten. Dennoch
war es moglich, insgesamt 59 CSPs fiir die AdxWT-Form zu ermitteln, die in der Ab-
bildung 3.29 gegen die Aminosiurereste aufgetragen sind. Die grofiten CSPs konnten
auch hier fiir die Reste Pheb9 (0,730 ppm) und Gly42 (0,370) erhalten werden. Im di-
rekten Vergleich beider Adx-Formen zeigten die Amidgruppen sehr dhnliche CSPs bei
der Wechselwirkung mit dem Komplexpartner AdR wie in der folgenden Abbildung 4.8

zu erkennen ist.

0,8
0,6
—_
=
g
=g 0,4 1
&
<
0,2 1
00 |'iIT bl |I li all I I —||- |l I"lill J IJI.I IL
Ll
20 40 60 100
Aminosidurereste

Abbildung 4.8: Chemische-Verschiebungsinderung des N?H-AdxWT (schwarz) und N2?H-Adx(4-

108) (rot) in Wechselwirkung mit der AdR, aufgetragen gegen die Aminosdurereste.

Worrall et al. (2003) untersuchte den Interaktionsbereich des AdxWT und des Adx(4-
108) mit dem Cytochrom ¢ mittels der NMR-Spektroskopie. Diese Untersuchungen erga-
ben, dass durch die Interaktion des Cytochrom ¢ CSPs fiir die Reste Val34 und Asp39,
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Asp4l und Gly42 der Kerndoméne sowohl mit dem AdxWT als auch der verkiirzten
Adx-Form beobachtet werden konnte (Worrall et al., 2003).

Das Auftreten von vergleichsweise wenigen, aber groffen CSPs weist wiahrend der In-
teraktion zweier Proteine auf eine einzelne Orientierung hin (Worrall et al., 2003). Dies
konnte auch fiir die Strukturbestimmungen fiir Cytochrom f und Plastocyanin aus Plan-
zen sowie Phormidium laminosum beobachtet werden (Ubbink et al., 1998; Crowley
et al., 2001). Auch die Bestimmungen der CSPs fiir das Adx in der Interaktion mit der
AdR zeigten im Rahmen dieser Arbeit wenige, aber grofte CSPs, so dass auch hier von

einer einzigen Orientierung bei der Interaktion mit der AdR ausgegangen werden kann.

Auswahl der Cysteinpaar-Positionen

Keines der endogenen Cysteine der AdR konnte aufgrund einer zu grofsen Distanz,
bzw. der Position auf unterschiedlichen Schleifen des Proteins verwendet werden (Abbil-
dung 3.1 und 3.2). Daher wurden zwei unterschiedliche Cysteinpaare mit einer Entfer-
nung von 25-35 A zum Adx mittels zielgerichteter Mutagenese in die AdR eingebracht,
die sich auf jeweils einer a-Helix befinden. Dadurch kann die NMR-Sonde rigide ange-
bracht werden. Die Cysteinpaare sind entweder auf der FAD-Doméne (S425C/K429C)
oder auf der NADPH-Doméne (Q232C/K236C) lokalisiert (Abbildung 3.7), so dass die
paramagnetischen Effekte auf das Adx-Riickgrat ausgehend von diesen Positionen un-

tersucht werden konnte.
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Abbildung 4.9: Abgebildet ist die dreidimensionale Struktur der AdR in gelb und die Oberflichenstruk-
tur des Adx(4-108) in braun. Die Cysteinpaare S425C/K429C und Q232C/K236C sind
als Stabmodell in rot dargestellt. Die Cysteinpaare sind in einer a-Helix lokalisiert. Deut-
lich zu erkennen ist auch, dass die Cysteinpaare eine ausreichende Entfernung besitzen,

um die Interaktion zwischen den Komplexpartnern nicht zu storen.

Von besonderer Bedeutung ist, dass die Ankopplung der NMR-Sonde die Stabilitéit des
Proteins nicht verringert, sowie die Interaktion zum Komplexpartner nicht gestort wird.

In Abbildung 4.9 ist zu erkennen, dass diese Bedingungen erfiillt wurden.

Ln-CLaNP-5 Herstellung und Kopplung an die AdR

Fiir die ndhere Untersuchung des Interaktionsbereiches des Adx wurde Ln-CLaNP-5 ver-
wendet, das grofte Vorteile gegeniiber anderen Sonden bietet. Sie wurde iiber zwei Disul-
fidbriicken spezifisch an die Oberfliache eines der Interaktionspartner gekoppelt. Hierzu
wurden die Cysteinpaare in einer a-Helix eingefiigt, wodurch wenig Bewegung ermdoglicht
wurde. In Kombination mit den gegeniiberliegenden Pyridin- N-oxid-Gruppen, wurde die
Rigiditat der NMR-Sonde zuséatzlich gewahrleistet, wodurch der paramagnetische Effekt
die grofite Wirkung zeigte. Das die Rigiditdt der NMR-Sonde von grofer Bedeutung
ist, konnte zuvor durch Untersuchungen gezeigt werden (Vlasie et al., 2007; Keizers

et al., 2007, 2008). Frithere Untersuchungen ergaben auch, dass die Einarmbindung des
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Ln-CLaNP-5.1 (Abbildung 4.10) schwéchere PCSs ausloste (Keizers et al., 2007).
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Abbildung 4.10: Strukturformel des einarmigen Ln-CLaNP-5.1 (Keizers et al., 2007).

Fiir die Messungen der PCSs und PREs wurden die AdR-Mutanten AdR_A und
AdR_ B mit Ln-CLaNP-5 versehen. Die Ankopplung der NMR-Sonde erfolgte immer
in zwei Schritten. Der erste Schritt beinhaltete die Reduktion der Thiolgruppen, gefolgt
von der Ankopplung der NMR~Sonde im zweiten Schritt. Die Ausbeute lag im Schnitt
zwischen 20 - 25 %.

Bestimmungen der Pseudokontaktverschiebungen des '?N?H-Adx(4-108) und
N?H-AdxWT in Komplex mit AdR_A und AdR_B

Fiir die Ermittlung der PCSs wurden zunéchst die AdR_A bzw. AdR_ B mit entweder
Lu-CLaNP-5 oder Tm-CLaNP-5 versehen und in Anwesenheit des '"N?H-Adx(4-108)
gemessen.

Die Proteinkomplexe mit den Mutanten AdR_A und AdR_B gekoppelt mit Lu-
CLaNP-5 zeigten dasselbe Spektrum wie dasjenige des "N?H-Adx(4-108) in Wechselwir-
kung mit dem AdRW'T. Somit besitzt die diamagnetische NMR-Sonde keinen Effekt auf
das 1"N?H-Adx(4-108). Auch kann man aufgrund der auftretenden Verschiebungen (Ab-
bildung 3.20 und 3.22) davon ausgehen, dass die NMR-Sonde in allen Féllen erfolgreich
an die AdR-Mutanten gekoppelt wurden. Die fiir die Mutanten AdR_ A und AdR_B

erhaltenen PCSs sind in der Abbildung 4.11 gegen die Aminosdurereste aufgetragen.
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Abbildung 4.11: Pseudokontaktverschiebungen der °N2?H-Adx(4-108) durch den Einfluss des Tm-
CLaNP-5 gekoppelt an die AdR_ A (rot) und an die AdR_B (schwarz), aufgetragen

gegen die Aminoséurereste.

Im direkten Vergleich ist zu erkennen, dass die PCSs fiir die AdR_ B-Mutante bis zu
viermal hoher liegen als fiir die AR A-Mutante. Hier wird noch einmal deutlich, dass
der Effekt des Paramagneten Thulium in der NMR-Sonde distanzabhéngig ist (Keizers
et al., 2008). Insgesamt 41 PCSs wurden fiir die AdR_ A-Mutante und 33 PCSs wurden
fiir die AdR_ B-Mutante erhalten.

Neben den Mutanten AdR_A und AdR_ B wurden zwei weitere Mutanten AdR_ C
(AdR_C364S/M352C/V357C) und AdR_D (AdR_ C364S/K395C/H398C) auf dieselbe
Art und Weise wie die Mutanten AdR_ A und AdR_ B hergestellt und fiir die NMR-
Experimente herangezogen (siehe Anhang: Tabelle 5.1). In beiden Mutanten sind die

Cysteinpaare, wie in Abbildung 4.12 zu erkennen ist, auf der FAD-Doméne lokalisiert.
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Abbildung 4.12: Dreidimensionale Struktur der AdR in grau. In der AdR-Mutante AdR_C ist das
Cysteinpaar M352C/V357C eingefiigt, wihrend die Mutante AdR_ D das Cysteinpaar
K395C/H398C enthilt. Die Cysteinpaare sind als Stabmodelle in rot dargestellt. Die
Distanz zwischen den Cysteinen betrigt 6,61 A fiir M352C/V357C und 8,89 A fiir
K395C/H398C.

Wihrend die Markierung der Mutanten AdR A und AdR_B mit guter Ausbeute
erreicht wurde, war dies fiir die Mutanten AdR_ C und AdR__ D nicht méglich. Versuche
die NMR-Sonde anzukoppeln wurden durchgefiihrt, aber die iiberlagerten Spektren der
diamagnetischen und paramagnetischen Proben lieferten keine PCSs. Daraus konnte
geschlossen werden, dass die Markierung der Mutanten nicht erfolgte. Eine mogliche
Erklarung konnte sein, dass die gewéhlten Positionen aufgrund von moglichen geringen
Konformationsénderungen der AdR zu keiner Zweiarm-Kopplung fiihrten. Die Distan-
zen zwischen den Cysteinen lagen bei einer Entfernung von 6,61 A fiir M352C /V357C
und 8,89 A fiir K395C /H398C und lagen somit innerhalb der benétigten Distanz von
8 + 2 A . Die Resonanzsignale, die durch eine eventuelle Einarm-Bindung an diese
Cysteine erhalten worden wéren, wiren aufgrund der geringen Grofe moglicherweise
nicht detektierbar gewesen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden nur die PCSs fiir die
Mutanten AdR__ A und AdR_ B in die Docking-Berechnungen einbezogen. Die Mutanten

AdR_C und AdR_D wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht.

Die Wildtyp-Form des Adx besitzt insgesamt 128 Aminosaurereste. Von grofem In-

teresse war, ob das C-terminale Ende, welches die Reste 109-128 einschliefst, wihrend
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der Interaktion mittels NMR-Spektroskopie bestimmt werden kann. Der Kristallstruktur
nach befindet sich das C-terminale Ende des AdxWT in einer Grube zwischen der FAD-
und NADPH-Doméne (Miiller et al., 2001).

Um diese Amidgruppen zu lokalisieren, wurden zuniichst die Spektren der '°NZH-
Adx(4-108) und der N2H-AdxWT-Form gemessen. Die iiberlagerten Spektren sind in
Abbildung 3.27 dargestellt. Zu erkennen ist, dass die Resonanzsignale im Bereich von
7.5 - 8,5 ppm entlang der 'H-Domiéne auf die Anwesenheit des C-terminalen Endes des
N?H-AdxWT resultieren.

Im Folgenden sollten die PCS durch zwei Versuchsreihen ermittelt werden, wobei fiir
beide Bestimmungen die AdR B gekoppelt mit Lu-CLaNP-5 als Referenz diente. Ge-
messen wurden die PCSs, die durch die Kopplung des Tm-CLaNP-5 entweder an die
AdR A, bzw. an die AdR_ B, entstanden. Allerdings traten in allen gemessenen Spek-
tren starke Aggregationen auf, so dass die Zuordnung der Resonanzsignale, insbesondere
in dem Bereich von 7,5 - 8,5 ppm entlang der 'H-Domine, nicht auswertbar waren.

Eine eindeutige Aussage, ob und wie stark PCSs aufgetreten sind, konnte nicht getrof-
fen werden. Die starke Aggregation wurde nicht nur fiir den Komplex des *N2H-AdxWT
mit den AdR-Mutanten AdR_ A und AdR_ B beobachtet, sondern auch fiir den AARWT.
Daher kann nur vermutet werden, dass die Instabilitidt durch das flexible C-terminale
Ende wéhrend der NMR-Messungen ausgeldst wird. Auch die TROSY-NMR lésst somit

keine Aussage iiber die Position des C-Terminus im AdR-Adx-Komplex zu.

4.3.1 Bestimmung der
Paramagnetischen-Relaxationsverstarkung des

"N?H-Adx(4-108) in Komplex mit AdR_B

Zusétzlich zu Thulium, welches PCSs auslost, wurde Gadolinium, welches zu PREs fiihrt,
als zweites Lanthanoid eingesetzt, um Distanzinformationen zu erhalten. Hierzu wurde
Gd-CLaNP-5 an die AdR_ B-Mutante gekoppelt und die Interaktion mit N?H-Adx(4-
108) gemessen. Wenn sich Kerne mit einem Spin ungleich Null in Reichweite des Gado-
liniums befinden, kommt es zur Linienverbreiterung, die mit einer Intensitdtsabnahme

einhergeht (Abbildung 3.24). Wéhrend der Markierung der AdR-Mutanten, aber auch
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wahrend der Messungen in Anwesenheit des Komplexpartners, wurde ab einer Konzen-
tration von 50 uM Aggregation der Proteine beobachtet. Daher erfolgte die Berechnung
der Distanzen zwischen dem Gadolinium und den Amidgruppen des Adx-Riickgrats mit
den Formeln 2.5 und 2.6 (Battiste & Wagner, 2000; Vlasie et al., 2008), die empfindlicher
fiir niedrigere Proteinkonzentrationen sind.

Fiir die Normierung der Intensitétswerte wurde die Aminosdure Thr21 gewahlt, die
auf der Riickseite des Adx(4-108) lokalisiert ist und aufgrund einer Entfernung von tiber
45 A nicht dem Effekt des Gadoliniums unterliegt und deshalb keine Linienverbreiterung
im NMR-Spektrum erfahrt.

Insgesamt 24 Aminosduren wurden fiir die Docking-Berechnungen in zwei Gruppen
von Datensétzen eingeteilt, abhingig davon, ob das Intensitatsverhéltnis den Wert 0,83
iiberschritten hat oder nicht. Dadurch sollte gewéhrleistet werden, das wéahrend der
Docking-Berechnungen die Orientierung des Adx durch die Aminoséuren, die eine hohe
Intensitdtsabnahme zeigten, starker beeinflusst wurde. Die erste Gruppe wies ein In-
tensitatsverhéltnis bis zu 0,83 auf. Fiir diese Reste durften die Distanzen, die durch
die PREs ermittelt wurden, wihrend der Docking-Berechnungen eine Abweichung von
+3A zeigen. Im Gegensatz dazu wurden, als zweite Gruppe, den Aminosduren mit In-
tensitétsverhiltnissen von iiber 0,83 Anderungen der Position von bis zu maximal 44 A,
wahrend der Docking-Berechnungen erlaubt.

Diese 24 Reste, fiir die Intensitdtsabnahmen beobachtet wurden, wurden auf die Ober-
fliche des Adx(4-108) projeziert (Abbildung 3.26). Die Reste Ala81 und Ser88 zeigten
die grofste Intensitdtsabnahme, liegen nahe beieinander und sind, wie in Abbildung 4.13
zu erkennen ist, zum Gadolinium in der an die AdR_B gekoppelte NMR-Sonde hin

ausgerichtet.
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Abbildung 4.13: Paramagnetische-Relaxationsverstarkung (PRE). Abgebildet sind die dreidimensiona-
le Struktur der AdR in gelb und die Oberflichenstruktur des Adx(4-108) in grau.
Aufgetragen sind die erhaltenen RE*"* (Intensititsabnahme) fiir die Amidgruppe auf
der Adx(4-108)-Oberfliche, wobei die Intensitidtsanderung mit R5*"* grofer als 80 rot,
RE™ grofer als 40 orange, RE™ grofer als 10 gelb und R5** kleiner als 10 blau
markiert sind. Amidgruppen mit der hochsten Intensitétsabnahme zeigten die gerings-
te Distanz zum Gadolinium, das in CLaNP-5 ligiert vorliegt, wahrend die Reste mit
abnehmender Intensitdtsidnderung zur Riickseite des Adx(4-108) hin verlaufen. Die
markierten Reste Ala81 und Ser88 zeigten die grofite Intensitdtsabnahme. Gadolinium

ist als rote Kugel dargestellt.

Docking-Berechungen fiir den AdR-Adx(4-108)-Komplex

Der AdR-Adx(4-108)-Komplex wies wiahrend der NMR-Messungen eine viel héhere Sta-
bilitiat als der AdR-AdxWT-Komplex auf, so dass fiir den Komplex AdR-Adx(4-108)
die CSPs, PCSs und PREs bestimmt wurden. Fiir den AdR-AdxWT-Komplex konnten
aufgrund hoher Aggregation nur die CSPs bestimmt werden. Die Docking-Berechungen
erfolgten, mit den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen, daher fiir den AdR-Adx(4-
108)-Komplex.

Fir diese wurden die Komponenten des X-Tensors miteinbezogen, die bei
55,3 - 10732 m? fiir die axiale Komponente und 6,9 - 10732 m? fiir die rhombische Kom-

ponente lagen. Frithere Studien zeigten, dass die Komponenten des X-Tensors unab-
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héngig von der Position des Lanthanoids auf der Oberflache des Proteins sind (Keizers
et al., 2008). Die Grofe des X-Tensors ist allerdings von dem Lanthanoid selbst ab-
héngig (Keizers et al., 2008; Su et al., 2008; Otting, 2008). Die Ausnahme Gadolinium
besitzt aufgrund seiner Elektronenkonfiguration mit sieben Elektronen in der f-Schale
eine isotrope Verteilung, die zu keiner Verschiebung der Resonanzsignale, aber zu PREs
fithrt. Allerdings zeigen auch Lanthanoide mit sehr geringem X-Tensor zuséatzlich PRE
(Otting, 2008).

Mit den empirisch bestimmten eingesetzten Einschrankungen wurde durch Berechnung
eine Strukturlosung erhalten, die in Abbildung 3.33 dargestellt ist. Das Adx in dieser
Struktur zeigte die gleiche Position und Orientierung wie das Adx aus der Kristallstruk-
tur, ist aber um die [-Faltblédtter leicht verdreht. Dies resultiert in einer energetisch
giinstigeren Struktur (13,3 kcal/mol), als sie fiir die Kristallstruktur erhalten wurde
(15,8 kcal/mol). Damit liegt der Q-Gesamtwert fiir die Strukturldsung aus allen expe-
rimentell ermittelten und berechneten PCSs und PREs bei 0,10 und damit geringfiigig
unter dem Q-Wert von 0,11, der fiir die Kristallstruktur erhalten wurde. Der geringere
Q-Gesamtwert fiir die Strukturlosung resultiert dabei aus dem geringeren Teilwert der
PCSs, die fir die Tm-CLaNP-5 gekoppelt an AdR B erhalten wurde. Dieser liegt bei
Q = 0,21 (PCS der Kristallstruktur: Q = 0,23).

Die Standardabweichung zwischen der berechnteten Strukturlosung und der Kristall-
struktur liegt bei 6,4 A mit einem Distanz-Effektivwert (DRMS) von 2,5 A. Der
Unterschied zwischen diesen beiden Werten ist eine Konsequenz aus der Tatsache, das

die Strukturen zueinander rotiert und nicht verschoben sind (Kim et al., 2008).

Das Resultat der Docking-Berechnungen héangt auch davon ab, wie stark die verschie-
denen Einschrinkungen PCS und PREs gewichtet werden. Mit der Annahme, dass die
PCSs und PRE:s fiir die Berechnungen die gleiche Bedeutung haben, wurden die Ener-
gieterme fiir beide so ausgewéhlt, dass sie von dhnlicher Grofenordnung sind und beide
zur Festelegung der Struktur mit der geringsten Energie beitragen.

Eine mogliche Fehlerquelle fiir die, auf PREs basierende, Distanzberechnungen ist der
Wert, der fiir die totale Korrelationszeit 7. verwendet wird. 7, beschreibt die Stérke der

Molekiilbewegegung. Je kleiner ihr Wert ist, umso schneller ist die Molekiilbewegung.
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Auf der Kristallstruktur basierend wurde mittels der Software HYDRONMR (de la Torre
et al., 2000) ein Wert von 7, = 52,0 ns erhalten. Der Einfluss der 7, auf die Struktur-
berechnung wurde durch den Einsatz von zunehmenden Zeiten im Bereich von 43,0 ns
bis zu 57,0 ns iiberpriift. Der geringste Q-Wert, welcher die Distanzen beriicksichtigt,
die mittels PREs ermittelt wurden, wurde bei einer totalen Korrelationszeit von 47,0 ns
erhalten. Die Q-Werte, die fiir zunehmende 7.-Werte erhalten wurden, sind in Abbil-
dung 4.14 aufgetragen. Der Einfluss der 7, bleibt auf jeden Fall innerhalb des Fehlers
des Q-Faktors, zumindest im Bereich von 43,0 - 53,0 ns und folglich wurden 49,0 ns

eingesetzt.

0,036

0,035

0,034

0,033

Q-Wert

0,032 1

0,031

0,030 . . . . : : :
92 44 4 48 50 52 54 56 58
te (ns)

Abbildung 4.14: Optimierung des 7.-Wertes. Die Bestimmung der Distanz zwischen dem Lanthanoid
und den Amidgruppen, die auf Paramagnetische-Relaxationsverstiarkung basiert, wur-
de mit 7.-Werten im Bereich von 43,0 - 57,0 ns berechnet. Diese wurden in Bezug
auf die Distanzen aus der besten Strukturlosung gesetzt. Aus diesen Plots wurden die

erhaltenen Q-Werte gegen den jeweiligen 7.-Wert aufgetragen.

Methoden zur Bestimmung der Proteinstruktur AdR-Adx

In dieser Arbeit gelang es, die Struktur des Komplexes der AdR und Adx in Losung zu
berechnen. Diese Struktur basiert auf den experimentell ermittelten Werten der CSPs,
PCSs und PRES, die als Einschrankungen fiir die Docking-Berechnungen eingesetzt wur-
den. Gleichzeitig wurde gepriift, ob das Fehlen einer bzw. zweier Einschriankungen immer
noch die Berechnung einer verldsslichen Struktur zulésst. Fiir die Docking-Berechnungen
stehen mehrere Programm-Pakete wie z.B. Bigger oder Haddock (Palma et al., 2000; Do-
minguez et al., 2003) zur Verfiigung, die fiir die Berechnungen von Protein-Komplexen

eingesetzt werden kénnen. Der Vorteil dieser Programm-Pakete liegt darin, dass nur ei-
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ne geringe Anzahl experimentell bestimmter Parameter benotigt werden und dennoch
oftmals gute Strukturlésungen erhalten werden.

Die Anwendung der Software Haddock (de Vries et al., 2010) erfolgte zunéachst
ausschlieflich unter Einsatz der experimentell bestimmten CSPs, um die Docking-
Berechnungen fiir den AdR-Adx-Komplex durchzufiihren. In der besten erhaltenen
Strukturlosung war das Adx zwar zwischen beiden Doménen der AdR lokalisiert, al-
lerdings auf der Riickseite des Isoalloxazinringes der AdR, wie in Abbildung 4.15 zu

sehen ist.

Abbildung 4.15: Resultat der Docking-Berechnungen des AdR-Adx-Komplexes unter Anwendung von
Haddock (de Vries et al., 2010). Abgebildet sind die Oberflichenstruktur der AdR
(grau) und die dreidimsionale Cartoon-Struktur des Adx (rot) des kristallisierten Kom-
plexes (PDB Eintrag: 1E6E). Aus den Haddock-Berechnungen wurden die zwei besten
Gruppen, bestehend aus je vier Adx-Molekiilen (PDB Eintrag: 1AYF) als dreidimen-

sionale Schlauch-Strukturen (braun) dargestellt.

In der zweitbesten erhaltenen Strukturlésung war das Adx in derselben Position wie in
der Kristallstruktur lokalisiert, lag aber etwas rotiert vor. Ahnliche Ergebnisse wurden
auch unter Verwendung der Software XPLOR erhalten, wenn nur die CSPs eingesetzt

wurden (Abbildung 4.16).
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Abbildung 4.16: Dargestellt sind 11 Strukturlésungen mit den niedrigsten Gesamtenergien fiir die AdR-
Adx-Komplexe, die durch XPLOR erhalten wurden, wobei nur CSPs beriicksichtigt
wurden. Die Massenschwerpunkte der Adx-Molekiile (PDB Eintrag: 1AYF) aus den
Docking-Berechnungen sind als braune Kugeln dargestellt, wihrend der Massenschwer-
punkt des Adx aus der Kristallstruktur als rote Kugel dargestellt ist (PDB Eintrag:
1E6E). Die AdR aus der Kristallstruktur ist als Oberflichenstruktur in grau abgebildet.

Zusammenfassen kann man an dieser Stelle sagen, dass in den erhaltenen Struktur-
16sungen das Adx iiberwiegend zwischen der FAD- und NADPH-Doméne lokalisiert
war. Genauso wie bei Haddock war in der energetisch giinstigsten Struktur der Eisen-
Schwefel-Cluster auf die Riickseite des FADs gerichtet. Wie diese Ergebnisse zeigen, sind
fiir die Strukturlosung des AdR-Adx-Komplexes offensichtlich zuséatzliche Informationen
notwendig. Docking-Berechnungen, in denen zusétzlich zu den CSPs die PCS-Daten
eingesetzt wurden, lieferten eine Strukturlésung mit einem deutlichen energetischem
Minimum, bei der des weiteren das Adx mit seinem Eisen-Schwefel-Cluster in Rich-
tung des FAD-Isoalloxazinrings gerichtet war. Die Unterschiede sind dabei nur minimal
zu den Strukturlosungen, die durch den zusétzlichen Einsatz der PREs als dritte Ein-
schrankung erhalten wurden. Dabei ist bei der besten Strukturlosung ohne Verwendung
der PRE-Daten der Eisen-Schwefel-Cluster um nur 0,5 A vom FAD weg rotiert. Die 10
Strukturlosungen mit den geringsten Gesamtenergien liegen, wie in Abbildung 4.17 zu
erkennen ist, sehr nahe beieinander. Ihre Standardabweichung, die anhand der Daten
des Proteinriickgrats bestimmt wurde, liegt bei 2,4 A, wihrend fiir die Kristallstruktur

eine Standardabweichung (RMDS) von 3,1 A erhalten wurde.
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Abbildung 4.17: Dargestellt sind die zehn energetisch giinstigsten AdR-Adx-Komplexe, die durch
Docking-Berechnungen unter Verwendung der CSPs und PCSs erhalten wurden. Die
AdR ist als Oberfliachenstruktur (grau) dargestellt. Die Massenschwerpunkte der Adx-
Molekiile sind als Kugeln dargestellt. Dabei gibt die griine Kugel das Adx aus der
Struktur mit der geringsten Gesamtenergie wieder (PDB Eintrag: 1AYF), wihrend
die rote Kugel den Massenschwerpunkt des Adx im kristallisierten AdR-Adx-Komplex
zeigt (PDB Eintrag: 1E6E). Alle braunen Kugeln stehen fiir die Massenschwerpunkte
des Adx (PDB Eintrag: 1AYF), die in geringen Gesamtenergien des Komplexes resul-
tieren. Die Lanthanoid-Ionen sind als pinke Kugeln, ausgestattet mit einem Achsen-
system, welches die X-Tensor-Ausrichtung darstellt, wiedergegeben. Die auf die AdR

gerichtete z-Achse ist blau, wahrend die x- und y-Achsen in gelb dargestellt sind.

Wie diese Untersuchungen zeigten, ist es moglich eine sinnvolle Strukturlésung basie-
rend auf den CSP- und PCS-Daten zu erhalten. Die PRE-Daten verbessern dabei die
Struktur nur minimal.

Die energetisch giinstigste Struktur, die durch Einsatz aller drei Daten-Sétze erhalten

wurde, ist in Abbildung 4.18 wiedergegeben.
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Abbildung 4.18: Dreidimensionale Struktur der energetisch giinstigsten Strukturen des AdR-Adx-
Komplexes, unter zunehmender Verwendung der einschrinkenden Parameter fiir die
Docking-Berechnungen. AdR ist als graue Oberflichenstrukur dargestellt. Adx ist als
Cartoon-Struktur in blau bei ausschliefslicher Verwendung der CSPs, in gelb unter
Verwendung von CSPs und PCSs und in griin bei Einsatz aller drei Arten von Ein-
schriankungen abgebildet. Das Adx aus der Kristallstruktur des AdR-Adx-Komplexes
ist rot dargestellt. Die Lanthanoid-Ionen sind als pinke Kugeln, ausgestattet mit einem
Achsensystem, welche die X-Tensor-Ausrichtung darstellt, wiedergegeben. Die auf die

AdR gerichtete z-Achse ist blau, wihrend die x- und y-Achsen in gelb dargestellt sind.

Grundsétzlich konnten auch die dipolaren Kopplungen der Aminoséurereste (Residual
Dipolar Coupling, RDC) die Strukturaufklarung unterstiitzen. Die Sonde Ln-CLaNP-5
ist ein starkes Alignment Agens (Keizers et al., 2007; Xu et al., 2009) und besitzt das
Potential die RDCs zu liefern, welche zur Optimierung der Proteinstruktur herangezogen
werden konnten (Prestegard & Kishore, 2001). Um jedoch die Anteile der RDC- und der
PCS-Beitriage in den TROSY-Spektren von einander zu trennen, bendtigt man zusétz-
lich das antiTROSY-Spektrum. Aufgrund der niedrigen Konzentration des AdR-Adx-
Komplexes in den vermessenen Proben, konnte die hierfiir notwendige Empfindlichkeit
jedoch nicht erreicht werden.

Die Tatsache, dass die beste berechnete Losung des AdR-Adx-Komplexes in hohem Ma-
e der Kristallstruktur dhnelt, beantwortet die seit langem bestehende Frage nach der
physiologischen Relevanz der cross-linked Kristallstruktur. Es zeigt sich, dass die kris-

tallisierte Komplexstruktur auch die experimentellen Einschrankungen sehr gut erfiillt,
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die durch die NMR-Messungen fiir den Komplex in Lésung gefunden wurden (Abbil-
dung 3.33 - 3.36). In der Kristallstruktur sind Asp39 des Adx und Lys27 der AdR che-
misch miteinander verkniipft. Obwohl diese kiinstliche kovalente Bindung moglicherweise
Auswirkungen auf den Komplex gehabt haben konnte, sind die Entfernungen zwischen
Adx und AdR in der besten berechneten Losung nicht sehr unterschiedlich zu denen in
der Kristallstruktur. Beispielsweise reduziert sich die Entfernung des Asp39 zum Lys27
von 8,9 A in der Kristallstruktur auf 7,6 A in der erhaltenen Strukturldsung (Ca zum
Ca).

In den Untersuchungen des Interaktionsbereiches der Adx-Formen konnten fiir die Ami-
nosduren in dem Bereich von 44 - 56 und 90 - 94 aufgrund des paramagnetischen Cha-
rakters des Eisen-Schwefel-Clusters keine CSPs erhalten werden. Es zeigte sich auch,
dass die Bestimmungen der PCSs essenziell fiir die Docking-Berechnungen waren. Der
Einsatz der dritten Einschrinkung PRE verbesserte die Strukur zwar, aber im geringe
Mafle. Dass aber auch Interaktionsbereiche und damit die Orientierung mittels CSPs
und PREs durchfiihrbar sind, war fiir die Untersuchung des Pseudoazurins in Komplex
mit Nitrit Reduktase gezeigt werden (Vlasie et al., 2008). Auch hier wurde das grofkere
Protein die Nitrit Reduktase mit der NMR-Sonde Gd-CLaNP-5 versehen und dessen In-
teraktionsbereich in der Reaktion mit >N?H-Pseudoazurin bestimmt. Allerdings wurde
das paramagnetische Cu(Il) in Pseudoazurin gegen Zink ausgetauscht, um Linienver-
breiterung zu verhindern (Vlasie et al., 2008). Es konnte bereits zuvor gezeigt werden,
dass der Austausch des Kupfers weder einen grofsen Effekt hinsichtlich der Stabilitdt der
Struktur besaf (Prudéncio et al., 2004), noch die Bindung zur Nitrit Reduktase storte
(Impagliazzo et al., 2007).

Der Eisen-Schwefel-Cluster des Adx ist iiber vier Cysteine kovalent gebunden (Miil-
ler et al., 1998). Thermische Riickfaltungsversuche zeigten, dass das Adx nach der
Auffaltung in die native Form wieder renaturierte (Bera et al., 1999). Auch konnte
gezeigt werden, dass die denaturierte Form des Adx wieder durch den Einbau des
Eisen-Schwefel-Clusters in die native Form gebracht werden konnte (Uhlmann et al.,
1997; Bera et al., 1999; Jose et al., 2002). Damit wiirde die Moglichkeit bestehen,
den paramagnetischen Cluster gegen ein diamagnetisches Metall auszutauschen. Die

Substitution von paramagnetischen Zentren durch diamagnetische wie Gallium wurde
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bereits genutzt, um den Interaktionsbereich zwischen Proteinen ndher untersuchen zu
konnen (Pochapsky et al., 1998; Xu et al., 2006). Da die Expression und Reinigung
von deuteriertem und '*N-markierten Adx bereits kompliziert ist, ist es zum jetzigen
Zeitpunkt schwierig, ausreichende Mengen von deuteriertem und ®N-markierten
Adx herzustellen, in dem die prosthetische Gruppe gegen ein diamagnetisches Metall

ausgetauscht werden kann.

Das Ziel dieser Arbeit, AdR-Mutanten herzustellen, welche fiir die Interaktionsbe-
stimmungen zum Adx verwendet werden konnten, wurde erreicht. Die Expression und
Reinigung war fiir die meisten AdR-Mutanten erfolgreich und durch eine Optimierung
der Expressionsbedingungen wurde zusétzlich noch eine Erhohung der Ausbeute er-
zielt. Die AdR-Einfachmutanten AdR_C10S, AdR_ C74S, AdR_C145S, AdR_(C322S
und AdR_C364S und auch die AdR-Mehrfachmutanten AdR_A (AdR_C364S/-
S425C/K429C) und AdR_B (AdR_C145S/C364S/Q232C/K236C) besafen im Ver-
gleich zum AdRWT durchweg sehr dhnliche strukturelle und funktionale Eigenschaften.
Die AdR-Mehrfachmutanten wurden anschlieffend fiir die Untersuchungen des Interakti-
onsbereiches des Adx(4-108) mit der Lanthanoid-ligierenden NMR~Sonde Ln-CLaNP-5
markiert und die Effekte der verschiedenen paramagnetischen Lanthanoide untersucht.
Die Methode der TROSY-NMR-Experimente in Kombination mit paramagnetischen
Lanthanoiden und deuteriertem und ' N,2H-Adx ermdglichte es den 65 kDa grofen
AdR-Adx-Komplex zu untersuchen. Der Interaktionsbereich des Adx in Wechselwirkung
mit seinem physiologischen Reaktionspartner konnte bestimmt werden, indem drei ver-
schiedene Einschrinkungen fiir die Docking-Berechnungen ermittelt wurden. Die aus
den Docking-Berechnungen erhaltene Struktur besitzt eine sehr grofe Ubereinstimmung
mit der kristallisierten AdR-Adx-Struktur, die allerdings chemisch verkniipft wurde. Die
Einbeziehung der PREs fiihrte zu einer geringfiigig besseren Struktur, als sie durch den
alleinigen Einsatz der CSPs und PCSs ermittelt werden konnte. Die Kombination aus
der paramagnetischen NMR-Spektroskopie insbesondere der TROSY-Methode mit der
Bestimmung der Einschrankungen eréffnet damit den Weg, viele weitere Protein-Protein-
Interaktionen zu untersuchen. Wie auch in dieser Arbeit weiterhin gezeigt werden konnte,

ist es moglich, Proteininteraktionen zu untersuchen, obwohl einer der Interaktionspartner
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eine paramagnetische prosthetische Gruppe triagt. Der AdR-Adx-Komplex konnte trotz
des paramagnetischen Eisen-Schwefel-Clusters des Adx charakterisiert werden. Dies er-
Offnet die Moglichkeit, ebenfalls weitere Interaktionen mit einem nicht austauschbaren

Kofaktor zu untersuchen.
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Aminosaduresequenzen

Aminosiauresequenz des AARWT

Markiert sind die fiinf
STQEQTPQIC VVGSGPAGFY
VINTFTQTAR SDRCAFYGNV
FSARAFVGWY NGLPENRELA
LGALRQSRVK TVWIVGRRGP
PRKRLMELLL RTATEKPGVE
RLEGIGEATR AVPTGDVEDL
GLYCSGWVKR GPTGVITTTM

PVSFSDWEKL DAEEVSRGQA

Aminosaduresequenz der AdR-Fiinffachmutante

Cysteine C10, C74, C145, (C322 und C364 des AdRWT.

TAQHLLKHHS
EVGRDVTVQE
PDLSCDTAVI
LQVAFTIKEL
EAARRASASR
PCGLVLSSIG
TDSFLTGQIL

SGKPREKLLD

RAHVDIYEKQ
LQDAYHAVVL
LGQGNVALDV
REMIQLPGTR
AWGLRFFRSP
YKSRPIDPSV
LQDLKAGHLP

PQEMLRLLGH

LVPFGLVRFG
SYGAEDHQAL
ARILLTPPDH
PMLDPADFLG
QQVLPSPDGR
PFDPKLGVVP

SGPRPGSAFI

VAPDHPEVKN
DIPGEELPGV
LEKTDITEAA
LQDRIKEAAR
RAAGIRLAVT
NMEGRVVDVP

KALLDSRGVW

60

120

180

240

300

360

420

480

Markiert sind die fiinf Serine S10, S74, S145, S322 und S364 des AdRWT.

STQEQTPQIS VVGSGPAGFY
VINTFTQTAR SDRSAFYGNV
FSARAFVGWY NGLPENRELA
LGALRQSRVK TVWIVGRRGP
PRKRLMELLL RTATEKPGVE
RLEGIGEATR AVPTGDVEDL
GLYSSGWVKR GPTGVITTTM

PVSFSDWEKL DAEEVSRGQA

TAQHLLKHHS
EVGRDVTVQE
PDLSSDTAVI
LQVAFTIKEL
EAARRASASR
PSGLVLSSIG
TDSFLTGQIL

SGKPREKLLD

RAHVDIYEKQ
LQDAYHAVVL
LGQGNVALDYV
REMIQLPGTR
AWGLRFFRSP
YKSRPIDPSV
LQDLKAGHLP

PQEMLRLLGH
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LVPFGLVRFG
SYGAEDHQAL
ARILLTPPDH
PMLDPADFLG
QQVLPSPDGR
PFDPKLGVVP

SGPRPGSAFI

VAPDHPEVKN
DIPGEELPGV
LEKTDITEAA
LQDRIKEAAR
RAAGIRLAVT
NMEGRVVDVP

KALLDSRGVW

60

120

180

240

300

360

420

480



Aminosduresequenz der AdR A

Anhang

Markiert ist das Cysteinpaar C425C/K429C, das auf der FAD-Doméne lokalisiert sind.

STQEQTPQIC
VINTFTQTAR
FSARAFVGWY
LGALRQSRVK
PRKRLMELLL
RLEGIGEATR
GLYCSGWVKR

PVSFCDWECL

VVGSGPAGFY
SDRCAFYGNV
NGLPENRELA
TVWIVGRRGP
RTATEKPGVE
AVPTGDVEDL
GPTGVITTTM

DAEEVSRGQA

TAQHLLKHHS
EVGRDVTVQE
PDLSCDTAVI
LQVAFTIKEL
EAARRASASR
PCGLVLSSIG
TDSFLTGQIL

SGKPREKLLD

Aminosauresequenz der AdR B

Markiert ist das Cysteinpaar Q232C/K236C, das

sind.

STQEQTPQIC
VINTFTQTAR
FSARAFVGWY
LGALRQSRVK
PRKRLMELLL
RLEGIGEATR
GLYCSGWVKR

PVSFSDWEKL

VVGSGPAGFY
SDRCAFYGNV
NGLPENRELA
TVWIVGRRGP
RTATEKPGVE
AVPTGDVEDL
GPTGVITTTM

DAEEVSRGQA

Oligonukleotide

TAQHLLKHHS
EVGRDVTVQE
PDLSCDTAVI
LQVAFTIKEL
EAARRASASR
PCGLVLSSIG
TDSFLTGQIL

SGKPREKLLD

RAHVDIYEKQ
LQDAYHAVVL
LGQGNVALDV
REMIQLPGTR
AWGLRFFRSP
YKSRPIDPSV
LQDLKAGHLP

PQEMLRLLGH

RAHVDIYEKQ
LQDAYHAVVL
LGQGNVALDV
REMIQLPGTR
AWGLRFFRSP
YKSRPIDPSV
LQDLKAGHLP

PQEMLRLLGH

Aufgelistet sind die Oligonukleotide, die fiir die

wurden.
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LVPFGLVRFG
SYGAEDHQAL
ARILLTPPDH
PMLDPADFLG
QQVLPSPDGR
PFDPKLGVVP

SGPRPGSAFI

VAPDHPEVKN
DIPGEELPGV
LEKTDITEAA
LQDRIKEAAR
RAAGIRLAVT
NMEGRVVDVP

KALLDSRGVW

60

120

180

240

300

360

420

480

auf der NADPH-Doméane lokalisiert

LVPFGLVRFG
SYGAEDHQAL
ARILLTPPDH
PMLDPADFLG
QQVLPSPDGR
PFDPKLGVVP

SGPRPGSAFI

VAPDHPEVKN

DIPGEELPGV

LEKTDITEAA

LCDRICEAAR

RAAGIRLAVT

NMEGRVVDVP

KALLDSRGVW

60

120

180

240

300

360

420

480

Mutagenese der Mutanten AdR_C
(AdR_ C364S/M352C/V357C) und AdR_D (AdR_C364S/K395C/H398C) verwendet



Anhang

Tabelle 5.1: Sequenzen der QuikChange Mutagenese Primer

Primer Primersequenz 5’—3’

Verwendungszweck

AdR_C_for | GTT GTC CCC AAT TGT GAG GGA CGC
GTT TGT GAT GTG CCA GGC CTC TAC

M352C,/V357C
in AdR_ (3648

CAG GTC CTG

AdR_C_rev | CTG GCA CAT CAC AAA CGC GTC CCT | M352C/V357C
CAC AAT TGG GGA CAA CCC CGA G in AdR_ C364S
AdR_D_for | CAG GAC CTG TGT GCC GGC TGC CTG | K395C,/H398C
CCG TCT GGC in AdR_ C364S
AdR_D rev | GCC AGA CGG CAG GCA GCC GGC ACA | K395C/H398C

in AdR_ C364S

Plasmidkarten

pGro7
(5.4 kbp)
araB

groES
groEL

pACYC ori

\Eoo47 ez
L BsmF lisady

PET-17b

(33080p)

/B3pG Iz

pMOSBlue

(28870p)

%
)
FA
>

Abbildung 5.1:

Plasmidkarten. (A) Expressiosvektor fiir die AdR (Sagara et al., 1993) (B) Expressios-
vektor pGro7. Der Unterschied zum verwendeten Chaperonplasmid pGrol2 liegt im
Resistenzgen. pGrol2 besitzt das Resistenzgen fiir Kanamycin (Nishihara et al., 1998)
(C) Expressionsvektor pET17b (Novagen) (D) Klonierungsvektor pMOSBlue (GE He-

althcare)
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Anhang

Pseudokontaktverschiebungen

Pseudokontaktverschiebungen des Adx(4-108) im Komplex mit der AdR A

Tabelle 5.2: Ermittelte PCS aus der Interaktion AdR_ A und Adx(4-108).

Adx(4-108) Reste | PCS (ppm) H Adx(4-108) Reste | PCS (ppm) ‘

Thr8 -0,098 Ile63 -0,026
Val9 0,003 Phe64 -0,016
Asnl3 -0,013 Glu65 -0,019
Argld 0,059 Lys66 -0,028
Aspl5 0,059 Leu67 -0,030
Gly16 0,033 Glu68 -0,037
Glul7 -0,003 Ala69 -0,031
Thrl8 -0,041 Asp72 -0,010
Leul9 -0,060 Leu84 0,039
Thr20 -0,112 Thr85 0,007
Gly23 -0,142 Asp86 0,035
Lys24 -0,215 Ser88 0,086
Tle25 -0,069 Arg89 0,017
Gly26 -0,138 Ser95 -0,087
Ser28 -0,198 Leu96 -0,166
Leu29 -0,049 Lys98 -0,096
Leu38 -0,210 Ala99 -0,075
Asp39 -0,276 Met100 -0,070
Asp41 0,080 Asnl02 -0,080
Phed3 -0,039 Thr104 0,041
Gln61 -0,003
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Pseudokontaktverschiebungen des Adx(4-108) im Komplex mit der AdR B

Tabelle 5.3: Ermittelte PCS aus der Interaktion AdR_B und Adx(4-108).

Adx(4-108) Reste | PCS (ppm) H Adx(4-108) Reste | PCS (ppm) ‘

Thr8 -0,127 Asp4l -0,099
Asnl3 -0,126 Phed3 -0,031
Argld -0,143 GIn61 -0,464
Aspl5 -0,103 Phe64 -0,583
Gly16 -0,134 Glu65 -0,549
Glul7 -0,107 Glu68 -0,509
Thri8 -0,109 Ala69 -0,843
Leul9 -0,138 AspT72 -1,054
Thr20 -0,123 Leug4 -0,141
Gly23 -0,123 Arg89 -0,457
Lys24 -0,139 Ser95 -0,332
Tle25 -0,127 Lys98 -0,118
Gly26 -0,162 Ala99 -0,123
Ser28 -0,225 Met100 -0,174
GIn35 -0,149 Asn102 -0,153
Asn36 -0,136 Thr104 -0,255
Leu38 -0,075
Marker
DNA-Marker ,,Smartladder Eurogentec

Prestained Protein Marker - Broad Range P7708S NEB

Saulenmaterial
Adx-Sepharose Institut fiir Biochemie (Herr Wolfgang Reinle)
Superdex200 GE Healthcare
Source 30Q GE Healthcare
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Enzyme
Bmrl Promega
Dpnl Promega
HindIll Promega
Ndel Promega

Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase Roche

T4 Ligase Epicentre Biotechnologies
Taq DNA-Polymerase Q-BIOgene
Lysozym Serva

Kits
Nucleobond® Midi Plasmid Preparation Kit Macherey-Nagel
NucleoSpin Extract Kit Macherey-Nagel
QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene
Thiol and Sulfide Quantitation Kit (T-6060) Molecular Probes

Materialien

Amicon Millipore

Carl Roth GmbH Nunc GmbH

Falcon peqLab

Fisher Scientific Qiagen GmbH

Greiner GmbH Tetenal Photowerk
Machery-Nagel GmbH & Co KG TPP Techno Plastic Products AG
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Chemikalien

Amersham Pharmacia Biotech
Acros Organics

Appligene

BD

Biacore

Biochrom KG Seromed
Bio-Rad Laboratories

BioTez GmbH

Biozym GmbH

Clontech Laboratories GmbH
Difco Laboratories

Dulbeco

Euriso-top

Eurogentec

Fuji, Raytest

Fluka AG

Gibco/BRL GmbH

Griissing

Anhang
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Invitrogen BV

Kodak

Merck

Messer Griesheim
MWG Biotech GmbH
New England Biolabs
Promega

Q-Biogene

Qiagen

Roche Molecular Biochemicals
Roth

Santa Cruz

Serva GmbH & Co KG
Sifin

Sigma-Aldrich
Stratagene

VWR



Gerate
Autoklav
AKTA-Prime
CD-Spektrometer
Chromatographiesystem
Elektrophorese Apparatur
Elektroporator
Geltrockner
HPLC
Inkubator
Kiihlzentrifuge
Kiihlzentrifugen
NMR-Rohrchen
NMR-Spektrometer
PCR-Gerét
Sonikator
Vakuumverdampfer
SPR-Geriét
Thermomixer
Ultraschallgerat

Ultrazentrifuge

UV /Vis-Spektralphotometer

Anhang

LVSA 50/70 Zirbus

Pharmacia

Jasco 715 Spektropolarimeter

Akta prime Amersham

Sigma-Aldrich System

Easyject Prima Equibio

Gel dryer model 583 Bio-Rad

Jasco LCI00 Serie

NewBrunswick Scientific

Beckmann Coulter Avanti J-20 (Rotor JLA 8.1000)
Sigma 3K18, 3K30 (Rotoren 12153, 19776)
Shigemi-Réhrchen, Shigemi Inc.

Bruker Avance DMX 600 Spektrometer
Peltier Thermal Cycler PTC-200 Bio-Rad
Emich USD 30

Univapo 100H, RS Laborgerite

Biacore 3000

Eppendorf Thermomixer ,,5436%

USD 30, 2/8 Zoll Sonotrode, Fa. Emich
Hitachi Himac CP753 (Rotor P45)
Shimadzu UV2101PC
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