UNIVERSITAT ZU LUBECK

Aus dem Institut fir Chemie
der Universitat zu Lubeck
Direktor: Prof. Dr. rer. nat. Thomas Peters

Ligandenbindung und Proteindynamik bei
humaner Blutgruppe B Galactosyltransferase und
West-Nil Virus Protease NS2B-NS3

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde
der Universitat zu Lubeck

Aus der Sektion Naturwissenschaften

vorgelegt von
Lena Lisbeth Grimm
aus Starnberg

Lubeck 2015






1. Berichterstatter: Prof. Dr. rer. nat. ThomassPet
2. Berichterstatter: Prof. Dr. rer. nat. Christkdilbner

Tag der mindlichen Priifung: 08.09.2015

Zum Druck genehmigt. Lubeck, den 10.09.2015






ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurden Bindungsstudien sowie Wsuehungen zur Proteindynamik an
Enzymen mittels NMR-Spektroskopie, Oberflachen#Rlasen-Resonanzspektroskopie (SPR)
und isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) durchigeft. Untersucht wurde die humane
Blutgruppe B Galactosyltransferase (GTB) sowieRliatease des West-Nil-Virus (WNV).

Die GTB katalysiert den letzten Schritt der Bio$yde des humanen Blutgruppenantigens B.
Hierbei wird die Galactoseeinheit von UDM>-Galactose (UDP-Gal) auf das H-Antigen
transferiert. Da die Ubertragung des anomeren Kshdéfatoms unter Erhalt der Konfiguration
stattfindet, z&hlt die GTB zu den konfigurationsdtdnden Glycosyltransferasen (GTs). Der
Mechanismus der konfigurationserhaltenden GTsnisGiegensatz zu dem der invertierenden
GTs noch immer unbekannt. Um weitere Details deskBensmechanismus aufzuklaren,
wurde in dieser Arbeit die GTB als Modell fir kagirationserhaltende GTs verwendet.
Kristallstrukturen zeigen, dass es bei der GTB zw¥lekible Schleifen gibt, die bei
Substratbindung und wahrend der Katalyse eindeltmgormationsdnderungen durchlaufen.
Uber die Bewegungen dieser beiden flexiblen Beeeioh freien und im gebundenen Zustand
ist bisher wenig bekannt. Ein besseres Verstardiager Bewegungen sowie der Bindung von
Substraten kdnnen dazu beitragen, neue Erkenntiilsse den Reaktionsmechanismus zu
erhalten und einen besseren Einblick in die Funkiieise dieser Enzyme zu bekommen.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Bindung von Donund Akzeptorsubstraten sowie von
Substratanaloga genauer untersucht. Hierfur wurddie Affinititskonstanten und
thermodynamische Parameter mittels SPR-Spektroskopd ITC ermittelt. Es konnte bestatigt
werden, dass bei der Bindung an die GTB ein kodiveraEffekt zwischen Donor- und
Akzeptorsubstrat vorliegt. Aus den thermodynamiacbaten ist ein deutlicher Unterschied in
den enthalpischen und entropischen Beitrdagen beBuielung des natirlichen Donorsubstrats
UDP-Gal im Gegensatz zum Substratanalog UDP-Gluzaserkennen und kdnnte Hinweise
auf die Substratspezifitit der GTB geben. Neben Wdatersuchung der Substrate und
Substratanaloga konnte auch die Bindung eines itorsbder GTB hilfreiche Informationen
zum Mechanismus der GTs liefern. Die Bindung dédbitors, der aus einem Screening gegen
die Akzeptorbindungsstelle der GTB identifiziert nda, wurde mit STD-NMR- sowie SPR-
Experimenten genauer charakterisiert. Es konnteigewerden, dass der Inhibitor neben der
Akzeptorbindungsstelle auch die Donorbindungsstabekiert und bevorzugt die GTB bindet.
Dabei spielt die Form der Bindungstasche eine gRidke bei der Selektivitat des Inhibitors.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Protein-Ligawéechselwirkung und die daraus
resultierende Veréanderung der Proteindynamik nsit#VR-Spektroskopie von der Proteinseite
aus betrachtet. Fur diese Untersuchungen sollte &mgnalzuordnung mit Hilfe von
Tripelresonanzexperimenten erfolgen. Da die GTB dlomodimer mit einem
Molekulargewicht von 69 kDa fir NMR-Verhaltnissehseggrol3 ist, waren Sensitivitat und
Auflésung der Spektren nicht ausreichend fir einerdnung der Proteinresonanzen. Es
konnten lediglich sechs Aminosaurereste zugeordieetien. Titrationsexperimente mit UDP



zeigten, welche komplexen Veranderungen die BindtogUDP an GTB hervorruft. Da eine
Zuordnung der Proteinresonanzen mit den Tripel@soexperimenten nicht moglich war,
wurden die 51-Methylgruppen der Isoleucine selektiv mifCH,;, in einem ansonsten
deuterierten Protein, markiert. Diese Methode digieh besonders fiir grof3e Proteine. Die
Anzahl der Signale wird deutlich reduziert und dodés Problem der Signaliiberlagerung
minimiert. Zusatzlich ist die Sensitivitdt aufgruigr drei Protonen in den Methylgruppen
deutlich erhéht. Aus vorliegenden kinetischen Datemnte angenommen werden, dass
Konformationsanderungen der GTB im Mikro- bis Milkundenbereich stattfinden. Daher
sollten Carr-Purcell Meiboom-Gill (CPMG)-RelaxatsBispersions Messungen durchgefihrt
werden, die speziell diesen Bereich von dynamisdPeazessen erfassen. Es konnte gezeigt
werden, dass sich die Dynamik des flexiblen Besedr GTB durch Bindung von UDP und
anschlieBender Bindung von H-Disaccharid einer lidbgin Veranderung unterzieht. Dies
konnte ein Hinweis auf das Vorhandensein der offehalbgeschlossenen und geschlossenen
Konformation des internen Loops sein. Im restlicReatein konnte jedoch keine Verdnderung
und keine Bewegung in diesem Zeitbereich beobauwigeten.

Neben den NMR-spektroskopischen UntersuchungeiGd&, sollte in dieser Arbeit auch die
Dynamik der WNV-Protease genauer untersucht werdas West-Nil-Virus gehort zum
GenusFlavivirusin der Familie deFlaviviridae und ist ein humanpathogener Erreger der durch
Moskitos Ubertragen wird. Obwohl eine WNV-Infektieohwere neurologische Schaden zur
Folge haben kann und bereits eine globale Bedrohisfgexistieren bisher noch keine
zugelassenen Therapien oder Impfungen. Die viraleteRse ist verantwortlich fur die
proteolytische Spaltung des viralen Polyproteind stellt damit ein attraktives Ziel fur die
Entwicklung von Inhibitoren dar. Kristallstruktureeigen einen flexiblen Bereich in der WNV-
Protease. Dieser nimmt ohne Inhibitor eine offekenformation an, bei dem sich der flexible
Bereich weit weg vom aktiven Zentrum befindet. Bindin Inhibitor, legt sich dieser flexible
Bereich um das Protein und bildet so das aktivetrden Es wird vermutet, dass die
geschlossenen Konformation die Voraussetzung fig edlistandige katalytische Aktivitat der
Protease ist. Eine Mdglichkeit der Inhibition deotease beruht auf der Inhibierung dieser
Konformationsanderung und der daraus resultiereBildang des aktiven Zentrums.

In dieser Arbeit wurde die Veranderung der Dynadek WNV-Protease bei Bindung von zwei
bekannten Inhibitoren charakterisiert. Mit Hilfe nvo CPMG-Relaxations-Dispersions
Experimenten der selektiVCH; markiertens1-Methylgruppen der Isoleucine konnte gezeigt
werden, dass sich der flexible Bereich in Abwesédrdines Inhibitors mit einer Austauschrate
im mittleren Mikrosekundenbereich zwischen einerfemén und einer geschlossenen
Konformation bewegt. Die Bindung von Inhibitoren alsitisierte die geschlossenen
Konformation und es konnte kein Austausch im Mikbis Millisekundenbereich zwischen
offener und geschlossener Konformation beobacteeden. Diese Experimente legen eine gute
Grundlage fur die genauere Charakterisierung dadiBig sowie fur die Entwicklung neuer
Inhibitoren, die eine Konformationsanderung von deffenen in den geschlossenen Zustand
unterbinden.



ABSTRACT

Ligand binding and dynamic processes were studetyNMR spectroscopy, surface plasmon
resonance spectroscopy (SPR) as well as isothdiralon calorimetry (ITC). The human
blood group B galactosyltransferase (GTB) and thestMNile virus (WNV) protease are the
focus of this thesis.

GTB catalyses the last step of the biosynthestheblood group B. The galactose from UDP-
a-D-galactose (UDP-Gal) is transferred to the H amtigeceptor under retention of the
anomeric center of the donor sugar. Therefore GHrigs to the class of retaining
glycosyltransferases. While the mechanism of inmwgrtglycosyltransferases is mainly
understood, the mechanism of the retaining glyd¢omysferases is still under elucidation. For
further details on the mechanism of retaining gbydwansferases, GTB was used as a model.
From crystal structures, two flexible regions whigtdergo significant conformational changes
during substrate binding and catalysis could betitled. Until now, nearly nothing is known
about these dynamics of the open and closed coaftom A deeper understanding of these
conformational changes and the binding of sub&rateuld lead to new insides of the
mechanism and function of these enzymes.

First the binding of donor and acceptor substrates/ell as analogs to GTB were analyzed to
obtain dissociation constants and thermodynamia.dstieasurements were done with SPR
spectroscopy and ITC. These data validate therfindf mutual allosteric control of binding of
donor and acceptor substrates to GTB. The thernaodiyn data also reveals significant
differences in enthalpic and entropic contributitmghe binding of the natural donor substrate
UDP-Gal, when compared with its substrate analogPiucose. These findings show a
possible way of GTB to discriminate between theuratdonor substrate and its analogs.
Additional, the binding of a glycosyltransferaséiibitor was analyzed by STD-NMR- and
SPR-experiments. The inhibitor was identified bypr@vious NMR screening against the
acceptor binding site and was demonstrated to beffaative inhibitor of GTB. It was found
that the binding of the inhibitor is specific folT& and interferes with both the acceptor and
donor binding. The shape of the binding pocket glaycrucial role for the selectivity of the
inhibitor.

Further, the protein-ligand interactions and thsulttng changes in protein dynamics were
analyzed by NMR spectroscopy. For these experinmtartsesonance assignment of the protein
IS necessary and isotopically labeled GTB was pegp#or the assignment with triple resonance
experiments. Due to the large size of the 69 kD& @imer, sensitivity and resolution of the
NMR spectra did not allow straightforward assignimarthe protein. Only a chain of six amino
acids could be identified. The complexity of thending of UDP to GTB was shown by
monitoring the chemical shift perturbation duririgation of the donor substrate to GTB by
NMR spectroscopy. Since the resonance assignméhttiiple resonance spectra showed no
success further labeling strategies were necesthgbl-methyl groups of isoleucine residues
were labeled with®CH; in an otherwise deuterated protein. The numbsigsfals and therefore



the complexity of the resulting spectrum is dracally reduced. Furthermore, the sensitivity of
the signals is much higher since there are thremps for each methyl group compared to the
one exchanging proton for each amide group. Kirgdita suggested the conformational change
of the flexible regions to be in the micro- to nsdicond time scale.They can be measured by
NMR spectroscopy with Carr-Purcell Meiboom-Gill (&B) relaxation dispersion
experiments. A clear change in the dynamics ofriteenal loop of GTB is shown upon binding
of the donor substrate UDP following by the bindofgthe acceptor substrate H-disaccharide.
These findings could be an evidence for the exigtenf the open, semi-closed and closed
conformation of the internal loop. In the restloé pprotein no dynamics in this time scale could
be observed.

Another focus of this thesis is the dynamic invgation of the West Nil virus protease. West
Nil virus is a human pathogen which belongs togbeusFlavivirus of the familyFlaviviridae.
Spread through mosquitoes a WNV infection causesreehuman diseases. Despite its growing
distribution and epidemic character, no antivinatments have been developed that can
prevent or cure this infection. The viral protea$&VNV is essential for viral replication and
therefore an attractive target for drug developme@nystal structures reveal a flexible part in
the protein. In the absence of an inhibitor, thast s located far away from the active site. In
the presence of inhibitors it wraps around the ginoforming the active site. The closed
conformation appears to be a requirement for frotgolytic activity. A possible inhibition of
the WNV protease is to trap the enzyme in the dpactive conformation.

To get a better view, the change of dynamic praseapon binding of two known inhibitors to
the WNV protease was investigated. CPMG relaxati@mpersion experiments of selective
®*CH; labeled 31-mehtyl groups of isoleucine residues were peréatmin the absence of
inhibitors, dynamic exchange between the open dosked conformation in a time scale of
microseconds could be observed. The binding obitdrs stabilized the closed conformation
and no exchange on this time scale could be mehstihese experiments are not only a good
way to characterize the binding of inhibitors, llgo provide insights for the development of
new inhibitors trapping the open conformation af WNV protease.
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Einleitung

1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit liefert wesentliche neue dfrktnisse zu der Funktionsweise der
humanen Blutgruppe B Galactosyltransferase (GTBals ergeben sich neue Ansatze fir
zukinftige Untersuchungen bis hin zur Aufklarung #atalysemechanismus. Zusatzlich wurde
in dieser Arbeit die Protease des West-Nil-Virug atrukturelle Dynamikanderungen bei
Bindung bekannter Inhibitoren untersucht und sodetr Weg fir das Design weiterer
Inhibitoren bereitet.

Die Arbeit ist in vier Abschnitte eingeteilt. Zu &an werden die biochemischen Grundlagen
beider Enzyme sowie deren biologische Relevanzedtelit. Im zweiten Teil werden die
verwendeten Methoden erlautert sowie die experiatient Bedingungen aufgefiihrt. Im dritten
Kapitel werden die Ergebnisse der Charakterisierdeg Bindung von Substraten und eines
Inhibitors an die GTB gezeigt. Protein-NMR-spekkasische Untersuchungen wurden sowohl
mit der GTB als auch mit der West-Nil-Virus Proteagurchgefihrt. Die erhobenen Daten
werden im vierten Abschnitt diskutiert und absdbdird ein Ausblick auf fortfiihrende Projekte
gegeben.

1.1 Glycobiologie

Die Molekularbiologie beruht darauf, dass Inforraagn von der DNA zur RNA zu Proteinen
weitergegeben wird. Mit dem Wissen dieses linedndarmationsflusses ist die Moglichkeit
gegeben, Manipulationen auf allen Ebenen diesee®@gsdurchzufiihren, Sequenzhomologien
zu untersuchen und damit verwandte Funktionen unelugondre Verbindungen
vorherzusagen. Fur den Aufbau von Zellen, GeweBeganen und intakten Organismen sind
jedoch zwei weitere Molekillklassen von essentidiedeutung. Hierbei handelt es sich um
Lipide und Kohlenhydrate. Diese sind unter anderemichtige Bestandteile im
Energiestoffwechsel, bei Signal- und Erkennungswegavie ein essentieller Teil struktureller
Eigenschaften. Zuséatzlich gehort die Modifikatioronv Proteinen mit  Lipiden und
Kohlenhydraten zu den wichtigsten posttranslatiemaiodifikationen. Dies erklart auch wie
aus einer relativ kleinen Anzahl an Genen, einerswme biologische Komplexitat in Form von
Entwicklung, Wachstum und der Funktion intakter @ngmen entstehen kann (Rademacher,
Parekh et al. 1988; Varki, Cummings et al. 2009¢. Glycobiologie untersucht Kohlenhydrate
in biologischen Systemen. Hierbei beschaftigt gt $m Allgemeinen mit deren Strukturen,
Chemie, Biosynthese und der Funktion von Proteiden sie tragen, erkennen, auf- oder
abbauen. Die Grundbausteine von Kohlenhydraten $#ahosaccharide, welche durch
Glycosyltransferasen Uber glycosidische Bindungem ®ligo- und Polysacchariden
zusammenfugt werden. Die grof3e Anzahl an Monosacmund mogliche Vernetzungen
dieser fuhrt zu einer enormen Vielfalt unterschaddir Oligo- und Polysaccharide. Diese
Glycane kommen als separate Einheiten, aber agcBoglenannte Glycokonjugate vor. Hier
werden sie kovalent an weitere Biomolekiile, wie Beispiel Proteine oder Lipide gebunden.
Glycokonjugate spielen in verschiedenen ProzessenWirt-Pathogen Interaktionen bis zur
Immunantwort eine wichtige Rolle und sind daher grolRem Interesse (Varki 1993; Dwek

17



Glycosyltransferasen

1996; Ohtsubo and Marth 2006). Veranderungen int@ylierungsmuster von Proteinen oder
auf Zellmembranen konnen direkt mit ernsthaftennkreiten wie Krebserkrankungen und
Alzheimer verbunden sein (Fuster and Esko 2005;wézMacauley et al. 2008; Varki,
Cummings et al. 2009).

1.2 Glycosyltransferasen

Da Kohlenhydrate eine wichtige Rolle in unterschaxdn biologischen Systemen spielen, ist
es von grofRer Bedeutung die Funktionsweise vondslgasen und Glycosyltransferasen zu
verstehen. Die katalysierte Hydrolyse der glycasiden Bindungen durch die Glycosidasen
konnte bereits gut charakterisiert werden (DavWéackenzie et al. 1998; Zechel and Withers
2000). Hingegen ist der Mechanismus der Glycosyfiersasen, welche die glycosidischen
Bindungen formen, noch nicht vollstandig geklartlygasyltransferasen katalysieren den
Transfer eines Monosaccharids von einem aktiviebienorzucker auf einen Akzeptor. Bei den
Donorzuckern handelt es sich am haufigsten um Mtkleucker. Jedoch kbénnen auch
Lipidphosphate und unsubstituierte PhosphatzuckerDmnorzucker dienen (Weadge and
Palcic 2008). Neben Monosacchariden kénnen aucheg@tigosaccharideinheiten tUbertragen
werden (Silberstein and Gilmore 1996; Hug and FallR011). Akzeptorsubstrate enthalten
meistens Zucker, kénnen aber auch Lipide, Protddi¢A, Antibiotika oder andere kleine

Molekile sein (Lairson, Henrissat et al. 2008; Wpmend Palcic 2008). Glycosyltransferasen
sind spezifisch fir ihre Donor- und Akzeptorsuldstnand arbeiten regio- und stereospezifisch.

1.2.1 Klassifikation und Strukturen

Glycosyltransferasen  kénnen anhand ihrer  Primddstry ihrer Donor- und
Aktzeptorsubstratspezifitdit sowie dem entstandeReodukt in unterschiedliche Familien
eingeteilt werden (Campbell, Davies et al. 1997utio, Deleury et al. 2003). In der
Carbohydrate-Active EnZymd3atenbank (CAZy: http://www.cazy.org) konnen 97 Hamn
anhand ihrer Primarstruktur klassifiziert werdema(® April 2015) (Cantarel, Coutinho et al.
2009). Obwonhl die Glycosyltransferasen in ihremfnistruktur eine grofe Diversitat zeigen,
kdnnen die Glycosyltransferasen (GT) in zwei gratzliche Faltungsmuster, die GT-A und
GT-B sowie Varianten davon, eingeteilt werden (giéfbbildung 1.1) (Bourne and Henrissat
2001; Breton, Snajdrova et al. 2006). Zusatzlichrdeueine lysozym-ahnliche Faltung far
Peptidoglycan-Glycosyltransferasen (Lovering, dest@aet al. 2007), sowie eine weitere
Faltung von integralen Membranprotein-Glycosyltfarssen, die GT-C, beobachtet (Liu and
Mushegian 2003; Igura, Maita et al. 2008; Alderwicloyd et al. 2011).

Der Faltungstyp GT-A besitzt zwei nah beieinandegdnde p/o/p-Rossmann-ahnliche
Faltungsmotive, die an der Nukleotidbindung miteldggt sind. Die meisten Enzyme mit GT-A
Faltung besitzen ein konserviertes DXD-Motiv (AspAXp) im Zentrum des Proteins, welches
ein bivalentes Kation fir die Donorbindung koordmi (Unligil and Rini 2000). Der
Faltungstyp GT-B besitzt ebenfalls zwu/p-Rossmann-ahnliche Faltungsmotive, die jedoch
flexibler miteinander verbunden sind und bei desh das aktive Zentrum zwischen diesen
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beiden Doménen befindet. Im Gegensatz zu Glycasydterasen mit einer GT-A Faltung ist
die Aktivitat von Glycosyltransferasen mit einer BTFaltung unabhéngig vom Metallionen.

B

Abbildung 1.1 | Faltungsmuster von Glycosyltransfessen. Gezeigt sind die katalytischen Domé&nen mit den
Faltungsmustern des Typs (A) GT-A und (B) GT-B am Bieisder SpsA vorBacillus subtilus(PDB ID: 1QGQ)
(Charnock and Davies 1999) und am Beispiel @#&lucosyltransferase aus T4-Phagen (PDB ID: 1JGréra,
Lariviere et al. 2001).

Glycosyltransferasen sind in eukaryotischen ZeNegit verbreitet. Sie befinden sich im
endoplasmatischen Retikulum, im Golgi-Apparat, igtdplasma an der Plasmamembran sowie
im Zellkern (Spiro 2002; Lairson, Henrissat et 2008). Generell haben alle golgistandigen
Glycosyltransferasen den gleichen Aufbau. Sie besit einen kurzen N-terminalen
cytoplasmatischen Schwanz, daran eine Transmemimaik, die Uber eine Stammregion mit
der C-terminalen katalytischen Domdane verbunden [Bamit gehdren sie zu den
Transmembranproteinen Typ 1l (Paulson and Colle@919arki, Cummings et al. 2009).
Neben den membranstandigen Glycosyltransferasestieggh auch l6sliche Formen von
Glycosyltransferasen. Diese sind in Sekreten ungp&dlissigkeiten zu finden und entstehen
durch proteolytische Spaltung im Bereich der Staegian (Beyer, Sadler et al. 1981; Paulson
and Colley 1989).

1.2.2 Katalysemechanismen

Neben der strukturellen Einteilung kdnnen die Gsydmansferasen auch anhand ihrer
Stereospezifitdt eingeteilt werden. Hier wird 2zwieo den invertierenden und
konfigurationserhaltenden Glycosyltransferasenrsotéeden (Sinnott 1990). Der Donorzucker
wird entweder unter Erhalt oder unter Umkehr der nfiguration am anomeren
Kohlenstoffatom tbertragen (siehe Abbildung 1.2 Binteilung nach der Stereospezifitat ist
ganzlich unabhangig vom Faltungstyp der Glycosy#fferasen. Es existieren sowohl
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invertierende als auch konfigurationserhaltendec@yltransferasen mit dem Faltungstyp GT-
A bzw. GT-B (Coutinho, Deleury et al. 2003).

Donorsubstrat (I?
“O—P—O0OR
o ! o 0
— -
"o "ﬁ |O HO /m/ow“
I
|
+ 0" invertierende GT
Q
HO & konfigurationserhaltende GT
Akzeptorsubstrat -
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Il O )
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o

Abbildung 1.2 | Stereoselektivitat von invertierenén und konfigurationserhaltenden Glycosyltransferasn
(GTs). Ubernommen von (Lairson, Henrissat et al. 2008)Rrails Rest von Donor- bzw. Akzeptorsubstrat.

Es ist offensichtlich, dass sich der Mechanismusr dewvertierenden und

konfigurationserhaltenden Glycosyltransferasen rsoteidet. Der Mechanismus der
invertierenden Glycosyltransferasen ist gut unswnd entspricht im wesentlichen einem
sogenanntendirect displacement \8-like Mechanismus (Abbildung 1.3). Der direkte
nucleophile Angriff der Hydroxylgruppe des Akzeman das anomere Kohlenstoffatom des
Donors wird durch eine basische Seitenkette imvaktiZentrum der Glycosyltransferase

katalysiert. Ein bivalentes Kation bzw. ein weites®minosaurerest stabilisiert dabei die
Abgangsgruppe.
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Abbildung 1.3 | Katalysemechanismus invertierenderGlycosyltransferasen. Gezeigt ist ein Beispiel einer
metallionenabhangigen Glycosyltransferase. Die Reakerlauft (iber einen sogenanntinect displacement\2-

like Mechanismus mit einem Oxocarbenium-lonen-ahnlicli#mergangszustand. Ubernommen von (Lairson,
Henrissat et al. 2008) mit R als Rest von Donor- bgkeeptorsubstrat.
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Fur die konfigurationserhaltenden Glycosyltransgerawerden unterschiedliche Mechanismen
diskutiert. Zum einem konnte ein doppelteg28$/1echanismus und zum anderen eig-S
ahnlicher Mechanismus (innere nucleophile Subaiit)it stattfinden (siehe Abbildung 1.4)
(Davies 2001; Lairson, Henrissat et al. 2008; Séag et al. 2011). Bei dem doppeltai2S
Mechanismus kommt es zu einem nukleophilen Angiiifier Seitenkette des Enzyms auf das
anomere Kohlenstoffatom des Donorzuckers und dsthiich ein Glycosyl-Enzym-Intermediat
mit invertierter Konfiguration. In einem zweiten I8itt findet ein nucleophiler Angriff des
Akzeptors auf das anomere Kohlenstoffatom des Dummsers statt, wobei sich die
Konfiguration erneut umkehrt. Fur einige Glycosyttsferasen, wie zum Beispiel der bovinen
a-1,3-Galactosyltransferase oder den humanen Blopgm-Glycosyltransferasen, konnten
geeignete funktionelle Gruppen in den aktiven Zamidentifiziert werden, die als Nukleophil
dienen kénnten (Gastinel, Bignon et al. 2001; Rersky et al. 2001; Patenaude, Seto et al.
2002). Einige Studien mittels Massenspektrometdbemical rescueund theoretischen
Berechnung weisen auf die Bildung eines GlycosyyiEmIntermediats hin (Andre, Tvaroska
et al. 2003; Monegal and Planas 2006; Soya, Faaf) 2011). Bisher konnte das Intermediat
jedoch nur an zwei Mutanten der Glycosyltransferasgchgewiesen werden (Lairson, Chiu et
al. 2004; Soya, Fang et al. 2011). Ein Nachweislkermediate an Wildtyp Enzymen konnte
bisher noch nicht erfolgen. Neuere theoretische&werungen (Bobovska, Tvaroska et al. 2015)
weisen darauf hin, dass bei den Blutgruppen-Ghit@ssferasen ein \Bahnlicher
Mechanismus wahrscheinlicher ist.

Bei dem Ki-dhnlichen Mechanismus kommt es zu einem nukldephiAngriff der
Hydroxygruppe des Akzeptors auf das anomere Kotdéatom des Donors. Der Angriff
geschieht von der gleichen Seite wie der Bindungsbrder Abgangsgruppe. Die Reaktion
konnte entweder konzertiert oder schrittweise (@rrsehr kurzlebiges Intermediat ablaufen
(siehe Abbildung 1.4) (Breton, Snajdrova et al. @dGairson, Henrissat et al. 2008; Lee, Hong
et al. 2011). Bei einigen konfigurationserhaltend@tycosyltransferasen wird dieser
Mechanismus vermutet. Hierzu z&hlen unter andere diipopolysaccharyé-1,4-
Galactosyltransferase C (LgtC) (Persson, Ly et2801; Tvaroska 2004), die Trehalose-
Phosphorylase (Goedl, Griessler et al. 2006), diehdlose-6-Phosphat-Synthase (OtsA)
(Gibson, Turkenburg et al. 2002; Ardevol and Rovi201ll) sowie die a-1,2-
Mannosyltransferase (Kre2p/Mntlp) (Lobsanov, Ronetral. 2004; Bobovska, Tvaroska et al.
2014). Dieser Mechanismus kann aber nicht auf akKenfigurationserhaltenden
Glycosyltransferasen tUbertragen werden, denn bdieslen Glycosyltransferasen konnte bisher
noch kein magliches katalytisches Nukleophil imiat Zentrum identifiziert werden.

Trotz dieser vielversprechenden UntersuchungenEménntnissen der letzten Jahre, konnte
der Mechanismus der konfigurationserhaltenden Gljt@nsferasen bisher nicht geklart
werden. Neben diesen drei bisher untersuchten Ndszhan ist es auch vorstellbar, dass
Mechanismen vorliegen, die sowoh|2s als auch @- bzw. S1-Charakter besitzen (Lairson,
Henrissat et al. 2008; Bobovska, Tvaroska et dl520
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Abbildung 1.4 | Mégliche Katalysemechanismen konfigrationserhaltender Glycosyltransferasen.Gezeigt ist
ein Beispiel einer metallionenabhéngigen Glycosgifarase. Mdgliche Mechanismen sind der (A) dopp8ie-
Mechanismus oder der \i@Mechanismus der entweder (B) schrittweise uUber

aahr kurzlebiges
lonenpaarintermediat ablauft oder (C) konzertietiehommen von (Davies 2001; Lairson, Henrissatl.e2G08;
Soya, Fang et al. 2011) mit R als Reste von Donav- Bkzeptorsubstrat.
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1.2.3 Proteindynamik

Um den Mechanismus der Glycosyltransferasen valltgaufzuklaren, sind Untersuchungen
der strukturellen Dynamik unerldsslich. Proteindsee unterschiedliche dynamische Prozesse
im Bereich von Pikosekunden bis Sekunden und laagieHierzu zahlen Bindungsvibrationen,
Rotation der Seitenketten, Loop-Bewegungen undBdiwegung einzelner Domanen (Henzler-
Wildman and Kern 2007). Diese Bewegungen habemehnefluss auf verschiedene Prozesse
wie zum Beispiel auf die enzymatischen Funktionen ®roteinen (Boehr, Dyson et al. 2006;
Loria, Berlow et al. 2008; Namanja, Wang et al. @0Signal- und Regulationswege (Smock
and Gierasch 2009) sowie Thermostabilitat (Kaméeed Middaugh 2008). Auch nehmen sie
Einfluss auf die Faltung sowie Fehlfaltung und Aggation von Proteinen (Dyson and Wright
2005; Neudecker, Lundstrom et al. 2009). Konforore@nderungen in Proteinen gehen einher
mit Protein-Protein, Protein-Ligand Interaktioneowse katalytischen Mechanismen. Auch
Ubergangszustande die wahrend der enzymatischemlyiat entstehen, werden durch
Bewegungen im Protein stabilisiert. Daher ist é8 gechtig diese Bewegungen in Proteinen zu
untersuchen, um den Mechanismus der enzymatischehy/e zu verstehen.

In den humanen Blutgruppe A und B Glycosyltrangfera finden zum Beispiel bei
Substratbindung eindeutige Konformationsanderungfett. Kristallstrukturen ohne Substrat
weisen zwei hochflexible Bereiche auf. Diese fléxibBereiche konnten in Kristallstrukturen
mit Substrat aufgelost werden (Alfaro, Zheng eRaD8). Diese konformationellen Anderungen
konnten auch in weiteren Glycosyltransferasen beuba werden (Persson, Ly et al. 2001;
Chiu, Watts et al. 2004).

Es gibt viele Methoden, Bewegungen von Enzymenrgarauchen. Am aussagekraftigsten ist
die NMR-Spektroskopie in Kombination mit Dynamiksilationen. Hierbei kann die
Bewegung lokaler Strukturen sehr gut untersuchdemr(Doniach and Eastman 1999; Wand
2001). Die meisten dreidimensionalen Strukturen @ycosyltransferasen wurden mit Hilfe
von Kristallographie aufgeklart. Die Strukturaufklag von Glycosyltransferasen mittels NMR-
Spektroskopie war bisher noch nicht mdglich. Glytioansferasen werden mit einem
Molekulargewicht von Gber 30 kDa in den Bereich dgoRRen Proteine eingeteilt. Grol3e
Proteine bewegen sich in Losung langsam und beséize schnelle transversale Relaxation.
Dies fuhrt zu einer Linienverbreiterung der Sign#@ach steigt die Anzahl der Signale mit der
Proteingrof3e und die Spektren werden untbersibetlicObwohl neue Methoden in der NMR-
Spektroskopie, wie zum Beispiel die selektive Deatang und das selektivEC Markieren
von Methylgruppen in Kombination mit TROSY-Experinten (Kay 2011) entwickelt wurden,
gestaltet sich das Arbeiten mit Glycosyltransfemaseiterhin als problematisch. Dies liegt
unter anderem daran, dass Glycosyltransferasentemgisnembrangebunden sind und die
Ldslichkeit auch bei Abspaltung der Membrandomaebr sgering ist. Zusatzlich weisen
Glycosyltransferasen Bewegungen im Mikro- bis Méakundenbereich auf, was zu
Linienverbreiterungen der NMR-Signale durch konfationellen Austausch fiihren kann.
Daher sollten sowohl die Kristallstrukturen alsfade Ergebnisse der NMR-Spektroskopie mit
Dynamiksimulationen verbunden werden, um einen geren Einblick in die Mechanismen der
Glycosyltransferasen zu erhalten.
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1.2.4 Glycosyltransferaseinhibitoren

Wie bereits zuvor beschrieben, spielen GlycaneGigdosyltransferasen in vielen biologischen
Prozessen eine wichtige Rolle. Die Funktionsweisel wuch die Rolle verschiedener
Glycosyltransferasen bzw. GlycosylierungsmusteZélien, Geweben und Organismen sind
noch nicht im Detail bekannt. Veranderungen in G$ydtransferasen oder das Fehlen dieser
Gene konnen in einigen Fallen letal sein. Um essbees Verstandnis daflir zu bekommen, ist
die Entwicklung von Inhibitoren bzw. Modulatorenr dglycosyltransferasen von allgemeinem
wissenschaftlichem Interesse. Dabei sind vor alldmhibitoren fiir therapeutische
Anwendungen (Yuriev, Farrugia et al. 2005; Browmawford et al. 2007), aber auch fur die
Produktion von Glycokonjugaten mit speziellen Glygeerungsmustern (Hamilton and
Gerngross 2007) von Interesse.

Bis zum heutigen Zeitpunkt konnten nur wenige litbilen flr Glycosyltransferasen entwickelt
werden (Compain and Martin 2001; Schaefer, Albér.e2012; Schaefer, Sindhuwinata et al.
2013). Glycosyltransferasen sind Zwei-Substrat BErmzy mit einem Donor- und
Akzeptorsubstrat. Die Entwicklung moglicher Inhdrgn basiert hauptsdchlich auf der
Blockierung des aktiven Zentrums. Substratanalogdockkeren entweder die
Donorbindungsstelle, die Akzeptorbindungsstellerdatide Bindungsstellen gleichzeitig. Die
Affinitat der Donorsubstratanaloga ist meist hobhés die der Akzeptorsubstratanaloga. Die
Akzeptorsubstratanaloga sind meist jedoch spehifiscund wirken gegen einzelne
Glycosyltransferasen wohingegen Donorsubstratanaloft gegen ganze Klassen von
Glycosyltransferasen wirken. Die Affinitaten untgdreiden sich jedoch nicht signifikant von
den Ky-Werten der naturlichen Donor- und AkzeptorsubstraDie Entwicklung von
Bisubstratanaloga fuhrte zu besserer Affinitat biitlerer Spezifitat (Izumi, Yuasa et al. 2009).
Daher sollten auch neue Ansatze untersucht wengen,zum Beispiel das Blockieren des
Enzyms in einer katalytisch inaktiven Konformati@fesnot, Jorgensen et al. 2010) oder die
Entwicklung von Ubergangszustandsanaloga (Skropgtaworer et al. 2004). Neben den
Substratanaloga missen auch neue LeitstrukturedairDesign von Inhibitoren identifiziert
werden. Hierfir wurde im Bezug auf Glycosyltranafem bereits das Screening von
Bibliotheken kleiner Molekile mittels Massenspektairie und NMR-Spektroskopie
angewandt (Hosoguchi, Maeda et al. 2010; Radematl@dstrom et al. 2010; Jorgensen,
Grimm et al. 2012).

1.3 Humane Blutgruppe A und B Glycosyltransferasen

Die Charakterisierung von Glycosyltransferaservast grof3er Bedeutung fir das Verstandnis
der biologischen Funktion dieser Klasse von Enzymrl verspricht eine Reihe von
biotechnologischen Anwendungen. Als Modell far kgafationserhaltende
Glycosyltransferasen wurde in dieser Arbeit die Anen Blutgruppe B Glycosyltransferasen
weiter charakterisiert. Teilweise fanden Vergleichié der verwandten humanen Blutgruppe A
Glycosyltransferase statt. Diese beiden humanegoS§jtransferasen sind zwei der wenigen
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Glycosyltransferasen, deren Struktur bekannt igtdie fur systematische Studien rekombinant
in ausreichenden Mengen hergestellt werden kdnnen.

1.3.1 Das ABO-Histo-Blutgruppensystem

Das ABO-Histo-Blutgruppensystem ist das wichtigst8lutgruppenmerkmal der
Transfusionsmedizin und wurde erstmals 1901 vondstmner und ein Jahr spéter von
Decastello und Sturli beschrieben (Landsteiner 190dn Decastello and Sturli 1902). Es
umfasst die vier Blutgruppen A, B, 0 und AB, die wmitere Subgruppen erweitert wurden
(Yamamoto 2004). Blutgruppenantigene sind Glycakstren die hauptsachlich auf
Oberflachen von roten Blutkdrperchen, aber auch veeiteren Zellen in unterschiedlichen
Geweben an Proteinen und Lipiden verankert singéalich sind sie auch an sekretierten
Glycoproteinen oder Glycolipiden, sowie als freikg@saccharide im menschlichem Serum zu
finden (Varki, Cummings et al. 2009). Individuensheen jeweils die Antikorper in ihren
Seren, die gegen die fehlenden Blutgruppenantigenehtet sind. Bei Blutgruppe A sind anti-
B-Antikdrper, bei Blutgruppe B anti-A-Antikérper, eb Blutgruppe AB keine und bei
Blutgruppe 0 sowohl anti-A- als auch anti-B-Antigér vorhanden.

Durch Aufklarung der Struktur der Oligosaccharide Antigen-Determinanten konnten die an
der Biosynthese beteiligten Glycosyltransferasearaitterisiert werden (Morgan and Watkins
1959; Morgan and Watkins 1969). Das H-Antigen Hhildkas Grundgerist der Histo-
Blutgruppenantigene und wird durch eine Reihe vortésyltransferasen aus Monosacchariden
entlang des Sekretionsweges aufgebaut. Als teresnalsaccharid besitzt esL-Fucp-1,24-
D-Galp welches auch als H-Disaccharid (H-Dis) bezeichvied. Das H-Antigen liegt in sechs
verschiedenen Varianten vor (Typ I-VI) (Milland a&éndrin 2006; Stanley and Cummings
2009), die als Akzeptorsubstrat fur die Bildung der und B-Antigene dienen. Fir diese
Synthese sind die humanen Blutgruppe A und B Gljtasisferasen (GTA und GTB)
verantwortlich (Kobata, Grollman et al. 1968; KahaBrollman et al. 1968). Die Gene fir diese
Blutgruppenglycosyltransferasen sind auf dem AB@Gens kodiert, werden durch Vererbung
weitergegeben und verhalten sich kodominant zuderarsind beide Gene vorhanden, werden
sowohl das A- also auch das B-Antigen synthetisiei¢ Blutgruppe 0 kann durch defekte
Allele, zum Beispiel durch Deletion oder Punktmiatat entstehen, wodurch das H-Antigen
unverandert vorliegt (Yamamoto, Clausen et al. 1990

Die beiden Glycosyltransferasen GTA und GTB kaialgsy den Transfer der letzten
Zuckereinheit auf das H-Antigen unter Erhalt der nKguration des anomeren
Kohlenstoffatoms des Donorzuckers. Bei der GTA leéingks sich um einen-1,3-N-
Acetylgalactosaminyltransferase, die das N-Acetgbalactosamin (GalNAc) vom aktivierten
Zucker UDP-N-Acetyla-D-Galactosamin (UDP-GalNAc) auf das H-Antigen Ukiggtrund das
A-Antigen bildet. Die GTB ist einea-1,3-Galactosyltransferase und Ubertragt die
Galactoseeinheit von UD&D-Galactose (UDP-Gal) auf das H-Antigen und bildstel das B-
Antigen (siehe Abbildung 1.5).

Die humanen Blutgruppe A und B Glycosyltransferasegehtren zu den
konfigurationserhaltenden Glycosyltransferasen wetden laut CAZy Datenbank in die
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Familie 6 der Glycosyltransferasen eingeteilt. \ggeits unter 1.2.2 beschrieben, ist fir diese
Glycosyltransferasenklasse der Mechanismus nodft geklart. Es konnte zwar bereits ein
mdgliches Nucleophil (Glu 303) identifiziert werdéRatenaude, Seto et al. 2002). Bei einer
Cysteinmutante (Glu 303 Cys) konnte das entspretdren Glycosyl-Enzym-Intermediat
nachgewiesen werden, welches auf einen doppel2iM8chanismus hindeutet (Soya, Fang et
al. 2011). Jedoch weisen neue theoretische Beragenueher auf einenyi&hnlichen
Mechanismus hin (Bobovska, Tvaroska et al. 2015).

OH 0
0
HO I NH
AcNH /& OH OH
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o,i,O,pI,O N o} o OH
OH OH 0 HO HO 0. OR
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OH OH o
UDP-GalNAc +UDP
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A-Antigen
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O/ oH
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O no AN
. HO
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Abbildung 1.5 | Bildung der Blutgruppen A- und B-Antigene durch GTA bzw. GTB. Die kleinste Einheit die
von GTA und GTB als Akzeptorsubstrat akzeptiert wisll das H-Disaccharid. GTA transferiert die GatNAind
GTB die Gal-Einheit vom UDP-aktivierten Donorsubstaaf das H-Antigen. Die Anwesenheit eines bivaant
Kations ist fir diese Reaktion essentidit R als Rest des Akzeptorsubstrats.

1.3.2 Strukturelle Eigenschaften und Ligandenbindung

Die humanen Blutgruppe A und B Glycosyltransferaserd in der Membran des Golgi-
Apparates lokalisiert und zahlen zu den Transmenmscdeinen Typ Il. Sie besitzen eine kurze
N-terminale cytoplasmatische Doméne, eine einfacheansmembrandomane, eine
Stammregion und eine groRe C-terminale katalytiddbmane, die in das Lumen des Golgi-
Apparates hineinragt. Die C-terminale katalytis@b@méne kann zu einem aktiven I6slichen
Protein in die Korperflissigkeiten abgespalten wardPaulson and Colley 1989). Die
membranstandigen humanen Blutgruppe A und B Glhjtasgferasen bestehen aus
354 Aminosaureresten und haben etwa ein Molekuhdoge von 41 kDa.

Fur systematische Studien konnten rekombinante Gergestellt werden, die fir die l6slichen
Domanen der Glycosyltransferasen codieren. Die 8&v@Da grof3en Enzyme bestehen aus der
katalytischen Doméane und Teilen der Stammregion sind in ausreichenden Mengen En
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coli synthetisierbar. Die Aktivitat sowie Substratsfigdi sind vergleichbar mit 16slichen, aus
humanen Seren isolierten Formen von GTA und GTBo(Sealcic et al. 1995; Seto, Palcic et
al. 1997; Marcus, Polakowski et al. 2003). Mittslassenspektrometrie konnte gezeigt werden,
dass die rekombinant hergestellten Proteine stabitdht kovalent miteinander verbundene
Homodimere mit aquivalenten Substratbindungssteliddien (Abbildung 1.6) (Shoemaker,
Kitova et al. 2007; Soya, Shoemaker et al. 20093. Blldung von homo- und heterodimeren
Enzymkomplexen ist nicht ungewdhnlich fir Glycosgfiisferasen und konnte eventuell dazu
beitragen, dass diese im Golgi-Apparat verbleibed musétzlich ihre Effizienz sowie ihre
Prazision erhoht werden (Colley 1997; de Graffehdad Bertozzi 2004; Hassinen, Rivinoja et
al. 2010).

Abbildung 1.6 | Kristallstruktur eines Homodimers. Dargestellt ist das Homodimer der Mutante AABB ménd
Liganden UDP-Gal und 3DD in rot, sowie Ririn gelb (PDB ID: 2RJ7) (Alfaro, Zheng et al. 2008).

Sowohl von GTA und GTB als auch von Mutanten digmgden Enzyme ist bereits eine grofl3e
Anzahl an Kristallstrukturen ohne und mit gebundeBebstraten bekannt (Patenaude, Seto et
al. 2002; Letts, Rose et al. 2006; Alfaro, Zhen@le2008). Es handelt sich um Metallionen-
abhéngige Glycosyltransferasen, die einen GT-AuRgktyp mit zwei Domé&nen aufweisen.
Dabei ist die N-terminale Domane eher unstrukttriBie C-terminale Doméane enthalt ein
Rossmann-ahnliches Faltungsmotiv Gber dem das Bomadr Akzeptorsubstrat bindet. Das gut
konservierte DXD-Motiv (hier: Asp 211, Val 212 uAdp 213) im aktiven Zentrum koordiniert
ein bivalentes Kation, Mt oder Md, welches fiir die Bindung von UDP-GalNAc bzw. UDP-
Gal essentiell ist.

Obwohl GTA und GTB unterschiedliche Donorsubstreéewenden, unterscheiden sie sich
lediglich in vier der 354 Aminosadurereste (Yamamo@ausen et al. 1990). Diese sind
Arg/Gly 176, Gly/Ser 235, Leu/Met 266 und Gly/Al&& fur GTA/GTB. Die Struktur-
Funktionsbeziehung dieser vier Aminosaurereste teoanhand zahlreicher Kristallstrukturen
sowie kinetischer Studien von Chiméaren dieser lei@mzyme gezeigt werden (Marcus,
Polakowski et al. 2003; Nguyen, Seto et al. 20@2,[Barry et al. 2005; Letts, Rose et al. 2006;
Alfaro, Zheng et al. 2008). Uberaschenderweise siod zwei der vier Aminosaurereste
(Leu/Met 266 und Gly/Ala 268) wichtig fur die Dorndung (Seto, Compston et al. 1999;
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Patenaude, Seto et al. 2002) und obwohl beide &Wiansferasen das gleiche
Akzeptorsubstrat verwenden, konnte gezeigt werdass Gly/Ser 235 und Leu/Met 266 einen
Einfluss auf die Akzeptorbindung haben (Letts, Reseal. 2006). Die chimaren Enzyme
werden anhand der vier kritischen Aminosaurerestabnt. So wird GTA als AAAA und GTB
als BBBB bezeichnet. ABBB ist demnach eine GTB-Mitga bei der Gly 176 gegen ein Arg
ausgetauscht ist. In dieser Arbeit wird eine Mwa®tAGIlyB, verwendet. Bei dieser stammen
die ersten beiden kritischen Aminosaurereste au$sdd,, bei Aminosaurerest 266 handelt es
sich um ein Gly und der letzte Aminosaurerest staraus der GTB. Diese Mutante kann
sowohl UDP-Gal als auch UDP-GalNAc als Donorsubatrasetzten (Yamamoto, Lin et al.
2001; Pesnot, Jorgensen et al. 2010).

C-Terminus

Abbildung 1.7 | Kristallstrukturen der GTB in An- un d Abwesenheit von SubstratenDargestellt sind jeweils
die léslichen katalytischen Doménen. (A) GTB in Alseeheit von Substraten (PDB ID: 2RIT) und (B) in
Anwesenheit von UDP und H-Dis (PDB ID: 2RJ8). Dereine Loop und der C-Terminus sind jeweils in rot
dargestellt, das DXD-Motiv in hellblau, die Substrin gelb sowie das Mitlon in griin. Aufgrund von fehlender
Elektronendichte fehlen in (A) die Aminosaureres#-180 des internen Loops und die Aminosaurer@$6e354
des C-Terminus. In (B) werden durch Bindung der Satestdie Aminosaurereste 177-179 und 182 des ietern
Loops und die Aminoséurereste 346-351 sichtbaafalfZheng et al. 2008).

Anhand der Kristallstrukturen konnten in GTA und Bs&indeutige Konformationsanderungen
bei Substratbindung beobachtet werden. Ohne Sulgtiaen die Enzyme zwei hoch flexible
Bereiche auf. Hierbei handelt es sich um einen rsageten internen Loop, der durch die
Aminosaurereste 177 bis 195 beschrieben wird umchioiéer dem kritischen Aminosaurerest
Arg/Gly 176 liegt, sowie den letzten neun C-ternfema Aminosaureresten 346 bis 354
(Abbildung 1.7) (Patenaude, Seto et al. 2002).deagt kbnnen drei Konformationszustande in
den Enzymen beobachtet werden. Ohne Substrat befigidh die Enzyme in einem offenen
Zustand, der interne Loop besteht aus zwei kurzetelices und der flexible C-Terminus ist
ungeordnet. Durch Bindung des Donorsubstrats besiefgtder interne Loop in Richtung des
aktiven Zentrums und aus den zwei Helices wird ditedix, die eine halbgeschlossene
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Konformation bildet. Durch anschlieRendes Bindes Akzeptorsubstrats ordnet sich auch die
C-terminale Schleife und legt sich Uber das akt&entrum (Abbildung 1.8). Dieser
geschlossene Zustand ist nur in Anwesenheit b&dbstrate zu finden und fur eine effiziente
Katalyse essentiell (Alfaro, Zheng et al. 2008).

Bisher ist noch nichts dariiber bekannt, in welcheitlichen Bereich die Bewegung zwischen
offenen und geschlossenen Zustand stattfindetdbtitMutante BAAA konnte jedoch gezeigt
werden, dass der kritische Aminosaurerest Arg/Gly &m Rand des internen Loops einen
wesentlichen Einfluss auf die Umsatzrate hat (Seopmpston et al. 1999).
Hochstwahrscheinlich ist durch den kleineren Aménosrest Gly 176 in BAAA im Gegensatz
zum Arg 176 in GTA die Beweglichkeit des internenops deutlich erhdht, was zu einer
schnelleren Produktfreisetzung sowie einem schegllSubstrataustausch fuhrt. Diese Theorie
wird durch Kristallstrukturen von ABBB und AABB t#igt, die vermutlich eine langsamere
Bewegung der flexiblen Regionen als bei der GTBveidgen (Alfaro, Zheng et al. 2008).

mterner Loop

C-Termmus

Abbildung 1.8 | Uberlagerung der offenen (rot) undgeschlossenen (blau) Konformation von ABBBGezeigt ist
die Uberlagerung einer offenen (rot) (PDB ID: 2RIZ)rformation ohne Substrate und einer geschlossgaian)
(PDB ID: 2RJ1) Konformation mit UDP (gelb), H-Disrémge) und MA" (griin) des chimeren Enzyms ABBB
(Alfaro, Zheng et al. 2008). Die Bewegung des irearhoops so wie des C-Terminus in Richtung des aiktiv
Zentrums ist deutlich zu erkennen. Das DXD-Motiviishellblau dargestellt.

Zuséatzlich kann gesagt werden, dass grundséatziehDdnorbindung der Akzeptorbindung
vorangeht und dies fir eine effiziente Katalyseeessll ist (Kamath, Seto et al. 1999; Qasba,
Ramakrishnan et al. 2005; Angulo, Langpap et al62®\lfaro, Zheng et al. 2008). Bei der
Bindung des Donorsubstrats UDP-Gal ist Uracil deriste Einheit die von GTB erkannt wird
(Qasba, Ramakrishnan et al. 2005). STD-NMR-Expeartmenit GTB konnten zeigen, dass
Uracil, UMP und UDP mit ansteigender Affinitat ugkkichen Bindungsepitopen wie UDP-Gal
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gebunden wird. UDP-Gal wird in einer riickgefaltetéonformation gebunden. Dabei ist die
UDP-Einheit fur die Affinitdt und die Galactose-Bait fur die Spezifitdt verantwortlich
(Angulo, Langpap et al. 2006). Die Diskriminierungischen UDP-Gal und dem Donorsubstrat
UDP-GalNAc der GTA findet aufgrund der kritischemikosauren Leu/Met 266 statt. Da das
Leu 266 in der GTA deutlich kleiner ist als das NM66 in der GTB wird die Aufnahme des
grolReren GalNAc-Restes in der GTA begunstigt, wadhidie Affinitdt des GalNAc-Restes bei
der GTB gegenuber UDP-Gal verringert ist (Patena8e¢o et al. 2002). Es konnten jedoch in
Bezug auf das Donorsubstrat geringe Kreuzreaktdntawischen beiden Enzymen festgestellt
werden (Seto, Compston et al. 2000). UDP-Glc kasm @TB in gleicherweise wie UDP-Gal
gebunden werden (Angulo, Langpap et al. 2006; Bjulmgulo et al. 2006), wird jedoch nur
mit einer sehr geringen Ubertragungsrate umge®¢tb, Compston et al. 2000; Palcic, Seto et
al. 2001). Neuste Kristallstrukturen weisen auf tere Bindungskonformationen dieser
Donorsubstrate fir GTA und GTB hin (Gagnon, Johahle2015). Das H-Antigen bildet fur
beide Enzyme das Akzeptorsubstrat und das H-Disaicchstellt dabei die kleinste
Akzeptoreinheit dar. Die in dieser Arbeit verweratet H-Disaccharide besitzen am
reduzierenden Ende entweder eine Methylgruppe eofem Octylrest (Palcic, Heerze et al.
1988; Lowary and Hindsgaul 1993). Das H-Disacchavidl in der in Losung dominierenden
Konformation gebunden und es konnte gezeigt werdiass der Galactoserest die Bindung am
starksten beeinflusst (Angulo, Langpap et al. 20@#ts, Rose et al. 2006). Jedoch spielt der
Fucoserest fur eine effiziente Reaktion eine wightRolle (Letts, Rose et al. 2006). Obwohl die
Thermodynamik der Ligandenbindung stark zum Vedstién der Katalysemechanismen
beitragt, sind nur wenige thermodynamische Stugmn Glycosyltransferasen bekannt (Boix,
Zhang et al. 2002; Sobhany and Negishi 2006; DaligeRahuel-Clermont et al. 2009;
Sindhuwinata, Munoz et al. 2010; Xiang, Baxa e®8ll0). Es konnte gezeigt werden, dass die
Bindung des Donorsubstrats enthalpisch beginstgt und dadurch die unginstigen
entropischen Beitrage kompensiert werden (SindhatajriMunoz et al. 2010). Die Bindung des
H-Disaccharids als Akzeptorsubstrat zeigt nur emeringe ungiinstige Anderung der
entropischen Beitrdge (Shoemaker, Soya et al. 280%a, Shoemaker et al. 2009). Zusatzlich
konnte eine positive Kooperativitdat der beiden $ualbs beobachtet werden (Sindhuwinata,
Munoz et al. 2010).

Obwohl viele Kristallstrukturen und kinetische Raeder der humanen Blutgruppe A und B
Glycosyltransferasen bekannt sind, konnte der eatignhe Mechanismus immer noch nicht
aufgeklart werden. Auch die Bewegung der flexildBareiche vom offenen in den geschlossen
Zustand ist vollkommen unerforscht. Weitere Erkargse dieser Konformationsdnderungen
konnten einen wesentlichen Bestandteil zur Aufkigrder Funktionsweise dieser Enzyme
liefern.

1.4 West-Nil-Virus

Das West-Nil-Virus (WNV) wurde erstmals 1937 in Wwda beschrieben und breitete sich von
Israel, Agypten, Indien, Frankreich und Siidafriks liber den Atlantik aus, als es 1999 New
York erreichte. Es dauerte keine drei Jahre biganz USA sowie in Kanada und Mexiko
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Infektionsfalle des West-Nil-Virus gemeldet wurdgtayes and Gubler 2006; Chancey, Grinev
et al. 2015). Das Virus hat sich seit seiner Erkdeg weitgehend Uber die gesamte Welt
ausgebreitet und wird als wichtigster Erreger dealen Enzephalitis in Menschen und Tieren
weltweit betrachtet. Das Hauptreservoir fur WNVdeih Wildvogel und die Ubertragung
erfolgt hauptsachlich Uber Moskitos. Bei den Memschist der Krankheitsverlauf meist
asymptomatisch bis hin zu leichten Fallen von HigbB®pf- und Muskelschmerzen (Brinton
2002). Jedoch kann bei immungeschwachten Menscimen VENV-Infektion neurologische
Schéaden zur Folge haben, darunter zum Beispiel @iadiéis und Meningitis. Bisher gibt es
noch keine zugelassenen Therapien oder ImpfungerzigePraventionen wie umfangreiche
Programme zur Kontrolle von Moskitos und Mal3Bnahm@nVermeidung von Stichen schitzen
bisher vor einer Infektion.

1.4.1 Virales Genom, Struktur und Replikation

Das WNV gehort zusammen mit anderen humanpathog8teh-Viren, wie Hepatitis C,
Gelbfieber- oder Dengue-Viren zur Familie d@aviviridae (Lim and Shi 2013). Das Genom
besteht aus einer Einzelstrang-RNA positiver P@lamit einer Grol3e von etwa 11 kb und
enthalt 10 Gene die am 5'- und 3'-Ende von nichékedden Regionen (NCRngl. noncoding
regions) flankiert werden (Castle, Nowak et al. 39®iese NCRs bilden Haarnadelstrukturen
(engl. stem-loop), die fur die virale Replikation unedlich sind (Brinton, Fernandez et al.
1986; Wengler and Castle 1986). Das virale Genodiekbfiir ein einziges Polyprotein (siehe
Abbildung 1.9), welches co- und posttranslational drei Strukturproteine capsid C;
membrane precursoprM; envelope E) und in sieben Nicht-Strukturproteine (NS1, RS2
NS2B, NS3, NS4A, NS4B und NS5) gespalten wird (§ipieiCoia et al. 1988; Nowak, Farber
et al. 1989). Die etwa 50 nm groRRen ikosaedrischéruspartikel sind von einer
Lipiddoppelschicht umgeben. Darin befindet sich Nakleokapsid bestehend aus C-Proteinen
assoziiert mit dem RNA-Genom, welche die Assembligr des Viruspartikels einleiten
(Khromykh and Westaway 1996; Markoff, Falgout et #397). Wahrend der Assemblierung
werden die beiden Glycoproteine prM und E als Hetienere in die Lipiddoppelschicht
eingelagert und auf der Virionoberflache exponigitang, Corver et al. 2003). Die sieben
Nicht-Strukturproteine spielen eine wichtige Rdilsi der RNA-Synthese sowie bei der Bildung
unreifer, nicht-infektioser Viruspartikel. NS1 dteder Regulation der viralen Replikation
(Mackenzie, Jones et al. 1996; Lindenbach and BR8%7). NS3 hat mehrere enzymatische
Funktionen. Zusammen mit NS2B dient es als viradginprotease, welche andere Nicht-
Strukturproteine vom viralen Polyprotein spalteisZmmen mit NS4A fungiert NS3 als eine
RNA-Helikase und in Assoziation mit NS5 als NTPd&orbalenya, Koonin et al. 1989;
Wengler, Czaya et al. 1991; Shiryaev, Chernov .e2@09). Das NS5-Protein ist fur die virale
Replikation notwendig und besitzt eine RNA-abhaagRNA-Polymerase Aktivitdt im C-
terminalen Bereich und eine Methyltransferase Aftivim N-terminalen Bereich (Khromykh,
Sedlak et al. 1999; Ray, Shah et al. 2006). Bei Naht-Strukturproteinen NS2A, NS2B,
NS4A und NS4B handelt es sich um kleine, hydrophBbateine die keine enzymatischen
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Funktionen besitzen, jedoch als Cofaktoren flrevigichtige Prozesse dienen (Brinton 2002;
Leung, Pijlman et al. 2008).

WNV-Protease

NS2 NS4
N C |pM | E NSl ab| NS3 la|b]| NS5 C
Strukturproteine Nicht-Strukturproteine

Abbildung 1.9 | West-Nil-Virus Genom.Das virale Genom besteht aus einem offenen Leserasd codiert fiir
drei Strukturproteine und sieben Nicht-Strukturpiog.

Die Virus Replikation beginnt mit dem Eintritt inedWirtszelle durch Rezeptor-vermittelte
Endozytose. Wie das Virus an die Zelloberflachaléinist noch nicht bekannt, es wird jedoch
vermutet, dass ein 105 kDa groRRes protease-sassitivlycoprotein mit komplexen N-
glycosidisch gebundenen Zuckern als Rezeptor dighante (Chu and Ng 2003). Durch pH-
abhangige Fusion der viralen Membran und der Zetlboran wird die virale RNA ins
Cytoplasma der Zelle fiir die Translation entlasdgie. virale RNA fungiert als mRNA und
wird durch die zellulare Maschinerie in ein einddeolyprotein translatiert. Dieses Polyprotein
wird durch virale und zelluldre Proteasen co- uastfpanslational in seine Struktur- und Nicht-
Strukturproteine gespalten. Die virale RNA-Replikat findet in intrazellularen
Membraneinschlissen an der Oberflache des endagtissiren Retikulums (ER) statt.
Nachdem sich genug E-, prM- und C-Proteine angesdimhaben assoziieren sich diese
Strukturproteine mit der ER-Membran und stilpenrdia synthetisierte virale RNA in das ER-
Lumen ein und bilden somit nicht-infektibse Viruggeel. Die unreifen Virionen werden
wahrende der Exozytose Uber das trans-Golgi-Netzderch zelluldre Proteasen proteolytisch
prozessiert und als infektiése Viren in den extifaligen Raum entlassen (Chambers, Hahn et
al. 1990). Die Vervielfaltigung des Virus erfolgtekt im Gewebe und Lymphknoten nahe der
Eintrittsstelle. Die infektibsen Viruspartikel galgen Uber die Lymphknoten ins Blut und
zirkulieren anschlieBend durch den gesamten Kdpiemond, Shrestha et al. 2003).

1.4.2 West-Nil-Virus Protease

Trotz der groRen Ausbreitung des West-Nil-Virus tgés bis zum heutigen Tag keine
spezifische antivirale Behandlung, die eine Infektverhindern oder heilen kann. Der virale
Replikationszyklus bietet eine Vielzahl an moglichEngriffspunkten fir die Entwicklung von

Inhibitoren. Hierbei stellt vor allem das Nicht-&turprotein 3 (NS3), welches essentiell fur
die virale Replikation ist, ein attraktives Zielrd®ie N-terminale Doméane von NS3 (NS3pro)
dient dabei als Serinprotease und ist verantwhrfiic die Spaltung des Polyproteins. Obwohl
die Aminosauresequenz 1-160 von NS3 fur eine plygtitsohe Aktivitdt ausreichend ist

(Bollati, Alvarez et al. 2010), wird ein Teil von32B als Cofaktor fur die vollstandige
Enzymaktivitdt bendtigt (Nall, Chappell et al. 200&0r in vitro Untersuchungen wird ein

Konstrukt verwendet, welches aus ca. 44 Aminosésaten von NS2B besteht, die mit den
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ersten 184 Aminosaureresten von NS3 Uber einen)£SBr-(Gly).-Linker verknipft sind
(Chappell, Stoermer et al. 2007).

Es konnten Kristallstrukturen von NS2B-NS3pro (imigenden als WNV-Protease bezeichnet)
ohne und mit peptidischen Inhibitoren sowie mit dgrankreatischen Trypsin-Inhibitor
(Apratinin) bestimmt werden (Diamond, Shrestha et2803; Erbel, Schiering et al. 2006;
Robin, Chappell et al. 2009). Die Faltung von NS#ie Inhibitor unterscheidet sich deutlich
von der mit Inhibitor, wohingegen sich die Falturan NS3 nur geringfiigig andert. Die NS3-
Domane nimmt eine Chymotrypsin-&hnliche Struktur zmiei -Fasserng-barrel), die jeweils
aus sech$-Faltblattern aufgebaut sind, an (Erbel, Schiemgal. 2006). Zwischen defr
Fassern befindet sich die katalytische Triade Bdis Asp 75, Ser 135). Die N-terminale
Doméne von NS2B integriert sich in beiden Konfororadn insp-Faltblatt der NS3-Domane.
Die C-terminale Doméane von NS2B hingegen anded Pwsition erheblich. In Anwesenheit
eines Inhibitors legt diese sich um NS3 herum uricigb dadurch das C-terminapeFaltblatt
nah an das aktive Zentrum heran. Dies wird auclhgesthlossener Zustand bezeichnet und
bildete die aktive proteolytische Konformation d&NV-Protease (Chappell, Stoermer et al.
2008). Einen offenen Zustand bildet die WNV-Proteatine Anwesenheit eines Inhibitors,
dabei befindet sich das C-termin@l€-altblatt weit entfernt vom aktiven Zentrum. Diguktur
der offenen sowie der geschlossenen Konformatiod 1 Abbildung 1.10 abgebildet. NMR-
Experimente zeigten aber, dass auch ohne Inhiblilmgeschlossene Konformation dominiert
und diese durch Bindung von Inhibitoren im aktimtrum verstarkt wird (Su, Ozawa et al.
2009).

Abbildung 1.10 | Kristallstrukturen der WNV-Protease in (A) offener und (B) geschlossener Konformatian
Dargestellt ist jeweils die NS2B-Doméne (rot) unel NS3-Doméne (blau). (A) WNV-Protease H51A ohrfabitor
(PDB ID: 2GGV) (Aleshin, Shiryaev et al. 2007) urig) (n Anwesenheit eines Peptidmimetika als Inhib{igelb)
(PDB ID: 2YOL) (Hammamy, Haase et al. 2013). Dieakgische Triade (His 51, Asp 75, Ser 135) ist @llilau
dargestellt. Der Linker zwischen NS2B und NS3 lirgischen dem C-Terminus von NS2B und dem N-Terminus
von NS3 und konnte aufgrund fehlender Elektrondrtdiaicht aufgeldst werden.
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1.5 Zielsetzung

Diese Arbeit soll neue Einblicke in die Funktionssee der humanen Blutgruppe B

Galactosyltransferase liefern. Zusatzlich solleruen@Vege fir die Charakterisierung und
Entwicklung von Inhibitoren gegen die West-Nil-Vé&rdProtease geschaffen werden. Bei der
GTB sollen unter anderem Bindungsstudien von Satestr Substratanaloga und eines
Glycosyltransferase Inhibitors durchgeflihrt werdébesweiteren eignet sich die NMR-

Spektroskopie hervorragend, um dynamische Prozesatomarer Auflésung und Uber eine

Zeitskala von Pikosekunden bis Sekunden zu unteesud®aher sollen sowohl fir die GTB, als
auch fir die WNV-Protease NMR-spektroskopische otehungen zur Proteindynamik

durchgefuhrt werden.

Fur die GTB soll an die Arbeiten von N. Sindhuwanangeknupft werden (Sindhuwinata 2012)
und die Bindung von Substraten und Substratanajegauer untersucht werden. Mit ITC- und
STD-NMR-Experimenten konnte bereits gezeigt werdiass die Bindung des Donorsubstrats
UDP-Gal sowie der Substratanaloga UDP und UDP-Gthadpisch getrieben ist und dadurch
die ungiinstige Anderung der entropischen Beitragegensiert. Zuséatzlich wurde ein positiver
kooperativer Effekt von UDP und H-Dis beobachtea & auf Grund der Umsetzung nicht
moglich ist, UDP-Gal und H-Dis zu messen, soll Higoperativitat von UDP-Gal und dem
Akzeptoranalogon a-L-Fugp-(1,2)$-D-(3-desoxy)-Ggl-(1,0)-(CH,),CH;  (3DD) (siehe
Abbildung 1.11) bestimmt werden. Dem 3DD fehlt ilmgénsatz zum H-Dis die OH-Gruppe,
auf die normalerweise die Galactose (ibertragen, washalb keine Ubertragung stattfinden
kann. Auch soll die die Bindung von UDP-GIc in Arseaheit des Akzeptors H-Dis bzw. des
Akzeptoranalogs 3DD untersucht werden. Die Bindlkogstanten des Donorsubstrats sowie
von Donorsubstratanaloga wurden bisher nur mitBai®-NMR-Experimenten bestimmt. Da
bei den NMR-Experimenten jedoch nur die Verwenduag Mg®* méglich war, sollen diese
Experimente mit SPR-Messungen vervollstindigt werddierbei sollen unter anderem die
Bindungskonstanten in Anwesenheit vondand Md¢* bestimmt werden sowie zuséatzlich die
Messungen mit GTA und AAGIlyB durchgefihrt werdenm ulnformationen Uber
Substratspezifitaten zu erhalten.

Neben den Untersuchungen der Substrate und Suabsttaga soll auch die Bindung eines
Inhibitors genauer untersucht werden. Der Inhibitarrde durch ein STD-NMR-Screening
gegen die Akzeptorbindungsstelle der GTB einer feagbibliothek identifiziert und ist in
Abbildung 1.11 dargestellt (Rademacher, Landstroral.e2010). Kristallstrukturen von GTB
und AAGIyB und Fragment 382 weisen darauf hin, damssgohl die Akzeptorbindungsstelle als
auch die Bindungsstelle des Metallions belegt wikdich zeigen die Kristallstrukturen
unterschiedliche starke Bindung des Fragments anGdiB bzw. AAGIyB und auch erste
Aktivitatstest weisen auf eine unterschiedlich lstainhibierung der beiden Enzyme durch das
Fragment hin. Daher soll mit Hilfe von SPR-Expenm@n sowie Bestimmung der
Bindungsepitope mit STD-NMR die Bindung dieses Rragts genauer untersucht werden und
durch Vergleich der Bindung an GTA und AAGIyB Infioationen Uber die Spezifitdt der
Blutgruppen Glycosyltransferasen erhalten werden.
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Fur weitere Aufklarungen der Konformationsdynamés ¢sTB sollen NMR-spektroskopische
Experimente durchgefiinrt werden. Auch hier soll deh Arbeiten von N. Sindhuwinata
aufgebaut werden. Grundlegend fir die UntersuchdergProteindynamik ist die Zuordnung
der Proteinresonanzen. Hierfiir wurde fiir spezi&lierdnungsexperimente uniforid,**C **N-
markierte GTB hergestellt und erste Spektren aufigenen. Jedoch konnte anhand dieser
Spektren von N. Sindhuwinata keine Zuordnung e€ioldies konnte an der GréR3e der GTB
liegen, die als Homodimer mit einem Molekulargewiehn 69 kDa vorliegt. Dadurch sind in
den Spektren sehr viele Signale vorhanden und emmkozu einer sehr starken
Signaluberlagerung sowie Intensitatsverlust dem&ey Ein entscheidender Punkt ist der
Deuterierungsgrad des markierten Proteins, dalHemsdieser Arbeit ein neues Protokoll der
Proteinsynthese getestet werden, um den Deutegsguad zu verbessern. Dies sowie eine
hdhere Proteinkonzentration in der NMR-Probe komndée Qualitdt der Spektren deutlich
verbessern und eine Zuordnung der Proteinresoname@iglichen.

Eine weitere Methode ist die selektiVel,**C Markierung von Methylgruppen spezieller
Aminoséaurereste in einem ansonsten deuteriertetieiRroDa die Anzahl gegentber den
Amiden eines Proteins deutlich geringer ist, wied &pektrum Ubersichtlicher und verliert an
Komplexitat. Auch die Sensitivitat der Signale wgesteigert, da die Methylgruppen drei, statt
einem Proton wie in den Amiden, aufweisen. In digs®eit sollen died1-Methylgruppen der
Isoleucinseitenketten selektiv markiert werden.skgl insgesamt zehn Isoleucinreste in der
GTB vorhanden, die iiber das gesamte Protein vtesbed und somit eine gute Ubersicht liefern
(siehe Abbildung 1.12 A). Besonders interessart 8123 und lle 192. lle 123 befindet sich
in der Donorbindungsstelle und lle 192 am Randinlesnen Loops (siehe Abbildung 1.12 B).
Informationen (ber die Bewegung dieser beiden Mgthppen koénnten hilfreiche
Informationen Uber den Mechanismus der GTB gebergréind von vorliegenden kinetischen
Daten, kann angenommen werden, dass die Konfomsdtnmlerungen im Mikro- bis
Millisekunden Bereich liegen. Mit diesen spezifisefarkiertend1-Methylgruppen der GTB
sollen CPMG-Relaxations-Dispersions Experimenteg dipeziell diesen Bereich von
dynamischen Prozessen erfassen, fur die GTB etiaiid durchgefuhrt werden.

OH ) !
H HNM
o} 4\'J N
N 1
NOH : i
HO

HO

R=(CH,),CH

3DD Fragment 382
Abbildung 1.11 |a-L-Fucp-(1,2)$-D-(3-desoxy)-Gap-(1,0)-(CH,);,CH3 (3DD) und 3-Phenyl-5-(piperazin-1-yl)-
1,2,4-thiadiazol (Fragment 382).
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Abbildung 1.12 | Verteilung der Isoleucinreste in GB. Dargestellt sind jeweils die I6slichen katalytisnh
Domaénen. (A) GTB in Anwesenheit von UDP und H-DiDEPID: 2RJ8) (Alfaro, Zheng et al. 2008). Die Vertgib

der lIsoleucinreste ist in rot dargestellt und dleMethylgruppen als Kugeln hervorgehoben.5 ist in der
Kristallstruktur nicht aufgelést und daher nichzeigt. In (B) ist die geschlossene Konformation (ADB2RJ8) mit

der offenen Konformation der GTB (PDB ID: 2RIT) Ubgeat. Gezeigt ist das aktive Zentrum sowie die Bamgg
des internen Loops mit lle 192 und le 123 (gellierd und rot: geschlossene Konformation). Der ngdroop, der
C-Terminus sowie die Substrate sind beschriftet.

Im zweiten Teil der Arbeit, sollen die etabliert€PMG-Relaxations-Dispersions Experimente
auch fir die WNV-Protease durchgefihrt werden. béieist vor allem die Bewegung der C-
terminalen Domé&ne von NS2B interessant. Aus Kigtakturen ist ersichtlich, dass sich diese
sowohl in einem offenen als auch einem geschlossefiestand befinden kann (siehe
Abbildung 1.10). Der geschlossen Zustand konnteBio@ilung von Inhibitoren und der offene
Zustand in der freien Form beobachtet werden. NMRBelEmente zeigten jedoch, dass die
geschlossene Konformation auch ohne Anwesenheigéseimhibitors vorliegt und die
geschlossene Konformation durch Bindung eines itdriblediglich verstarkt wird (Su, Ozawa
et al. 2009). Fur eine mogliche Inhibition der WNetease, ist es auch mdglich, die offene
Form durch einen Inhibitor zu stabilisieren und uwlati die Bewegung in die geschlossene,
aktive Form zu unterbinden. Fir die Entwicklungckel Inhibitoren, soll in dieser Arbeit eine
Grundlage geschaffen werden und die BewegungenAddY-Protease im freien sowie im
geschlossenen Zustand untersucht werden. Es spien bekannte Inhibitoren verwendet
werden. Zum einem [4-(carbamimidoylsulfanylmet®l3-dimethylphenyl]-
methylsulfanylmethanimidamid (im Folgenden als WAMibitor bezeichnet, siehe auch
Abbildung 1.13), welcher durch ein High-ThroughpDocking identifiziert worden war
(Ekonomiuk, Su et al. 2009) und bereits genaugelriNMR-Spektroskopie untersucht wurde
(Su, Ozawa et al. 2009; Su, Ozawa et al. 2009).

Eine Kristallstruktur der WNV-Protease in Anwesehltees WNV-Inhibitors ist bisher noch
nicht bekannt. Zum anderen soll Aprotinin verwendetrden. Aprotinin ist ein bekannter
pankreatischer Trypsin-Inhibitor (BPTlengl. bovine pancreatic trypsin inhibitor) der
bekanntlich flavivirale Proteasen inhibiert. Es thalh es sich hierbei um ein 6,5 kDa grol3es
Polypeptid. In Abbildung 1.14 A ist die Kristallsktur der WNV-Protease in Anwesenheit von
Aprotinin gezeigt. Zusatzlich sind die Isoleucirieesler WNV-Protease hervorgehoben. Wie
bei der GTB sind diese auch hier Uber das gesaroteiR verteilt und eignen sich daher sehr
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gut fur Dynamikuntersuchungen der WNV-Protease. Yesonders grofem Interesse ist das
Isoleucin der NS2B-Doméne an Position 68, da disgésgenau im Scharnier zwischen der N-
terminalen und der C-terminalen Domane von NS2htdef (Abbildung 1.14).

NH

)J\ CH';
NH; S '
N

CH

NH
Abbildung 1.13 | [4-(carbamimidoylsulfanylmethyl)-25-dimethylphenyl]-methylsulfanylmethanimidamid.
Wird im Folgenden als WNV-Inhibitor bezeichnet.

Abbildung 1.14 | Verteilung der Isoleucinreste in dr WNV-Protease. (A) Dargestellt ist die WNV-Protease in
Anwesenheit von Aprotinin (grau) (PDB ID: 21J0O) é8hin, Shiryaev et al. 2007). Die NS2B-Doménerisot und
die NS3-Doméne in blau dargestellt. Die Isoleudteesind gelb markiert und dé-Methylgruppen als Kugeln
hervorgehoben. In (B) ist die WNV-Protease in déeraén Konformation (PDB ID: 2GGV) (Aleshin, Shiryaetal.
2007) Uberlagert und zeigt die Positionsveranderdeg Isoleucinrestes der NS2B-Doméne an Positiovodd
offenen in den geschlossenen Zustand.
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2 Methoden

Fur alle Arbeiten wurde, wenn nicht anders angegeReinstwasser verwendet und wird im
Folgenden als D bezeichnet. Die fir die Arbeiten mit Bakterieriiign bendtigten
Nahrmedien und Ldsungen wurden bei 121 °C fir 29 @ilasgerate bei 134 °C fur 15 min
und Kunststoffmaterialien bei 134 °C fur 15 min odeei 121 °C fur 20 min autoklaviert.
Hitzeempfindliche Substanzen wurden durch 0,22 piterFsteril filtriert. Alle Arbeiten mit
Bakterienkulturen wurden steril an einer Bunsenbegiftamme durchgefuhrt. Abfélle der
Sicherheitsstufe 1 wurden durch Autoklavieren fOrn@n bei 121 °C oder fir 15 min bei
134 °C inaktiviert. Eine genaue Aufstellung der der Arbeit verwendeten Chemikalien,
Materialien und Geréate ist im Anhang (6.1) zu finde

2.1 Praparation rekombinanter humaner Blutgruppe A und B
Glycosyltransferasen

In dieser Arbeit wurde hauptséchlich die humane tdguppe B Galactosyltransferase
untersucht. Zum Vergleich wurden jedoch auch diemdme Blutgruppe A N-
Acetylgalactosaminyltransferase sowie die ChimaréAGlB dieser beiden Enzyme
herangezogen. Zusétzlich wurden die beiden Mutalte@23Val und lle192Val der GTA und
GTB hergestellt.

2.1.1 Plasmide und Bakterienstamm

Fur die Synthese der katalytischen Doméne der Gljtansferasen wurde das Plasmid
pCWAIlac verwendet. Dieses tragt unter anderem ein GeAmmpicillinresistenz und einen lac-
Promotor fur die Induktion mit IPTG. In dieses Péd wurde das entsprechende Gen fir
die -10GTA bzw. -10GTB von Marcus et al. klonigvtgrcus, Polakowski et al. 2003). Dieses
wird von den Restriktionsschnittstellen fdcoRlund Hindlll flankiert und besteht aus vdn
coli bevorzugten Codons (Seto, Palcic et al. 1995). IBsext codiert fir die Aminosauren 64-
354 der naturlich vorkommenden GTA bzw. GTB. Dasdekt ist um die cytosolische
Domaéne, die Transmembranregion sowie 10 weiterenAsdiuren der Stammregion verkirzt.
Durch die Klonierung besitzt die sogenannte -10GI@GTB am N-Terminus zuséatzlich die
Aminosauren M-A-I-G-E-F-M. Die Mutante -10AAGIlyB wde von der Gruppe von Monica
Palcic in Kopenhagen durch Mutation von Gly176/43gr235Gly und Met266Gly im Gen der -
10GTB hergestellt (Yamamoto, Lin et al. 2001; Pésnibrgensen et al. 2010). Als
Expressionsstamm wurde déf. coli Stamm BL21 von Novagen verwendet (Phillips,
VanBogelen et al. 1984). Glycerinkulturen von dieseei Stammen waren bereits vorhanden
und wurden bei -80 °C gelagert. Die beiden Mutariteh23Val und lle192Val der -10GTA/-
10GTB wurden durch jeweilige Mutation im Gen deBGI'A/-10GTB hergestellt. Da in dieser
Arbeit ausschlie3lich mit den -10 Varianten geasdieivurde, werden diese nachfolgend als
LGTA", ,GTB" und ,AAGIlyB* bezeichnet.
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2.1.2 Gerichtete Mutagenese

Fur die Zuordnung del-Methylgruppen von Isoleucinseitenketten wurder dieiden
Mutanten 1123V und 1192V der GTB hergestellt. Zaéh wurden die Mutanten 1123V und
1192V der GTA analog zu den GTB Mutanten hergestigtoch in dieser Arbeit nicht weiter
untersucht.

Plasmidpraparation

Fur die gerichtete Mutagenese wird das Plasmid plae¢10GTB bendtigt. Hierfir wurden
20 ml LB-Medium (siehe Tabelle 2.1) mit 100 pg/mmpicillin mit der entsprechenden
Glycerinkultur angeimpft und tGber Nacht bei 37 °@ 230 rpm inkubiert. Am néchsten Tag
wurden 5 ml der Zellsuspension durch mehrmaligedrifegieren bei 16.000 x g und 4 °C
geerntet. Die Plasmidpraparation wurde nach denokst des QlAprep Spin Miniprep Kits
von Qiagen durchgefiihrt. Die Elution erfolgte mitD (8l autoklaviertem D. Die
Konzentration der Plasmide wurde spektroskopisch déeer Wellenlange von 260 nm
bestimmt. Wobei eine optische Dichte bei 260 nm toainer Konzentration von 50 pg/ml
einer doppelstrangigen DNA entspricht.

Mutagene PCR

Die Mutagenese wurde nach dem Protokoll des Quiak@é Il Site-Directed Mutagenesis Kits
von Agilent Technologies durchgefiihrt. Die fir diritagenese verwendeten Primer wurden
bei Eurofins MWG Operon bestellt und sind im Anha(glehe 6.2.1) dargestellt. Die
Verwendung der Primer fuhrt bei der mutagenen P@Rliem codierenden Strang des Plasmids
pCWAIac-10GTB die Substitution 187A>G, auf Proteinebeliee Mutation 1123V, bzw. die
Substitution 394A>G, auf Proteinebene die Mutatlé@2V, ein. Die verwendeten Primer
waren 1123V, und 1123V, bzw. 1192\, und 1192\,. Fir die Einfihrung der Mutationen
wurden jeweils zwei Reaktionsanséatze mit je 50 egyfPlasmids pCWac-10GTB angesetzt.

Folgende Bedingungen wurden fir die PCR verwendet:

» 30 Sek bei 95 °C

» 30 Sekbei95°C
* 60 Sek bei 55 °C } 19 zZyklen
» 360 Sek bei 68 °C

* bis zur Entnahme bei 4 °C

Die Ansatze wurden anschlielBend mit dem RestrikgamymDpn | behandelt und bis zum
folgenden Arbeitsabschnitt bei -20 °C gelagert.
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Tabelle 2.1 | Verwendete Vollmedien.

Medium

Zusammensetzung

Super Optimal Broth (SOB)-Medium (pH 7) 20 g/l Trypto

5gll
0.5 g/l
25mM

10 mM

SOB with Catabolite repression (SOC)-Medium 100
20 mM

Lysogeny Broth (LB)-Medium 10 g/l
59/l
10 g/l

Terrific Broth (TB)-Medium 12 g/l
24 g/l

0,4%

6 g/l

39/

14/

0,59/l

ImM
0,1 mM

5 mg/l
0,2 %
0,4 %
100 pg/ml

Hefeextrakt

NacCl

KCl

Steriler Zusatz direkt vor Verwendung:
MgCh

%  S@MEHum
Glucose

Trypton
Hefeextrakt
NacCl

Trypton
Hefeextrakt
Glycerin
NaHP O,

KH,PO,

NH,CI

NaCl
Steriler Zusatz direkt vor Verwendung:
MgClh

CaC)

Thiamin

Glucose

Casaminosauren

Ampicillin

Herstellung elektrokompetenter Zellen

Die Transformation des mutierten Plasmids En coli Zellen soll mittels Elektroporation
stattfinden. Hierfir werden elektrokompeterife coli DH5a und BL21 (Novagen) Zellen

bendtigt. Diese wurden nach dem Protokoll von Sawibet.

al (Sambrook, Fritsch et al. 1989)

hergestellt. Eine 10 ml Vorkultur aus SOB-Mediunaif€lle 2.1) ohne Mg wurde mit der
entsprechenden Glycerinkultur angeimpft und Ubechitlan einem Inkubator bei 37 °C und
230 rpm wachsen gelassen. Mit dieser Vorkultur war800 ml SOB-Medium angeimpft und
bis zur log-Phase mit einer @ von etwa 0,6-0,8 bei 37 °C und 230 rpm wachseasgeh.

Die Zellsuspension wurde sofort auf Eis gekuhlt, die Stoffwechselaktivitat herabzusetzen

und anschliel3end fir 10 min bei 2.600 x g und 4éftrifugiert. Folgende Schritte werden alle
bei 4 °C bzw. auf Eis durchgefihrt. Um die loneristdzu reduzieren wurde das Pellet in
500 ml 10 % Glycerin aufgenommen und erneut Zargidfrt. Dieser Vorgang wurde mit
200 ml 10 % Glycerin wiederholt. Das Pellet wurde einem Endvolumen von 3 ml 10 %
Glycerin aufgenommen, in je 100 ul aliquotiert wwafort in flissigen Stickstoff eingefroren

und fir maximal einen Monat bei -80 °C gelagert.
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Transformation

Elektrokompetent&. coli DH50 Zellen wurden mit der Plasmid-DNA aus der mutageRER
transformiert. Hierflr wurden je 100 ul frisch aefgute elektrokompetente Zellen mit 1 pl und
3 4l des vorgekihlten Plasmids p@l&c-10GTB 1123V bzw. pCWlac-10GTB 1192V
versetzt. In einer vorgekihlten 1 mm Elektroporaglaivette wurden die Zellen im
Elektroporator bei 40Q, 25 pF und 1,75 kV poriert und sofort in 1 ml S®@dium (siehe
Tabelle 2.1) aufgenommen. Die Zellen wurden 1 Sguipeil 37 °C und 500 rpm inkubiert und
anschlief3en bei 12.000 rpm geerntet. Die Pelletslevuin 200 pl LB-Medium mit 100 pg/ml
Ampicillin resuspendiert und je 50 pl und 100 ulf aine LB-Agarplatte mit 100 pg/mi
Ampicillin ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °Gubiert.

Es wurden je drei Kolonien pro Klon gepickt und eei@0 ml Kultur in LB-Medium mit
100 pg/ml Ampicillin bei 37 °C und 230 rpm inkuliietAnschlieRend wurde erneut eine
Plasmidpraperation durchgefuhrt. Zur Verifizierudgr gerichteten Mutagenese wurden die
Plasmidesequenzen in den entsprechenden Abschritiatrolliert. Dies erfolgte durch
Sequenzierung der Plasmide durch die Firma Eurdihsrsberg mit dem GTBPrimer (siehe
6.2.2). Die Plasmide mit korrekter Mutagenese wuardaschlieend in elektrokompeteiite
coli BL21 Zellen transformiert und Glycerinkulturen afegt, welche bei -80 °C gelagert
wurden. Die Klone erhielten fir institutsinterne KDmentation folgende Nummerierung:
108: -10GTA 1123V, 109: -10GTA 1192V, 110: -10GTRB2BV und 111: -10GTB_1192V.

2.1.3 Proteinbiosynthese

Fur Isotherme Titrationskalorimetrie, Oberflachdadgonen-Resonanz-Spektroskopie sowie
Sattigungs-Transfer-Differenz-NMR Experimente wurda@cht markierte Proteinproben von
GTA, GTB und AAGIyB hergestellt. Fir Struktur- se@vDynamikuntersuchungen der GTB
wurden unterschiedliche Isotopenmarkierungen inRtagein eingefiigt: @H,°N, u“H,**C N,
u-H,°N;lled1-{**CH,}. Firr die Synthese isotopenmarkierter GTB wurde Methode von
Tugarniov et al. (Tugarinov, Kanelis et al. 200&tegtet und mit der bisher verwendeten
Methode von Marley et al. (Marley, Lu et al. 200%&grglichen. Dies geschah in
Zusammenarbeit mit Sophie Wei3bach (Institut flie@ie).

Kulturmedien

Die Kulturmedien wurden wie in Tabelle 2.1 und Ti&b&.2 beschrieben angesetzt. Das TB-
Medium wurde von Dr. H. Peters (Institut fir Chejrépeziell fir die Synthese von GTB und
GTA optimiert. Die Herstellung D-haltiger Losungen erfolgte durch Lésung der Sarsin
D,O (99,85 % oder 99,9 % D), lyophilisieren und eteeltAufnahme in BO. Die 100fache
Vitaminldsung in DO wurde selber angesetzt und enthielt je 0,1 mgDaBiotin,
Cholinchlorid, Folsaure, Nicotinamid, D-Pantothamsé Pyridoxalhydrochlorid,
Thiaminhydrochlorid, Vitamin B, 0,01 mg/ml Riboflavin sowie 0,2 mg/ml myo-Inos$itmd
8,5 mg/ml NaCl. Fur die selektive Markierung ddrMethylgruppe von Isoleucin wurde der
Vorlaufer 2-Keto-3-g-4-"*C-butyrat verwendet. Fir die ersten Versuche wuligser von
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Remco Sprangers (Max-Planck-Institut fir Entwickjsbiologie, Tubingen) zur Verfligung
gestellt. Dieser sowie alle weiteren wurden ause®kd**C-butyrat hergestellt indem diel an
Position 3 quantitativ ifH ausgetauscht wurden. Hierfir wurden 60 mg 2-Ketde-butyrat in
200 ml BO mit 0,57 g KHPQ, gelést und der pH Wert von etwa 4,9 mit NaOD auf510
eingestellt. Die Lésung wurde Uber Nacht bei 45rKubiert und am nachsten Tag wurden
1,2 g NaHPQ, x 2H,0O hinzugegeben und der pH auf 7,4 eingestellt. Slidstanzen und
Losungen in RO die hitzeempfindlich sind, wurden mit einem 0,28 Filter steril filtriert.
Alle weiteren Lésungen wurden bei 121 °C fir 20 mmiioklaviert.

Tabelle 2.2 | Verwendete Minimalmedien in BO. Angegeben ist jeweils die finale Zusammensetzung de
verwendeten Minimalmedien fur die unterschiedlicMarkierungsmuster.

Zusammensetzung N uH,BC.BN u-"H,™N,{lle 51-CHg}
EcoE. coliOD 2 DN 20 % 20 %
EcoE. coliOD 2 CDN 20 %

NaHPO, 6 g/l 6 g/l 6 g/l
KH,PO, 3gll 3gll 34l
NaCl 0,59/l 0,59/l 0,5¢g/l
PNH,CI 0,1% 0,1% 0,1%
MgCl, 1mM 1mM 1mM
CaC, 0,1 mM 0,1 mM 0,1 mM
MgSGO, 4 mM 4 mM 4 mM
FeCk/CoCh 1uM 1uM 1uM
u-H-Glucose 29l 2 gll
u->H,**C-Glucose 29l

Thiamin 20 pg/mi 20 pg/ml 20 pg/mi
Vitaminldsung 1x 1x 1x
Ampicillin 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml
2-Keto-3-g-4-1*C-butyrat 60 mg/l

Synthese von unmarkierter GTA, GTB und AAGIlyB

Die Synthese der drei Proteine GTA, GTB sowie AA&GIyurde identisch durchgefiihrt. Die
Herstellung erfolgte in Schuttelkolben mit Schikaneie zu maximal einem viertel gefillt
waren. Der Verlauf des Bakterienwachstums wurdeclduviessung der OD bei 600 nm
verfolgt.

Fur die Vorkultur wurden 40 ml TB-Medium (siehe &ilb 2.1) mit der entsprechendEncoli
Glycerinkultur angeimpft und Gber Nacht bei 30 @30 rpm inkubiert. Mit dieser Kultur
wurde anschlieRend eine Hauptkultur von 11 TB-Mediauf eine Olgy von 0,1 angeimpft.
Wahrend der Inkubation bei 30 °C und 230 rpm wutde pH-Wert mit pH-Papier Uberprift
und gegebenenfalls mit 8 M Natronlauge auf einenvphl 7 eingestellt. Bei Erreichen einer
ODgoo Von 1 wurde die Expression des Gens mit 1 mM ITdeiziert. Nach etwa 24 h wurden
die Zellen durch 20-miniitige Zentrifugation bei 822g und 4 °C geerntet und das Pellet
bei -20 °C eingefroren.
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Synthese von isotopenmarkierter GTB

Die Synthese von isotopenmarkierter GTB wurde mikizunterschiedlichen Protokollen
durchgefiihrt. Zuerst beschrieben und fiifH®N markierte GTB verwendet wurde das
Protokoll nach Marley et al. (Marley, Lu et al. 200

Hierbei wurden die Zellen erst in Vollmedium waahgglassen um eine gewisse Zellmasse zu
erhalten. Anschlie3ende wurden diese in Minimalmediumgesetzt und die Synthese des
Proteins induziert. Zunachst wurde eine 50 ml Vlitkun TB-Medium mit der entsprechenden
Glycerinkultur angeimpft und Uber Nacht bei 30 °@Ww230 rpm inkubiert. Mit dieser Kultur
wurde anschlie3end eine Hauptkultur von 1 | TB-Medauf eine Oy, von 0,1 angeimpft und
bei 30 °C und 230 rpm bis zu einer gPvon 1 wachsen gelassen. AnschlieBRend fand die
Umsetzung auf Minimalmedium statt. Hierflir wurdee dellen in sterilen Zentrifugenbechern
bei 4500 x g und 8 °C fur 15 min abgetrennt, ireeindsung aus 6 g/l NEPQ,, 3 g/l KH,POy
und 0,5 g/l NaCl in KO aufgenommen und erneut abgetrennt. Dieser Wasgdivg wurde
zweimal mit DQO-haltiger Losung wiederholt. Das Bakterienpelletrde in 250 ml des
jeweiligen Minimalmediums (siehe Tabelle 2.2) geld@3ieser Schritt enthielt jedoch anstelle
von d-Glucose nicht markierte Glucose fir beide Ansdbie.Zellen wurden erneut bei 37 °C
und 230 rpm inkubiert. Bei einer Qg von etwa 6 wurden diese bei 4500 x g und 8 °C fur
15 min abgetrennt. Das Pellet wurde in 500 ml éagjligen finalen Minimalmediums geldst
und bei 37 °C und 230 rpm fur 1-2 h wachsen getabsgor mit 1 mM IPTG induziert wurde.
Die Zellen wurden nach maximal 20 h durch 20-miitZentrifugation bei 5225 x g und 4 °C
geerntet und das Pellet bei -20 °C eingefroren.

Mit einer weiteren etwas abgewandelten Methode Mogarinov et al. (Tugarinov, Kanelis et
al. 2006) wurde GH,"”N-, u’H-"C™N- sowie uZH,"N{lle31-"*CHs}-markierte GTB
hergestellt. Hier unterschieden sich die Volumirex dnterschiedlichen Anséatze:’d;"°N
500 ml, u?H,"*C,"*N 1 I und u?H,"N,{lle 51-"*CHg} 100 ml sowie 200 ml. Im Folgenden ist ein
Ansatz fir 100 ml beschrieben und wurde mit dersmethenden Mengen analog flr die
weitern Volumina durchgefihrt.

Hierbei wurden die Zellen direkt in Minimalmediumaghsen gelassen und mit der Zeit jeweils
frisches Minimalmedium zugesetzt. Alle Inkubatiartgitte fanden bei 37 °C und 230 rpm
statt. Zundchst wurde eine 40 ml Vorkultur in TBdilen mit der entsprechenden
Glycerinkultur angeimpft und GUber Nacht inkubiein bestimmtes Zellvolumen wurde fir
10 min bei 1200 x g und Raumtemperatur heruntetriregiert um nach dem Lésen des Pellets
in 20 ml Minimalmedium eine Ofg von 0,1 zu erhalten. Das Pellet wurde in 20 ml
Minimalmedium gel6st und bis zu einer @pvon 0,6 inkubiert. Anschlielend wurde ein
Zellvolumen fur 15 min bei 1200 x g und Raumtemp@araerunter zentrifugiert und in 10 ml
mit einer ORy, von 0,1 geldst und bis zu einer ggvon 0,4-0,5 inkubiert. Die Zellsuspension
wurde mit Minimalmedium auf ein Volumen von 20 nerdlinnt und erneut bis zu einer P
von 0,4-0,5 inkubiert. Die Kulturen ohne Seiten&ptharkierung wurden anschlieZend mit
Minimalmedium auf 100 ml verdinnt und bis zu ei@Dg,von 0,3-0,4 inkubiert. Bei der
Markierung der Seitenketten wurde zunachst mit Malimedium auf ein Volumen von 80 ml
verdinnt, bis zu einer Qg von 0,25-0,3 inkubiert, und anschlieRend mit 20de 2-Keto-3-
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d»-4-"*C-butyrat-Lésung mit einer finalen Konzentratiomv@0 mg/l versetzt. Bei einer QR
von 0,3-0,4 wurde mit 1 mM IPTG induziert und diellén nach maximal 20 h durch 20-
minutige Zentrifugation bei 5225 x g und 4 °C geetrmnind das Pellet bei -20 °C eingefroren.

2.1.4 Proteinreinigung

Aus den eingefrorenen Pellets konnte anschliel3exsd Rfotein extrahiert werden. Hierfur
wurde die Methode verwendet, die Seto et al. (SBmmnpston et al. 2000) speziell fur die
GTB-Reinigung entwickelt haben. Diese ist im Folggm Abschnitt dargestellt. Es beruht auf
der Reinigung mittels lonenaustauschchromatographiemit anschlielRender
Affinitatschromatographie. Fur die Saulenchromadpbien wurden entweder mit einer
einfachen Peristaltikpumpe mit angeschlossenen @wéRor, Schreiber und Fraktionssammler
oder mit einem AKTA-System durchgefiihrt. Alle Rguingsschritte wurden mit gekiihlten
Puffern und bei 4 °C oder auf Eis durchgefiihrt.

Reinigungspuffer

Die verwendeten Puffer fir die Reinigung wurden RO angesetzt und sind in Tabelle 2.3
aufgefuhrt. DTT und der Proteaseinhibitor wurdest &urz vor Gebrauch hinzugegeben. Fur
die Proteinreinigung mit dem AKTA-System wurdeneaPuffer vor Gebrauch mit einem

0,45 um Filter filtriert und entgast.

Zellaufschluss

Fur den Zellaufschluss wurde das Zellpellet auf &iggetaut und in ca. 50 ml pro 10g
Zellpellet Resuspensionspuffer (siehe Tabelle B8upendiert. Die Zellen wurden mit einer
French Press bei einem Druck von 19.200 psi aufessen. Das Lysat wurde bei 110.000 x g
und 4 °C fiir 1 h zentrifugiert um die Zellfragmemtezutrennen. Der Uberstand wurde fiir den
Gebrauch im AKTA-System mit einem 0,8 um Filtertridrt und anschlieRend mittels
Saulenchromatographie gereinigt.

Ionenaustauschchromatographie

Als erster Schritt der Protein-Reinigung wurde eiKkationenaustauschchromatographie
durchgefuhrt. Hierbei diente die SP-Sepharose Flst (FF), mit ihren negativ geladenen
Sulfopropylgruppen der Sepharosematrix, als stakaronenaustauscher. Da die GTA und
GTB einen theoretischen pl von 8,27 und die AAG&iBen theoretischen pl von 8,58 besitzen,
lagen diese bei einem pH-Wert der Puffer von 6 8itpogeladen vor. So konnten sie an die
negativ geladenen Sulfopropylgruppen der Sepharaseniinden. Die Elution erfolgte durch
eine Erhéhung der Salzkonzentration.

Fir diesen Reinigungsschritt wurde etwa 150 ml 8ph8rose FF eingesetzt und in eine Saule
fur das entsprechende System gepackt. Bei der qeeigimit dem AKTA-System betrug die
Flussrate durchgehen 1 ml/min. Die folgenden Remggschritte sind bei beiden Systemen
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vergleichbar. Sonstige angegebene Flussraten Ilegwiedfich auf die Verwendung der
Peristaltikpumpe. Die Saule mit dem Kationenaustaeiswurde mit 2-3 S&ulenvolumina mit
einer Flussrate von 5 ml/min mit SP-Sepharose-Wadtér aquilibriert. AnschlieRend wurde
das Zelllysat mit ebenfalls 5 ml/min auf die Sagkdaden, der Durchfluss aufgefangen und
erneut drei- bis viermal mit 0,5 ml/min in einemei&lauf auf die Saule geladen. Nach dem
Auftragen des Lysats wurde die Saule bei 3-5 ml/adlange mit SP-Sepharose-Waschpuffer
gewaschen bis die Extinktion des Durchflusses B8iritn eine konstante Basislinie zeigte. Die
Elution erfolgte mit dem SP-Spepharose-Elutionsgufiei einer Flussrate von 5 ml/min in
Fraktionen von 7-9 ml ebenfalls bis zu einer komigta Basislinie. Die Fraktionen, die Protein
enthielten wurden anhand eines qualitativen Bradiast (siehe 2.3.2) ermittel, vereinigt und
anschlie3end durch Affinitdtschromatographie wejeneinigt.

Die Regeneration der SP-Sepharose FF erfolgte mesthutsinterner SOPefgl. Standard
Operating Procedure). Dabei wurde das Saulenmatera@cheinander mit je drei
Saulenvolumina in folgender Reihenfolge gewasch#®, 8 M Harnstoff, HO, 2 M NaCl,
H,O, 1 M NaOH, HO (bis zu einem neutralen pH-Wert), 30 % 2-propaftD und 30 %
Ethanol. Die Lagerung des Saulenmaterials erfdbgie4 °C in entweder 30 % Ethanol oder
50 mM MOPS, pH 6,9 bei 4 °C und 0,05 % Natriumazid.

Tabelle 2.3 | Verwendete Puffer fur die Proteinreirgung von GTA, GTB und AAGIyB. Die Puffer wurden bei
25 °C auf einen pH-Wert von 6,7 eingestellt, diessgricht einem pH-Wert von 6,9 bei 4 °C. DTT und der
Proteaseinhibitor wurden erst kurz vor Gebraudtfrihinzu gegeben.

Puffer Zusammensetzung
Resuspensionspuffer 50 MM MOPS

1mM EDTA

1mM DTT

1 Tablette Proteaseinhibitor pro 50 ml Puffer

SP-Sepharose-Waschpuffer 50 mM MOPS
1mM DTT
SP-Sepharose-Elutionspuffer 50 mM MOPS
500 mM NacCl
1mM DTT
UDP-Hexanolamin-Sepharose-Waschpuffer 50 MM MOPS
500 mM NacCl
5mM MnChb
1mM DTT
UDP-Hexanolamin-Sepharose-Elutionspuffer 50 MM MOPS
500 mM NacCl
8 mM UDP
5mM MnCh
1mM DTT
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Affinitatschromatographie

Im zweiten Schritt der GTB-Reinigung wurden die tliesen im SP-Sepharose-Eluat
vorhandenen Biomolekile von der GTB getrennt. Hierfvurde eine UDP-Hexanolamin-
Sepharose-Saule verwendet. Die GTB bindet in Analesie von zweiwertigem M an ihren
natirlichen Liganden UDP und alle weiteren unengtiten Biomolekile werden herunter
gewaschen. Die Elution erfolgt durch Zugabe von UD&en Laufpuffer.

Fiur diesen Reinigungsschritt wurde etwa 15-20 mIPcHExanolamin-Sepharose eingesetzt
und in eine Saule fiir das entsprechende SystentkfefBei der Reinigung mit dem AKTA-
System betrug die Flussrate durchgehen 0,4 ml/lia. folgenden Reinigungsschritte sind
ebenfalls bei beiden Systemen vergleichbar. Diegelgenen Flussraten beziehen sich auf die
Verwendung der Peristaltikpumpe. Das Saulenmatetiadle mit 2-3 Saulenvolumina mit einer
Flussrate von 1ml/min mit UDP-Hexanolamin-Sephatdéschpuffer &aquilibriert.
AnschlieRend wurden die vereinigten Fraktionen 8fsSepharose-Eluats mit 5 mM MaCl
versetzt und mit einer Flussrate von 0,4 ml/min @ief Sdule geladen. Nach dem Waschen mit
UDP-Hexanolamin-Sepharose-Waschpuffer bei 0,4 ml/bi¢ zu einer konstanten Extinktion
des Durchflusses bei 280 nm wurde die GTB mit UD#a&holamin-Sepharose-Elutionspuffer
bei 1 ml/min in 3-5 ml groRen Fraktionen eluierie Braktionen, die Protein enthielten, wurden
anhand eines qualitativen Bradford-Test (siehe2&mittel und vereinigt.

Die Regeneration der UDP-Hexanolamin-Sepharosédgégfoach institutsinterner SOP. Dabei
wurde das Saulenmaterial nacheinander mit je 18&f@envolumina in folgender Reihenfolge
gewaschen: D, 8 M Harnstoff, HO und 30 % Ethanol. Die Lagerung des Saulenmaderial
erfolgte bei 4 °C in entweder 30 % Ethanol odenm®® MOPS, pH 6,9 bei 4 °C und 0,05 %
Natriumazid.

Dialyse

Durch Dialyse wurde das UDP, das durch die Elutioder Affinitdtschromatographie in die
GTB-Losung gelangte, wieder entfernt. Hierfir wurdé#ie Proteinlésung in einen
Dialyseschlauch oder Slide-A-Lyzer mit einer Audashgrof3e von 10 kDa geflllt und zweimal
fur 24 h gegen 4| des entsprechenden GTB-Dialyiéap(siehe Tabelle 2.4) dialysiert. Den
isotopenmarkierten GTB-Proben wurde vor DialyseN EDTA zur Komplexierung des Mh
hinzugegeben und anschlieRend anstelle von GTBs#plffer direkt gegen GTB-
Phosphatpuffer dialysiert (siehe Tabelle 2.4). Gi€B-Losungen wurden in den jeweiligen
Puffern bei 4-8 °C gelagert.
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Tabelle 2.4 | Verwendete Dialysepuffer in 5D. Der Puffer wurde bei 25 °C auf einen pH-Wert vondngestellt,
dies entspricht einem pH-Wert von 6,9 bei 4 °C. Ditirde erst kurz vor Gebrauch frisch hinzu gegeben.

Puffer Zusammensetzung
GTB-Dialysepuffer 50 mM MOPS
100 MM NaCl
5mM MnC}
1mM DTT
GTB-Phosphatpuffer 25mM NaHPQO/NaH,PO,
5mM MgCh

1mM 2-Mercaptoethanol

2.2 Praparation rekombinanter West-Nil-Virus Protease

In dieser Arbeit wurde neben den Glycosyltranstamasusatzlich die Protease des West-Nil-
Virus untersucht. An diesem System konnten die X@gilens-Dispersions Messungen getestet
werden. Diese wurden mit verschiedenen Inhibitaterchgefiihrt und dienten zuséatzlich als
gute Vergleichsméglichkeit der Messungen an der GTB

2.2.1 Plasmide und Bakterienstamme

Fur die Synthese der WNV-Protease wurden zwei scitégdliche Vektoren verwendet, die
beide fir das gleiche Gen der rekombinanten WNMeise codieren und unter anderem ein
Gen fur Ampicillinresistenz und einen lac-Promdiardie Induktion mit IPTG tragen. Bei dem
ersten Vektor handelt es sich um den Vektor pQE8@odiert fir die 45 Aminosauren (52-96)
von NS2B, die Uber einen flexiblen Linker (Gh8er-(Gly) mit 184 Aminoséuren des N-
terminalen Teils von NS3 verbunden sind. Zudemahttas Gen eine Punktmutation vom C-
terminalen Lysin von NS2B (K45A), dies verhindeid¢ dutoproteolytische Spaltung (Shiryaev,
Aleshin et al. 2007). Aus Reinigungszwecken befirgiich am C-terminalen Ende eine 6-fache
Histidinsequenz (His-Tag). Als Expressionsstammdeuhier derE. coli BL21 gold (DE3)
verwendet und vom Institut fir Biochemie, Univeisizu Libeck, zur Verfigung gestellt
(Hammamy, Haase et al. 2013). Bei dem zweiten \felkémdelt es sich um einen pET22b-
Vektor. Er codiert fir dieselbe Sequenz wie detee¥&ktor jedoch mit der Ausnahme, dass
zwei Aminosauren zwischen C-Terminus von NS3 undn délis-Tag fehlen. Als
Expressionsstamm wurde hier dér coli BL21 (DE3) verwendet und von T. Schone im
Rahmen seiner Masterarbeit hergestellt und furedfbeiten zu Verfigung gestellt (Schone
2014).

2.2.2 Proteinbiosynthese

Fur die Relaxations-Dispersions MessungendeMethylgruppen der Isoleucin Seitenketten
wurde das Protein uniforH,"”N und zusétzlich selektiv di&l-Methylgruppender Isoleucine
13CH; markiert.

48



Methoden

Kulturmedien

Die Kulturmedien fir die Proteinbiosynthese der WRKkotease waren identisch mit denen flr
die Biosynthese der Glycosyltransferasen und sinédbschnitt 2.1.3 sowie in Tabelle 2.1 und
Tabelle 2.2 zu finden.

Synthese isotopenmarkierter WNV-Protease

Es wurden drei Ansatze der?d;"N,{lle51-*CHs}-markierten WNV-Protease nach dem
Protokoll von Tugarniov et al. (Tugarinov, Kanedisal. 2006) wie im Abschnitt 2.1.3 bereits
fir GTB beschrieben hergestellt. Die drei Ansatzgerschieden sich im Volumen, den
verwendeten Vektoren sowie der Inkubationstempersah der Induktion. FUr das Konstrukt
im pQE60 Vektor wurde eine 100 ml und fur das Kandtim pET22b Vektor eine 300 ml und
500 ml Kultur hergestellt. Bei der letztgenannterultfr wurde zusatzlich bei der
Inkubationsphase nach der Induktion mit IPTG dienperatur auf 17 °C reduziert und die
Zellen, bis sie die stationare Phase erreicht matteachsen gelassen. Dies sollte zu einer
groReren Ausbeute an Protein fihren und war nach 45 h der Fall. Die nach der Zellernte
erhaltenen Pellets wurden bei -20 °C eingefroren.

2.2.3 Proteinreinigung

Aus den eingefrorenen Pellets konnte anschlieRexsd Rfotein extrahiert werden. Hierfur
wurde das Protokoll, wie in Hammamy et al. (Hammardgase et al. 2013) beschrieben,
durchgefuhrt. Die Reinigung beruht auf einer KagiorAffinitatschromatographie an die eine
GroRRenausschlusschromatographie angeschlossenDigrdReinigung der WNV-Protease des
Pellets der 100 ml Kultur, hergestellt mit dem \@kpQE60, wurde von Caroline Haase
(Institut fr Biochemie, Universitat zu Libeck) dbogefuhrt. Alle weiteren Pellets wurden mit
einem AKTA-System mit gekuhlten Puffern und beiG4dder auf Eis gereinigt.

Reinigungspuffer

Die verwendeten Puffer fir die Reinigung wurden RO angesetzt und sind in Tabelle 2.5
aufgefiihrt. Die Proteinreinigung fand mit dem AKBystem statt und alle Puffer wurden vor
dem Gebrauch mit einem 0,45 um Filter filtriert lerdgast.

Zellaufschluss

Fur den Zellaufschluss wurde das Zellpellet aufdtifgetaut und in ca. 35 ml Lysepuffer (siehe
Tabelle 2.5) resupendiert. Die Zellen wurden miteeiFrench Press bei einem Druck von
20.000 psi aufgeschlossen. Das Lysat wurde beD@@0k g und 4 °C fur 1 h zentrifugiert um
die Zellfragmente abzutrennen. Der Uberstand wirdden Gebrauch im AKTA-System mit
einem 0,8 um Filter filtriert und anschlieRend glgtSaulenchromatographie gereinigt.
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Tabelle 2.5 | Verwendete Puffer fir die Proteinreirgung von WNV-Protease Die Puffer wurden auf einen pH-
Wert von 8,5 bei 4 °C eingestellt.

Puffer Zusammensetzung
Lysepuffer 50 mM TRIS/HCIpH 8,5
5% Glycerol

Elutionspuffer 50 mM TRIS/HCIpH 8,5
5% Glycerol
250 mM  Imidazol

GroRenausschlusschromatographiepuffer (SEC-Puffer) 25mM TRIS/HCIpH 8,5
5% Glycerol

Kationen-Affinitdtschromatographie

Die Kationen-Affinitatschromatographie war der erStchritt in der WNV-Protease Reinigung
und wurde mit einer Ni-chelatierenden Nitrilotriessigsaure-Sepharose<S&Ni-NTA-Saule)
durchgefuhrt. Hierbei bindet der His-Tag der WN\6fease an die zweiwertigen Nickelionen
in der Saule und ungebundene Proteine werden leergewaschen. Die Elution erfolgt
anschlie3end mit Imidazol.

Fur diesen Reinigungsschritt wurden 5 ml Ni-NTAgeeetzt. Die Saule wurde zunachst bei
einer Flussrate von 1 oder 1,5ml/min mit drei $aublumina HO gewaschen und
anschlieBend mit zehn Saulenvolumina Lysepufferbélla 2.5) aquilibriert. Anschlie3end
wurde das Zelllysat mit einer Flussrate von 0,5mim/ auf die Saule geladen und mit zehn
Saulenvolumina alle ungebundenen Proteine mit Lyffep von der Saule gewaschen. Die
Elution erfolgte mit einer Flussrate von 1 ml/mn3 ml Fraktionen mit einem Gradienten von
0 mM bis 250 mM Imidazol (Lysepuffer/ElutionspuffeDie Fraktionen die Protein enthielten
wurden anhand einer SDS-Page (siehe 2.3.1) ermitietl vereinigt. Diese wurden
anschlieBend durch Zentrifugation mit einer Filigneit mit einem Ausschlussgewicht von
10 kDa auf ein Volumen von 2 ml eingeengt.

Die Saule wurde anschlieRend erst mit drei Saulamioa HO dann mit drei Saulenvolumina
20 % Ethanol gewaschen und bei 4 °C gelagert.

GroBenausschlusschromatographie

Im zweiten Schritt der WNV-Protease Reinigung wuardéie restlichen im Ni-NTA-Eluat
vorhandenen Biomolekiile mit Hilfe einer Grélienabksschromatographie getrennt. Hierfiir
wurde eine vorgepackte Chromatographiesaule (Hil2&i600 SuperdéX 75 pepgrade von
GE Healthcare Life Science) bestehend aus eineriMatis Dextran und hoch vernetzter
Agarose verwendet.

Die Saule wurde zuerst bei einer Flussrate von/é&iml mit einem Saulenvolumen @
gewaschen und bis zu einer stabilen Basislinie 280 nm mit SEC-Puffer gewaschen.
AnschlieRend wurden die 2 ml Proteinlésung aus Berat der Ni-NTA mit 0,5 ml/min auf die
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Séaule aufgetragen und mit insgesamt 300 ml SECePettiiert. Die Fraktionen, die Protein
enthielten wurden anhand einer SDS-Page (sieh®) 28nittelt und vereinigt.

Die Saule wurde anschliefend erst mit einem Saalemen HO und dann mit 20 % Ethanol
gewaschen und darin bei 4 °C gelagert.

2.3 Proteinanalytik

Die erfolgreiche Reinigung und die Qualitat dertBirgproben wurden durch Bestimmung der
Reinheit, Konzentration und Aktivitat Gberprift.eDReinheit konnte grob mit einer SDS-PAGE
(siehe 2.3.1), die Konzentration mit einem NanoD&pektralphotometer (siehe 2.3.2) und dem
Bradford-Test (siehe 2.3.3) und die Enzymaktivitiit einem radiochemischen Assay (siehe
2.3.4) ermittelt werden.

2.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-PAGE trennt Proteine nach ihrem Molekulaigbt auf. Mit Hilfe der SDS-PAGE
konnten so grobe Verunreinigungen der Proteinprab&nanderen Proteinen ausgeschlossen
werden. Hierfir wurde ein 12 %iges Polyacrylami@siigel fur GTB-Proben und ein 15 %iges
fur die WNV-Protease-Proben mit einem 6 %igen Rolglamidgel-Sammelgel nach dem
Lammli-System verwendet (Tabelle 2.6) (Laemmli 197Die Proben wurden jeweils mit
reduzierendem bzw. nicht-reduzierendem Probenpyfisthe Tabelle 2.7) versetzt und fir
15 min bei 85 °C denaturiert.

Tabelle 2.6 | SDS-Polyacrylamid-GeleDie Mengen beziehen sich auf die Herstellung fi@e?e. Die Zugabe von
TEMED startet die Polymerisation und erfolgt zuletz

Trenngel (12 %) Trenngel (15 %) Sammelgel (6 %)

Rotiphores® Gel 30 4'ml 5ml 1ml
1,5 M Tris, pH 8,8 2,5 ml 2,5 ml

1,5 M Tris, pH 6,8 1,25 ml
H,O 3,2ml 2,2mi 2,58 mi
10 % SDS 100 pl 100 pl 50 pl
87 % Glycerin 200 pl 200 pl 100 pl
20 % Ammoniumpersulfat 50 pl 50 pl 25 ul
TEMED 10 pl 10 pl 10 ul

Abhangig vom Proteingehalt in den verschiedenenbérowurden 3-30 pul der Proben
zusammen mit 7 pl eines Proteinstandards (6,5 KiDekPa von Bio-Rad) auf das Gel
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in der migltodenpuffer gefullten Kammer bei einer
Spannung von 80V im Sammelgel und einer Spannwig 220-180 V im Trenngel. Als
Elektrodenpuffer diente eine Losung aus 6 g/l &8 g/l Glycin und 1 g/l SDS. Anschlie3end
wurde das Gel dreimal fiir etwa 15 min migQHgewaschen, mit GelCo8Blue Stain Reagent
(Coomassie-Farbstoff) gefarbt und mitHentfarbt. Das Gel wurde anschlie3end fir ein bis
zwei Stunden bei 80 °C unter Vakuum auf WhatmarnigPaetrocknet und eingescannt.
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Tabelle 2.7 | 2-fach Probenpuffer fir SDS-PAGE.

reduzierend nicht-reduzierend

Glycerin 1,2 ml 1,2 ml
1,5 M Tris, pH 6,8 1,2ml 1,2ml
10 % SDS 3ml 3ml
2-Mercaptoethanol 0,5 ml

Bromphenolblau 10 mg 10 ml
Harnstoff 39 39
H,O ad 10 ml ad 10 mi

2.3.2 Spektroskopische Proteinbestimmung

Um den Proteingehalt in der Probe zu bestimmen evdrd UV-Vis-Spektroskopie verwendet.
Die Methode beruht darauf, dass die Aminosauredestéen von Tryptophan, Tyrosin und in
geringem MafRe Cystin Licht einer Wellenlange vof 881 absorbieren. Fir die Berechnung
des Proteingehaltes nach dem Lambert-BeerschentzG@se ¢ - ¢ - dmit A= Absorption,

¢ = Molare Absorption in I/(M-cm)¢c = Konzentration in mol/l undl = Schichtdicke in cm)
wird die molare Absorption des Proteins bei 280 endtigt. Die molare Absorption von
WNV-Protease betragt 55920°Mni* und das Molekulargewicht 26543,6 Da. Bei der GTA,
GTB und AAGIlyB wird der Massenabsorptionskoeffizieti in 1/(g - cm) eingesetzt (Pace,
Vajdos et al. 1995) und kann hier nait = 10 I/(g - cm) abgeschatzt werden (Sindhuwinata
2007). Das Molekulargewicht der monomeren Glycoagkferasen liegt bei 34,6 kDa.

Die Extinktion der Proben wurde mindestens in dibestimmung mit einem NanoDrop
Spektralphotometer gemessen. Neben dem Proteingktahte die Probe auch noch auf
Verunreinigungen mit Nukleinsduren bzw. Nukleotidaier UDP aus der Reinigung bei der
GTB, gepruft werden. Diese absorbieren bei einaraitteristischen Wellenlange von 260 nm.
Somit deutet ein Verhaltnis,4/A,go kleiner als 0,6 auf eine ausreichend reine Prptelre hin.

2.3.3 Kolorimetrische Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung nach Bradford beruht daraisiss durch Bindung des Farbstoffs
Coomassie-Brilliantblau G-250 mit Proteinen das @gptonsmaximums, des Farbstoffes von
465 nm auf 595 nm verschoben wird (Bradford 19E3.wurde die Absorption bei 630 nm
gemessen. Die Bindung des Farbstoffes war berditblofdem mit bloRen Auge durch einen
Farbumschlag von rotbraun nach blau erkennbar. Wigsge flr einen qualitativen Bradford-
Test genutzt. Hierfiir wurden 20 der Probe mit 20Ql Bradford-Reagenz gemischt und durch
die Farbung der L6sung bestimmt ob Protein in deb®vorhanden war.

Bei dem quantitativen Bradford-Test fir die Bestiomg des Proteingehaltes von GTB in den
Proben wurde Bovines Gammaglobulin (BGG) als Pnstandard eingesetzt. Die
Standardreihe bestand aus folgenden Konzentratité@@n200, 300, 400 und 5@@/ml. Die
Proteinprobe wurde so verdunnt, dass die Konzémotram Bereich des Standards lag. Es
wurden je 1Qul Puffer als Leerwert, Standard und Probe in eMikrotestplatte vorgelegt und
mit 200ul Bradford-Reagenz versetzt. Nach einer Inkubatieitsvon 15 min wurden die
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Extinktionen bei 630 nm gegen den Leerwert gemessdnanhand einer Kalibriergeraden der
Proteingehalt bestimmt.

2.3.4 Aktivitatstest

Die Aktivitat der Glycosyltransferasen wurde mibein von Palcic et al. (Palcic, Heerze et al.
1988) entwickelten radiochemischen Assay bestinkirgrbei wird die durch die GTA bzw.
GTB katalysierte Synthese des A- bzw. B-Trisacasakieobachtet. Die uniforfiC-markierte
Galactose bzw. das uniforfiC-markierte N-Acetyl-Galactosamin des UDP-Gal bxyDP-
GalNAc Donors wird auf den Akzeptor H-Disaccharid sinem Octylspacer Ubertragen. Das
entstandene Produkt, A- bzw. B-Trisaccharid kanar(geinen hydrophoben Octylspacer in
wassriger Umgebung an eine C18-Reversed-Phasea-$iden und somit von dem noch
nicht umgesetzten Donor getrennt werden. Die Memge umgesetzten Donor kann
anschlieBend mittels Flissigkeitsszintillationsaébl gemessen werden.

Die Proben wurden mit 1 x A/B-Puffer (siehe Tab&ll8) soweit verdiinnt, dass die am Ende
gemessene Zerfallsrate unter 10 % der maximaleivitkt die etwa 50.000 dpm entsprach,
liegt. AnschlieBend wurden 4 pl der verdiunnten EProbt 1 pl 10 x A/B-Puffer und 5 pl des
jeweiligen Stockmix versetzt, gemischt und fir 2irbei 13.000 rpm zentrifugiert. Nach einer
Inkubation der Probe fur 10 min bei 37 °C wurde E&ieaktion durch Zugabe von 1§D
eiskalten HO gestoppt. Wahrend der Inkubationszeit wurdenGdi8-Reversed-Phase-Saulen,
die an eine Vakuumapparatur angeschlossen warérgraimal 2 ml Methanol und zweimal
2 ml H,O equilibriert. Die Probe wurde anschlielend aefrtich etwa 100l H,O enthaltene
Saule gegeben und trockengesaugt und noch zweinalmi H,O gewaschen. Das gebundene
Produkt wurde mit dreimal 2 ml Methanol in Szimtlbnsrohrchen eluiert, mit 6 ml
Szintillationsflissigkeit (Aquasafe 800) gut gerhisand mit einem Flussigszintillationszahler
die Aktivitat der Probe gemessen. Aus der gemessékévitat der Probe Aprone i dpm)
konnte unter Berlcksichtigung der maximalen Akéitiiler Donor/Akzeptor-Losungigax in
dpm), dem LeerwertA cemert in dpm), der Stoffmenge an kaltem Donopfer in Lmol), des
eingesetzten Volumens der Proteinldsu¥g.fe in ml) und der Inkubationszeit {(n min) die
Volumenaktivitat YAin U/ml) nach Gl. 2.1 berechnet werden.

_ (Aprobe = ALeerwert) " Mponor (Gl. 2.1)

VA
(Amax - ALeerwert) *Vprobe * t

Dabei ist eine Unit (U) definiert als der Umsatznvth pmol Substrat pro min. Aus der
Volumenaktivitat konnte unter Einbeziehung der @irdkonzentration die spezifische
Enzymaktivitat in U/mg bestimmt werden.

Diese Methode der Aktivitatsbestimmung wurde auetwendet, um die Aktivitat der GTB in
Anwesenheit verschiedener Lanthanoide zu messeanflidiwurde dem 10 x A/B-Puffer statt
200 mM MnC} die gleiche Menge an LagIDyCl;, GACk bzw. YbCL versetzt. Zusatzlich

wurde die Aktivitdt ohne Metallion und mit MgCiemessen.
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Tabelle 2.8 | Puffer und Stammldsungen fir den Aktivatsassay der GlycosyltransferasenAngegeben ist die
Zusammensetzung der Puffer und Stammldsungen, babieht sich die molare Angabe auf ein Volumen q.

Zusammensetzung
10 x A/B-Puffer 500 mM MOPS (pH 7)
200 mM MnC}
10 mg/ml BSA
GTA-Stockmix 992 uM 4,96 nmol H-Disaccharid-octyl

454 uM 2,27 nmol UDP-GalNAc
77 UM 0,386 nmol UDP-t‘C-GalNAc

GTB-Stockmix 992 uM 4,96 nmol H-Disaccharid-octyl
532 uM 2,66 nmol UDP-Gal
7uM 0,067 nmol UDP-d‘C-Gal

2.4 Oberflachen-Plasmonen-Resonanzspektroskopie

In dieser Arbeit sollten die GlycosyltransferasePASGTB sowie AAGIlyB auf Interaktion mit
verschiedenen Molekilen mit Hilfe von Oberflachdasmonen-Resonanzspektroskopie
untersucht werden. Zum einem wurden die Wechsealngkn verschiedener Donorsubstrate
mit den Glycosyltransferasen untersucht. Die Erggslen mit der GTB wurden bereits
zusammen mit den Ergebnissen aus den ITC-Expermerit Sindhuwinata et al.
(Sindhuwinata, Grimm et al. 2013) vertffentlichtediveitern sollte Fragmer®82 das bei
einem Screening inhibitorische Wirkung gegenliberGIEB zeigte (Rademacher, Landstrom et
al. 2010), genauer untersucht werden. Hierfir wurdeit GTA, GTB und AAGIlyB
Bindungsstudien mit SPR- sowie STD-NMR-Experimerdarchgefihrt. Zusatzlich wurde die
Verdrangung von UDP durch dieses Fragment untetsiRiese Daten wurden bereits in
Jargensen et al. (Jorgensen, Grimm et al. 201ZX)ffeatlicht. SPR Experimente wurden
zusatzlich verwendet um die Bindung von UDP in Asamheit verschiedener Lanthanoide an
GTB zu untersuchen.

2.4.1 Grundlagen

Bei der Oberflachen-Plasmonen-Resonanzspekiroskd@BR, engl surface plasmon
resonance) handelt es sich um eine weit verbredietghysikalische Methode zur Untersuchung
biomolekularer Wechselwirkungen. Die Wechselwirkemdgonnen dabei in Echtzeit verfolgt
werden und es wird nur eine sehr geringe MengeralpeFbendétigt. Die Methode beruht darauf,
dass ein Bindungspartner, der sogenannte Ligarfdeinam Sensorchip immobilisiert wird.
Dieser Sensorchip besteht aus einer diinnen Gotdigchie auf einem Glasprisma angebracht
ist. Durch dieses Glasprisma wird die Goldoberféotit polarisiertem Licht bestrahlt, es findet
eine Totalreflexion statt. Wird nun ein Bindunggspar, hier Analyt, durch eine Flusszelle (Fc)
uber den Sensorchip mit dem immobilisierten Ligandegeben kann in einem sogenannten
Sensorgramm die Assoziation und Dissoziation dieSealyten gemessen werden. Durch
Bindung des Analyten andert sich der Brechungsindex evaneszenten Feld der
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Sensoroberflache und somit der Resonanzwinkel diesigierten Lichtes. Diese Veranderung
wird zeitabhangig in Resonanzeinheiten (Rdgl resonance units) aufgezeichnet wobei eine
Anderung um 1 RU ungeféahr einer MassenanderungleufSensoroberflache von 1 pg/fnm
entspricht (Schuck 1997).

2.4.2 Experimente

In dieser Arbeit wurde ein Biacdte8000 Gerat mit CM5-Sensorchips, auf denen jewdids
Glycosyltransferasen als Ligand immobilisiert wurdeerwendet. Die Messungen wurden alle
bei Raumtemperatur durchgefuhrt und die Flussretiei® immer 10 pl/min.

Bei allen Proteinproben, GTA, GTB und AAGIyB, wurdeor Verwendung der Dialysepuffer
gegen SPR-Puffer (Tabelle 2.9) ausgetauscht. Hiesfirden zuerst 10 mM EDTA (f.c.)
hinzugegeben um das in Dialysepuffer vorhanden& lin komplexieren. AnschieRend wurde
mit Zentrifugen-Filtereinheiten mit einem GroRersdussvolumen von 10 kDa der Puffer bei
4 °C und 3200 x g gegen MOPS/fMdPuffer ausgetauscht.

Tabelle 2.9 | Puffer fir SPR-MessungenDie Puffer hatten einen pH-Wert von 6,7 bei 25 °@ wvurden vor
Gebrauch mit einem 0,22 um Filter filtriert undeimem Ultraschallbad entgast.

Puffer Zusammensetzung
MOPS/- 50 mM MOPS

100 mM NaCl
MOPS/M* 50 mM MOPS

100 mM NaCl

5mM MgCL oder MnC}
MOPS/M*/UDP 50 mM MOPS

100 mM NacCl

5mM MgChL oder MnC},

1 mM UDP
MOPS/LrE" 50 mM MOPS

100 mM NaCl

5mM LaCk, DyCls, GdCk oder YbC}

Die Proteine wurden auf verschiedenen FlusszeileeseCM5-Sensorchips immobilisiert. Bei
diesem Chip befindet sich eine Matrix aus carboxywylerten Dextran auf der

Goldoberflache. Die Immobilisierung fand durch #ieeKopplung tber N-Hydroxysuccinimid

(NHS) und 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbadid (EDC) statt (Johnsson, Lofas et al.
1991). Hierfur wurde das System nach EinsetzerS@esorchips dreimal fir 6 min mit Puffer
gespult und anschlielend mit zweimal 20 pl GlyoitNeOH, 0,3 % Triton-X-100 gespdult. Die
Aktivierung erfolgte mit einer 1:1 Mischung aus ED@d NHS. Hierbei reagieren die
Carboxylgruppen zu reaktivem N-HydroxysuccinimigestDiese Ester kdnnen nun mit
primaren Aminogruppen der Proteine eine kovalentellihg eingehen. Nach einer Belegung
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mit einer Dichte von etwa 4000 RU (Tabelle 2.10yaen die noch vorhandenen aktiven Ester
fur 15 min mit 1 M Ethanolaminhydrochlorid deakévi. Als Referenz diente eine leere
Flusszelle die direkt nach dem Aktivieren wiedealkdwiert wurde bzw. eine Flusszelle auf der
NeutrAvidin® (NA) immobilisiert wurde.

Tabelle 2.10 | Verwendete CM5-Sensorchips fur SPR-Egpmente. Angegeben sind die Belegungen und die
Belegungsdichten der jeweiligen Flusszellen (Fc)vdewendeten CM5-Sensorchips, sowie die getestetatyten
und der jeweilige verwendete Puffer. Die eingesetZonzentrationen der Analyten sind in den Ergetem der
Experimente zu finden. Chip 5 wurde von F. Flidgstitut flir Chemie) zur Verfigung gestellt.

Chip 1 2 3 4 5
Fc1l Leer Leer Leer Leer Leer
Fc2 3810 RU GTB 3980 RU GTB 3859 RUGTB 3823 RUGTB 9MRU GTB
Fc 3 4000 RU AAGIyB 4230 RU NA 4131 RU AAGIyB 3653 RU AAGIlyB -
Fc 4 3463 RU GTA 4100 RU GTB 3861 RUGTA 3852 RU GTA -
Analyten UDP-Galactose FragmenB8Z UbP
UDP
UMP
Uridin
UDP-Glucose
3DD
Puffer MOPS/M§* MOPS/- MOPS/L&"
MOPS/Mrf* MOPS/Md* MOPS/Dy**
MOPS/Md*/UDP MOPS/Gd*
MOPS/Mrf* MOPS/YB*
MOPS/Mrf*/UDP

Fur die Messungen wurden die Analyten im jeweiligtAR-Puffer gelost und je 30 pl in
verschiedenen Konzentrationen injiziert. Die gemad@gaben der Pufferbedingungen sowie
Konzentrationen sind in Tabelle 2.10 sowie im Ergséteil und im Anhang (siehe Abschnitt 6)
zu finden. Zwischen den Injektionen wurde fir 2Aid mit dem jeweiligen Laufpuffer
gewaschen. Um sicher zu gehen, dass beim Austaeschaufpuffers die Metallionen entfernt
wurden, wurde zwischen den Laufen das System jewledimal mit 10 mM EDTA in MOPS/-,
mit MOPS/- und anschlieBend mit dem gewinschtenfiudiier gespilt. Die Experimente
wurden in dreifacher Bestimmung durchgefiihrt sdresinige Experimente wiederholt.
Werden die im Gleichgewicht gemessenen RU-Wertemgele jeweiligen Konzentrationen des
Analyten aufgetragen, erhalt man eine Bindungsesatle, aus der die Dissoziationskonstante
(Kp-Wert) ermittelt werden kann. Die Auswertung depenmentellen Daten erfolgte mit
BlAevaluation 3.2 und Origin 7. Die Puffereffektairden hierbei von den SPR-Effekten des
Analyten subtrahiert und derpKWert durch Anpassung der Daten an die LangmuireBieng
fur eine Bindungsstelle (Gl. 2.2) und fur zwei Bimgisstellen (Gl. 2.3) ermittelt.

RU,p0x - [L] (Gl. 2.2)

RU =
Kp + [L]
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RUmaX_l ' [L] RUmaX_Z ' [L] (GI- 2-3)

RU =
Kp1+[L] Kp o +[L]

Die maximal mogliche Belegung des Liganden mit Atext spiegelt sich in den Werten von
RUnax Wieder und die theoretischen Werte kdnnen aus Melekulargewichten der beiden
Bindungspartner (M in g/mol), der Anzahl der Bindsstellen und der Belegungsdichte in
RUinm berechnet werden.

M (Analyt)

RUmax,theor = W n-RUpnm (Gl. 2.4)

2.5 Isotherme Titrationskalorimetrie

In dieser Arbeit wurden in Zusammenarbeit mit SephVeiRbach (Institut fur Chemie)
thermodynamische Daten der GTB mit verschiedendistfaten und Substratanaloga erhoben.
Diese Daten komplettieren bereits vorangegangetei®n (Sindhuwinata 2007; Polk 2010;
Sindhuwinata, Munoz et al. 2010) und sind zusamménden Ergebnissen aus den SPR-
Experimenten (siehe 3.1.1) in Sindhuwinata et attffentlicht (Sindhuwinata, Grimm et al.
2013).

2.5.1 Grundlagen

Die isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) bieteie dMdglichkeit neben Bindungsaffinitaten
auch EnthalpieAH) und Entropie AS) zu bestimmen. Diese Werte geben Information dleer
treibenden Krafte einer Rezeptor-Ligand-Wechselwndk Fir die Messungen werden zwei
identische Zellen bendtigt, die sich in einer adiethen Huille befinden. Dadurch wird eine
konstante Umgebungstemperatur gewdahrleistet. IrReééerenzzelle befindet sich Puffer oder
H,0, in der Probenzelle die Messlésung mit Rezee. Referenzzelle wird kontinuierlich
erwarmt, das Kalorimeter misst den Temperaturuciéed AT) der beiden Zellen und halt
diesen konstant. Bei Zugabe des Liganden verasadrinun die Temperatur in der Messzelle.
Eine endotherme Reaktion fuhrt zu einer Warmeaufiealeine exotherme Reaktion zu einer
Warmeabgabe. Diese Differenz der HeizleistutB)(wird tber die Zeit aufgezeichnet und ihr
Integral stellt die entsprechend aufgenommene albdgegebene Warmemenge dar (Wiseman,
Williston et al. 1989; Indyk and Fisher 1998; Bjedind Jelesarov 2008).

2.5.2 Experimente

Die kalorimetrischen Experimente wurden mit einemCso (MicroCal, Standort:
Forschungszentrum Borstel) durchgefiihrt. Die Megsanwurden alle im gleichen Puffer
(siehe Tabelle 2.11) und bei 298 K durchgefihrt.

Die verwendete GTB-Probe wurden von Thies Kohlsfflat fir Chemie) hergestellt und fir
die ITC Experimente mit Zentrifugen-Filtereinheitant einem Groélienausschlussvolumen von
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10 kD bei 4 °C und 3200 x g konzentriert. Nach eid&lyse in ITC-Puffer wurde erneut die
Konzentration sowie die Aktivitat der Probe bestimfiir die Messungen ist es wichtig, dass
alle Losungen fur die Experimente in Puffer eindrafge vorliegen, da andernfalls durch
Mischung der Puffer unerwiinschte Warmeeffekte en&st kénnen.

Tabelle 2.11 | Puffer fur ITC-Messungen.Der Puffer hatten einen pH-Wert von 6,7 bei 25 °@ wurde vor
Gebrauch mit einem 0,22 um Filter filtriert undeimem Ultraschallbad entgast.

Puffer Zusammensetzung
MOPS/Mrf* 50 mM MOPS
100 mM  NacCl
5mM MnChb

1 mM 2-Mercaptoethanol

Um eine Orientierung fir die einzusetzende Protmakntrationen zu bekommen, wurde der
sogenannte C-Faktor (Wiseman, Williston et al. J989Ywendet. Dieser ist in Gl. 2.5 mit [R]
als Konzentration des Rezeptors aufgefihrt undesdllerte zwischen 1 und 1000, idealerweise
zwischen 10 und 50 annehmen. Zusatzlich wurden =zegifB verschiedene
Proteinkonzentrationen sowie Injektionsvolumen atesfet.

_[R]
=% (Gl. 2.5)

Zum Fullen der 200 pl groRen Zelle waren etwa 3000 pl Proteinldsung nétig. Abhangig
vom Kp-Wert wurden 230-400puM GTB eingesetzt und dergahd wurde in
16 - 26 Injektionen mit einem Volumen von 1,5 - @J5ugesetzt. Bei den Messungen mit zwei
Liganden wurde einer mit einem 10-fachen UbersctmssProteinlésung in die Messzelle
gegeben. In der Referenzzelle befand sigh.HDie genauen Messparameter sind in

Tabelle 2.12 dargestellt. Die Konzentrationen sodie Injektionen und Injektionsvolumina
sind in den Ergebnissen (siehe 3.1.2) sowie im Aghaiehe 6.4.2) dargestellt.

Die gemessenen Daten wurden mit der ITC-Routinedig Programm Origin 7 ausgewertet.
Fur die Bestimmung des Leerwerts wurden die letdDetenpunkte des Thermogramms
verwendet bei dem das Protein bereits mit Ligansigigt war. Die entstandene Basislinie
wurde anschlieBend von allen Datenpunkten subttaéurde die gemessene Warmemenge
(Q) durch die injizierte Stoffmenge des Ligandenvidiert und gegen das molare
Ligand:Rezeptor-Verhéltnis aufgetragen, erhielt ragre differenzielle Bindungsisotherme aus
der durch Anpassung der Wiseman-Gleichung (Wisemafijiston et al. 1989) die
Assoziationskonstante gk und daraus K, sowie die EnthalpieAH in J/mol) ermittelt werden
konnte. Durch den Zusammenhang (Gl. 2.6) der DiaBomskonstante mit der Temperatur (T
in K), der allgemeinen Gaskonstante (R in J/molid freien BindungsenergidG in J/mol),
sowie den Zusammenhang (Gl. 2.7) vd& mit der Enthalpie, der Temperatur und der Enéopi
(AS in J/mol-K) konnten alle Parameter bestimmt werde
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AG =R-T-InkKp (Gl. 2.6)

AG =AH —T - AS (Gl. 2.7)
Tabelle 2.12 | Parameter fir die ITC-MessungenGemessen wurde an einem phgGerat mit einer ZellengréRe

von 200 pl. Die genauen Injektionsvolumina sowie#m der Injektionen sind bei den Ergebnissen eeeiligen
Experimente zu finden.

Parameter Einstellung
Temperatur 25 °C
Ruhrgeschwindigkeit 500 Rpm
Referenzleistung 11 pcalls
Wartezeit vor der Messung 360 s
Anzahl Injektionen 16-26
Injektionsvolumina 0,5 ul (erste Injektion)
1,5-2,5 ul (alle weiteren Injektionen)
Wartezeit zwischen den Messungen 180 s
Filterperiode pro Datenpunkt 5 s

2.6 NMR-Spektroskopie

Kernmagnetische Resonanzspektroskopgiegl; nuclear magnetic resonance, NMR) ist eine
weit verbreitete biophysikalische Methode. Sie wiod allem flr Untersuchungen von Struktur
und Wechselwirkungen von Molekilen verwendet. Zlgdt findet sie auch Anwendung bei
der Untersuchung von Molekuldynamik sowie bei Metamusstudien. Die Methode basiert
auf den magnetischen Eigenschaften NMR-aktiver &ewie zum BeispietH, *C und >N
(Claridge 2000; Berger and Braun 2004; Keeler 2010)

In dieser Arbeit wurde die NMR-Spektroskopie fimukturelle und dynamische Untersuchen an
der GTB sowie an der WNV-Protease eingesetzt. Bslevdie Wechselwirkung von Fragment
382in An- und Abwesenheit von UDP mit Hilfe von STIMR-Experimenten an die GTB
untersucht. Alle weiteren Untersuchungen fanden RBrdteinebene statt. Daflr ist eine
Zuordnung der Proteinsignale von Vorteil. Anschdie® an die Arbeiten von N. Sindhuwinata
(Sindhuwinata 2012) wurden Proteinspektren voroetmarkierter GTB fur eine Zuordnung
der Proteinresonanzen aufgenommen. Um Informaticifeer das Rickgrat der GTB zu
erhalten, wurden Experimente zum Austausch der Aroidnen durchgefiihrt sowie die
Veranderung der chemischen Verschiebung dieseralgigmei Zugabe von UDP untersucht.
Eine weitere Methode zur Untersuchung grof3er Rretesind NMR-spektroskopische
Messungen an isotopenmarkierter Methylgruppen. Ndéekierung solcher Methylgruppen in
der GTB sowie in der WNV-Protease wurde in diesdyelt erstmals durchgefiihrt. Mit diesen
selektiv markierten Proteinen wurden anschlieBante NMR-Spektren aufgenommen sowie
die Bindung von Substraten bei der GTB, bzw. Irtbitegn bei der WNV-Protease untersucht.
Dynamikuntersuchungen mit Relaxations-DispersioxgeEimenten wurden fur beide Systeme
etabliert und durchgefuhrt.
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2.6.1 NMR-Spektroskopie mit Makromolekiilen

Ab einer MolekilgrofRe von etwa 30-40 kDa ist esrkanbch méglich konventionelle NMR-
spektroskopische Methoden einzusetzen (Riek, Pleirviet al. 2000). Dies liegt zum einem an
der steigenden Anzahl der Resonanzen und der daimtiergehenden Uberlagerung von
Signalen. Zum anderen steigt die transversale Bgtax mit steigender Proteingrdf3e an,
wodurch es zu Linienverbreiterung bis hin zum Vevgaden von Signalen kommt (Abragam
1961). Um diese Probleme zu umgehen, wurden vietdidiken der Isotopenmarkierung sowie
weitere NMR-Methoden entwickelt. Die Relaxationsratvon Amid- und Methylsignalen
kénnen zum Beispiel durch Ersetzten der benachb&awblenstoffgebundenen Protonen mit
Deuteronen verringert werden (Gardner and Kay 19883atzlich wurde diengl. transverse
relaxation-optimized spectroscopy (TROSY) Methodetwizkelt, die eine zusatzliche
Verbesserung der Spektren zu Folge hat, da bestiniataxationsterme umgangen werden
konnen (Pervushin, Riek et al. 1997; Fernande2/Miader 2003).

Transverse relaxation-optimized spectroscopy (TROSY)

Bei einem zweidimensionaleid,”"N-HSQC engl. heteronuclear single quantum correlation)
werden Protonen, die durch Bindung mit einem Hetierm koppeln, hier Stickstoff, mit diesem
korreliert. Durch die groR&J-Kopplungskonstante von etwa 92 Hz fiir Amide gpalich das
Signal in beiden Dimensionen auf und es werdenSignale, die in einem Quadrat angeordnet
sind, erzeugt. Normalerweise findet bei der Aufnahdieser Spektren in beiden Zeitperioden
eine Entkopplung statt, die dazu fiihrt, dass norDairchschnittssignal in der Mitte der vier
urspringlichen  Signale auftaucht. In grol3en Molekil unterscheiden sich die
Relaxationsprozesse der vier Signale bzw. Uberggedech, wodurch unterschiedliche
Linienbreiten entstehen. Bei der TROSY-Technik witth ein*H,"N-HSQC-Experiment ohne
Entkopplung gemessen wobei das scharfste Signahdwestimme Phasenzyklen (Pervushin,
Riek et al. 1997) oder die Abfolge spezieller Geatien (Pervushin, Wider et al. 1998)
selektiert wird. Der TROSY-Effekt wird verstarktrdh groRere Proteine, durch Messungen bei
héheren Feldstarken und durch Deuterierung derePmt(Pervushin 2000). Die TROSY-
Sequenz kann in viele weitere NMR-Experimente inéggwerden, so findet sie zum Beispiel
Anwendung bei Trippelresonanzexperimenten (Salzm&envushin et al. 1998). Zusatzlich
kann durch BEST-Sequenzen die Sensitivitat weikebessert werden (Lescop, Schanda et al.
2007; Farjon, Boisbouvier et al. 2009; Lescop, Ketral. 2010).

Methyl-TROSY Spektroskopie

Obwohl der TROSY-Effekt die spektrale Sensitivitdd Auflésung fur groRe Proteine deutlich
verbessert, reicht dies oftmals nicht aus (Tugariand Kay 2003; Korzhnev, Kloiber et al.
2004; Sprangers and Kay 2007). Die UberlagerungSignale sowie die Deuterierung und
anschlieRende Reprotonierung der Amide stellt inahan Systemen weiterhin ein Problem dar
(Tugarinov and Kay 2003).
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Um trotzdem Strukturen und Bewegungen grof3er Retentersuchen zu kdnnen, wurde das
Methyl-TROSY Experiment entwickelt (Ollerenshaw,glwinov et al. 2003). Hierbei werden
nur die Methylgruppen der Proteine untersucht. Sizahl dieser ist deutlich geringer als die
der Amide in einem Protein. Dadurch wird das Spehktdeutlich Gbersichtlicher und verliert an
Komplexitat. Zusétzlich steigt die Sensitivitdt d8ignale, da in einer Methylgruppe, im
Gegensatz zu Amiden, drei Protonen statt einenoRnairhanden sind. Die Messungen kdnnen
komplett in DQO-Puffer durchgefihrt werden, dadurch ist keine jlzrerte
Lésungsmittelunterdriickung und Reprotonierung deid® notig.

Der Ausgangspunkt, um den Methyl-TROSY-Effekt em&@é zu konnen, ist, dass die
dreizahlige Methylgruppen sehr schnell um ihre Achgtieren und an ein Makromolekdl mit
hoher Korrelationszeit gebunden sind. Dabei karreigt werden, dass die unterschiedlichen
Ubergange entweder sehr langsam oder sehr scletetiaren. Methyl-TROSY-Experimente
machen sich dies zu Nutze und transferieren diengldgierung nur zwischen den langsam
relaxierenden Ubergangen. Dies ist mdglich, daedigmbhangig von den schnell relaxierenden
sind (Kay 2011). Das einfachste Methyl-TROSY-Expet ist ein StandartH,"*C-HMQC
(eng.heternuclear multiple quantum coherence) Experimiardem hier verwendeten Methyl-
TROSY-Experiment wurde zusétzlich ganrgePuls sowie Gradienten verwendet (Tugarinov,
Hwang et al. 2003). Dies reduziert die Entstehumg Artefakten.

Fur die Methyl-TROSY-Experimente ist es wichtig,sdaalle benachbarten Protonen der
Methylgruppen deuteriert sind, da ansonsten uneselite Relaxationseffekte auftreten kénnen.
Daher sind uniform-deuterierte Proteine notwendiig, spezifisch markierte Methylgruppen
(**C™H,) in den Seitenketten besitzen. Diese kénnen wahdZugabe von speziell markierten
Vorlaufern einiger Aminosauren wahrend der Proteisynthese in das Protein eingebaut
werden. Folgende selektive Markierungen sind dem@iglich: Alanin (1-Methylgruppe)
(Ayala, Sounier et al. 2009), Isoleuciil{ odery2-Methylgruppe) (Tugarinov and Kay 2004
Ayala, Hamelin et al. 2012), Leucin (eine deMethylgruppen) (Tugarinov and Kay 2004),
Methionin g1-Methylgruppe) (Gelis, Bonvin et al. 2007) und Mgleine dery-Methylgruppen)
(Tugarinov and Kay 2004). Die Zuordnung der Metlgiale kann durch Mutagenese oder,
falls eine Zuordnung der Amide bekannt ist, durcbrri§lationsexperimente dieser mit den
Methylgruppen erfolgen (Tugarinov and Kay 2003).

CPMG-Relaxation-Dispersion

Die Funktion vieler Proteine kann bereits aus Stmdn, zum Beispiel durch
Rontgenkristallographie oder NMR-Spektroskopie,ediget werden. In diesen Strukturen ist
meistens nur ein Zustand der sehr flexiblen Pretsinhtbar. Gerade diese Flexibilitat ist aber
wichtig fir deren Funktionen. Mit Hilfe der NMR-Skieoskopie ist es moglich diese
Bewegungen zu untersuchen. Zur Vereinfachung wiggstans von zwei Zustanden (A und B)
ausgegangen, die in der NMR mit Resonanzfreque(zgrund og in Hz) beschrieben sind.
Unterschieden wird zwischen langsamen, mittlereth schnellen Austausch (Mittermaier and
Kay 2009; Kleckner and Foster 2011; Torchia 20BBim langsamen Austausche&<|An|,

mit der Austauschrate,kin Hz) kdnnen zwei distinkte Signale fur jeden Herden Zustande
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bei unterschiedlichen chemischen Verschiebungeskteit werden und mit EXSY-Techniken
(engl.exchange spectroscopy) die Austauschraten gemessdan (Farrow, Zhang et al. 1994;
Sahu, Clore et al. 2007). Mittlerer bis schnelleistausch (k~|Aw|) kann mit Hilfe von CPMG
(Carr-Purcell Meiboom-Gill)-Relaxations-Dispersioisxperimenten gemessen werden und
wird im Folgenden noch genauer beschrieben. IstAdstausch sehr schnellok>|Aw]) wird

nur ein sehr scharfes Signal bei der nach Popuolag@vichteten chemischen Verschiebung
detektiert. Informationen zum schnellen Austausihnien aus Messungen der Relaxationsraten
erhalten werden (Jarymowycz and Stone 2006). Zugéitgeben Daten aus strukturbasierten
Messungen, wie zum Beispielngl. residual dipolar couplinggRDCs) (Tolman and Ruan
2006), engl. paramagnetic relaxation enhancements (PREs) (Clameg et al. 2007), skalare
Kopplungen (Lindorff-Larsen, Best et al. 2005) uegl. nuclear Overhauser enhancements
(NOESs) (Lindorff-Larsen, Best et al. 2005) Informaen Uber die Dynamik der Systeme.

Bei mittleren Austauschraten, also dynamischen dasen im Bereich von ps - ms, kommt es
zu charakteristischen Linienverbreiterungen dern8ig beider Zustande. Das Signal des
angeregten Zustandes, also des geringer bevilkBustandes, ist meist sehr klein und kann
durch die Linienverbreiterung nicht mehr detektiarerden. Die Linienverbreiterung des
Grundzustandes kann jedoch mit Hilfe von CPMG-Raiaxs-Dispersions Experimenten
quantifiziert werden, um kinetische und thermodyisaime Daten des Austausches zwischen
diesen beiden Zustdnden zu extrahierten (Kempflamth 2003; Palmer, Grey et al. 2005;
Loria, Berlow et al. 2008; Kleckner and Foster 20Zusatzlich kbnnen Strukturinformationen
Uber die chemischen Verschiebungen des angeregiasichtbaren” Zustands erhalten werden.
Bei dieser Methode wird der Anteil der Relaxatiamah chemischen Austausch wahrend einer
konstanten Spin-Echo Mischzeit (T) mit einer vagieen Anzahl an CPMG Pulsevtguc)
gemessen. Da sich die beiden Zustande im Austdefaiden, kann die Magnetisierung durch
einen 180 ° CPMG Puls wahrend der Wartezeit T mefukussiert werden wodurch ein breites
Signal entsteht. Wird die Anzahl der Pulse erhkifiinen die beiden Magnetisierungen nicht so
stark divergieren und es entsteht ein scharfergsabiBefinden sich die beiden Zusténde nicht
im Austausch, ist keine Veranderung der Signalbembachten. Die Idee dahinter ist nun, sich
die Signalintensitat | bei unterschiedlichen Widaénngsraten der CPMG-Pulsefue=1/(2r),

mit t als Abstand zwischen den Pulsen) anzuschauestwd] kann durch (Gl. 2.8) in eine
effektive Transversale Relaxationsrate®(Rcpme) in %) umgerechnet werden, die den Verlust
der Signalintensitat gegenlber der Referenzsigealsitat § mit einer konstanten Spin-Echo
Mischzeit (T) quantifiziert (Korzhnev, Kloiber et 2004).

1 1
R (vepme) = —In {%} (Gl. 2.8)

Der dynamische Prozess wird meist durch ein Zwé&nasmodell interpretiert und das daraus
resultierende Relaxations-Dispersions-Profil wingrath vier bis finf Parameter beschrieben
werden (siehe Abbildung 2.1). Fur die Anpassungien werden meist die Carver-Richards
Gleichungen verwendet, die einen AustauschproZ@salie Zeitbereiche beschreiben kénnen
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(Carver and Richards 1972; Kleckner and Foster R0Durch das Anpassen dieser
Relaxations-Dispersions Profile ;ﬂf'{vcpMG) gegenvepme) erhéalt man die Austauschraten,(in
s1), die Populationen (Pin %), die chemische Verschiebungsdifferenas({pw x|) der beiden
Zustdnde sowie die Relaxationsrate des hoher popeni Zustands in Abwesenheit von
chemischen Austausch fRin s). Durch Messen bei verschiedenen Feldstiarken und
Temperaturen kann die Anpassung der Daten dewtlicthessert werden. Wenn Daten von
verschiedener Temperaturen vorhanden sind, kargtztiee eine Arrhenius sowie van't Hoff
Analyse (Winzor and Jackson 2006) durchgefihrt emrdin dieser Arbeit wurde das
Softwarepaket GUARDD (Kleckner and Foster 2011)|cives in Matlab implementiert ist,
verwendet. Diese Methode kann sowohl fiM (Loria, Rance et al. 1999) als auch &€
Relaxations-Dispersions Experimente verwendet we(lerzhnev, Kloiber et al. 2004).

ka
4’5
@, A (b) (1), = o - o
P, (2)]Awy =
(3)
> |«2R), (4)
P 2R% (5)
sl /__\ >\
w('H)
wh A
A} =
v OB X
w Q 0 200 400 600 800 1000
(t)g <+A Wy —’(UE, vcpMG (HZ)

Abbildung 2.1 | Beispiel eines Relaxations-Dispersis-Profil. Die Abbildung ist ibernommen aus (Kleckner and
Foster 2011) und zeigt den Austausch zwischen Zwstidnden. (a) Die Signale beider Zustande (A undeBjtzen
eine definierte chemische Verschiebung in Hie (w,) und/oder®X (ox) Dimension. Das Signal des geringer
populierten Zustandes (hier B) ist zu gering bzw.kzait und daher in den Spektren nicht zu sehedoclke
beeinflusst der Austausch zwischen A und B quaittitié gemessene Relaxations-Dispersions-Kurve vgnaSA.

(b) Ein mulitquanten Relaxations-Dispersions-Prafird durch fiinf Parameter in einem Zweizustandsriode
beschrieben und enthélt Informationen Uber streier thermodynamische und kinetische Eigenschadtmie
Informationen Uber die Relaxation. Mit (1), (2| als Unterschied der chemischen VerschiebungeSideale
zwischen Zustand A und B, (3x B kg/ke, der Gleichgewichtspopulation A mitaP Ps= 1, (4) der Austauschrate
kex= ka + kg zwischen den beiden Zusténden A und B und (5)rdesversalen Relaxationsrat® i Abwesenheit
von chemischen Austausch zwischen den beiden ZiestaiEs wird angenommen, dass ®R%,~ R%g ist (Ishima
and Torchia 2006).

Tripelresonanzexperimente

Fur Untersuchungen von Proteinen mittels NMR-Smskinpie ist es meist unerldsslich die
Zuordnung der Signale in dem zugehdrigen HSQC-$pekizu kennen. Hierfir werden bei
groBeren Proteinen Tripelresonanzexperimente dafthg (lkura, Kay et al. 1990). Dabei
werden die drei NMR-aktiven Kern#d, *C und ®N miteinander korreliert. Die Proteine
mussen dafiir mit diesen aktiven Kernen markiertdeer Zusatzlich ist bei groRen Proteinen,
wie auch der GTB, eine Deuterierung von Vorteil di bereits erwahntetd-C -Relaxationen
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zu verhindern und eine hohere Sensitivitdt und @sufhg der Spektren zu erhalten (Gardner
and Kay 1998). Mit speziellen Pulssequenzen koénnseterschiedliche Korrelationen in
verschiedenen Spektren dargestellt werden. Hierlngrden die unterschiedlichen
Kopplungskonstanten zwischen den Kernen in eineotePr zu Nutze gemacht. Es gibt
verschiedene Mdoglichkeiten an Kombinationen von k8pe flr die Zuordnung von
Proteinsignalen. In dieser Arbeit wird eine Kombioa gewahlt die fur die Grol3e der GTB am
besten geeignet ist. Dabei handelt es sich um dgsnannte HNCA, HN(CO)CA, HNCO,
HN(CA)CO und HNCACB. Die Benennung der Experimeatéolgt nach dem Transfer der
Magnetisierung, wobei nicht detektierte Kerne iratimern stehen (mit CA;CCB-G und
CO-C’). Im HNCA Experiment wird das Amidproton urdkr Stickstoffkern der i-ten
Aminosaure mit den EKernen der i-ten und (i-1)-ten Aminosaure kormliédm HN(CO)CA
hingegen das Amidproton und der Stickstoffkernmitrdem G-Kern der (i-1)-ten Aminosaure
korreliert. Durch Kombination dieser beiden Spektrgowie dem HNCO mit dem HN(CA)CO
kann das Proteinrtickgrat sequenziell zugeordnedeverZusatzliche Informationen erhalt man
aus dem HNCACB, das zu den Informationen aus der@AlNoch die Korrelation mit dem
Cs-Kern der i-ten und (i-1)-ten Aminosaure aufweistusatzlich kdnnen spezifische
Verschiebungsmuster auf spezielle Aminosaurerastecisen (Sattler, Schleucher et al. 1999).

Paramagnetische NMR-Spektroskopie

Eine weitere Methode Struktur und Dynamik von Bidskélen zu untersuchen ist die
Anwendung von paramagnetischer NMR-Spektroskopiggfuda, Keniry et al. 2004; Otting
2010). Paramagneten verandern die Relaxationseigeftsn umliegender Kerne. Diese Effekt
kann auch noch weit entfernt vom paramagnetischamrdm beobachtet werden und kann
daher gut fur strukturelle Untersuchungen genutarden. Viele Metallionen weisen
paramagnetische Eigenschaften auf, wie zum Beigpi€l, F&*, Cd”*, Ni**, CU/" und die
meisten Metallionen in der Gruppe der LanthanoiBetcuda, John et al. 2007). Durch
Bindung von Paramagneten an ein Biomolekil verandih die Signale im NMR-Spektrum
in Abhangigkeit von Abstand und Orientierung zunrazagneten. Hierbei kommt es zu
Veréanderungen der chemischen Verschiebungen, liregen und Kopplungskonstanten. Fur
Struktur- und Dynamikuntersuchungen werden vornalkngl. pseudocontact shifts (PCS)
(Bertini, Janik et al. 2002kngl. paramagnetic relaxation enhancements (PRE) (GUEI@hE;
Vega and Fiat 1976; Clore, Tang et al. 20@nygl. cross-correlated relaxation (CCR) (Ghose
and Prestegard 1997; Boisbouvier, Gans et al. 19B@thu, Grandori et al. 2001; Pintacuda,
Hohenthanner et al. 2003) uedgl.residual dipolar couplings (RDC) (Tolman, Flanagamal.
1995; Barbieri, Bertini et al. 2002; Bertini, Jandt al. 2002; Tolman and Ruan 2006)
verwendet. Fur die Zuordnung der Signale ist eiggddmensionale Struktur, zum Beispiel aus
der Kristallographie und eine Bindungsstelle fin @aramagnetisches Metallion ndétig. Ist
beides vorhanden, kann durch theoretische Beregemunnd praktische Bestimmungen der
vier paramagnetischen Effekte die Zuordnung berclverden (Pintacuda, Keniry et al. 2004).
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STD-NMR-Spektroskopie

Die Sattigungs-Transfer-Differenz (STD)-NMR-Spelskopie dient zur Charakterisierung von
Protein-Ligand-Wechselwirkungen. Das Anwendungsspek ist breit und geht von der
Bestimmung von Bindungsisotopen (Mayer and Meyd¥120uber die Bestimmung vonpK
Werten (Fielding 2007) bis hin zur Identifikation orv Bindungspartnern aus
Substanzbibliotheken (Mayer and Meyer 1999). IrselieArbeit soll die Wechselwirkung von
FragmenB82in An- und Abwesenheit von UDP an GTB untersucétden.

Bei der STD-NMR-Spektroskopie wird das Protein kikedurch bestimmte Pulssequenzen
gesattigt. Diese Sattigungsfrequenz (On-Resonaegtienz) darf nicht in der Nahe der
Resonanzfrequenzen des Liganden liegen. Die Satfidureitet sich aufgrund kurzer,-T
Relaxation durch Spindiffusion schnell im gesanfeatein aus. Bindet nun ein Ligand an das
Protein, wird die Sattigung auf die Protonen degahden Ubertragen. Die Effizienz des
Transfers hangt sowohl vom Abstand der Ligandewopext zur Proteinoberflache als auch von
der Dauer der Bindung des Liganden in der Bindwasgste ab. Die Liganden befinden sich im
standigen Austausch zwischen gebundenem und undebem Zustand, dadurch h&aufen sich
die gesattigten Liganden in der Losung an und kidrswedetektiert werden. Durch einen grof3en
Uberschuss an Ligand wird sichergestellt, dass wdaslerholte Binden eines Liganden so
gering wie moglich bleibt. Durch die Sattigung derotonen zeigen diese in einem 1D-
Protonenspektrum eine verminderte Signalintenddiéses Spektrum ist das so genannte On-
Resonanz-Spektrum. Als Referenz wird ein Off-RemarBpektrum aufgenommen. Hier liegt
die Sattigungsfrequenz auf3erhalb aller ResonanzerProtein und Ligand. Durch Subtraktion
des On-Resonanz- vom Off-Resonanz-Spektrum erlsilt adas STD-Spektrum, in diesen sind
nur die Signale von bindenden Molekilen zu seheay@v and Meyer 1999; Meyer and Peters
2003).

2.6.2 Bestimmung von Bindungsepitopen mittels STD-NMR-Spektroskopie

Mit Hilfe von Bindungsepitopen von FragmeB82 sollte die Bindung an GTB, sowie die
Verdrangung von UDP aus der Bindungstasche untetrswerden. Diese sowie die bereits unter
2.4.2 beschriebenen SPR-Experimente wurden bénej@rgensen et al. (Jorgensen, Grimm et
al. 2012) verdéffentlicht.

Die unmarkierte GTB-Probe wurde konzentriert undRi@lysepuffer gegen STD-NMR-Puffer
(siehe Tabelle 2.13) ausgetauscht. Hierfur wurdesrst 10 mM EDTA hinzugegeben um das
in Dialysepuffer vorhandene Nihzu komplexieren. AnschlieRend wurde mit Zentrifuge
Filtereinheiten mit einem Gré3enausschlussvolunmenid kDa der Dialysepuffer bei 4 °C und
3200 x g gegen Austausch-Puffer (A), (B), (C) untktzt gegen den gewiinschten STD-NMR-
Puffer in DO ausgetauscht. Der Proteingehalt sowie die Aktivivurden im Anschluss
bestimmit.

Die NMR-Proben mit einem Volumen von 180 pl entigiel 20 uM GTB in STD-NMR-
Probenpuffer und 300 uM TSR-dlIs internen Standard. Das zu untersuchende Fra@8a
sowie UDP wurden in einem Protein:Ligand Verhalwis 1:50, also 1 mM, verwendet. Die
Spektren wurden in 3 mm NMR-R6hrchen bei 298 K enmiem 500 MHz NMR-Spektrometer
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aufgenommen. Es wurde das Bruker Pulsprogrammf&ddit einem 10 ms 7 kHz spin-lock
Filter (Mayer and Meyer 1999) zum Reduzieren deotddnresonanzen verwendet. Die
Sattigung der Proteinsignale fand mit einer Kaskeate 70 Hz Gaul3-Pulsen mit einer Lange
von 50 ms statt. Es wurden Spektren mit Sattigugitgz von 0,25 bis 2 s aufgenommen. Die
Off-Resonanz betrug 80 ppm und die On-Resonanznri ie Spektren wurden mit einer
spektralen Breite von 7 kHz und 24 k Datenpunkted einer zusatzlichen Wartezeit von 4 s
aufgenommen. Die Spektren mit einer Sattigungszeischen 0,25 und 0,6 wurden mit 1 k
Scans, die mit 0,65 und 0,8 s mit 512 Scans undzdischen 1,0 und 2,0 s mit 256 Scans
aufgenommen.

Die Auswertung der Spektren erfolgte mit Topspih@nd Origin 7. Die relativen STD-Effekte
wurden durch Skalierung des Off-Resonanz-Spektraumhslas STD-NMR-Spektrum bestimmt.
Diese Werte wurden gegen die entsprechenden Sidtgeiten geplottet und an Gl. 2.9
gefittet. Hierbei entspricht STD den STD-Effekt@srProtons bei einer Sattigungszeit t, §4D
der maximale STD-Effekt,gder Sattigungsrate und b der Verzégerungszeit.

Gl. 2.9
STD = STDpgy(1 — e ¥satt) — b ( )
Durch Bestimmung der Steigung der STD-Aufbaukurdem einzelnen Protonen bei einer
Sattigungszeit von 0 konnten die Bindungsepitopiiment werden. Hierfir wurde dem Proton
mit dem groRten Anteil an Sattigung 100 % zugedrdnd alle weiteren Protonen relativ dazu
bestimmt (Mayer and James 2004; Angulo, EnriquezaNat al. 2010).

Tabelle 2.13 | Puffer fur STD-NMR-Experimente.Die Puffer hatten einen pH-Wert von 6,7 bei 25 °@ wurden
in D,O angesetzt. Die Stammlésungen wurden i® Bngesetzt und durch wiederholtes Gefriertrockumeh Losen
in D,O Restwasser entfernt.

Puffer Zusammensetzung
STD-NMR-Puffer (BO) 50 mM Bis-Tris-dg
100 MM NaCl
5mM MgCb

1mM 2-Mercaptoethanolgd

Austausch-Puffer (A) 25 mM  Bis-Tris
50 mM NaCl
10 mM  MgCh
1mM 2-Mercaptoethanol

Austausch-Puffer (B) 25 mM  Bis-Tris-dg
50 mM NaCl
10 mM  MgCh
1mM 2-Mercaptoethanolgd

Austausch-Puffer (C) 50 mM  Bis-Tris-dg
50 mM NaCl
10 mM  MgCh
1mM 2-Mercaptoethanolsd
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2.6.3 Tripelresonanzexperimente

Fur die GTB sollten die Arbeiten von N. Sindhuwmg@Sindhuwinata 2012) fortgesetzt werden
und eine Zuordnung der NMR-Signale erfolgen. Hierfiurde eine dH,**C*N-markierte
GTB-Probe verwendet. Da diese sich bereits in GhBsphatpuffer (siehe Tabelle 2.4) befand
musste die Probe nur noch mit Zentrifugen-Filtdreiten mit einem GroéRenausschlussvolumen
von 10 kDa bei 4 °C und 3200 x g konzentriert wardgabei wurde das 2-Mercaptoethanol
gegen 2-Mercaptoenthanal-dausgetauscht. Der Proteingehalt wurde mit dem Neow
Spektralphotometer bestimmt. Die NMR-Probe mit ginéolumen von etwa 350 pl wurde in
einem 5 mm Shigemi-Réhrchen angesetzt und enthigiM u?H,**C,'*N-markierte GTB in
25 mM NaHPOy/NaH,PO, (pH 6,7 bei 25 °C), 5 mM Mggl 1 mM 2-Mercaptoethanolsd
300 uM TSP-gals internen Standard und 10 %D Die Tripelresonanszexperimente wurden
von Dr. F. Loéhr an der Goethe Universitat Frankf(institut fir Biophysikalische Chemie,
Prof. Dr. V. Dotsch) bei 298 K und 600 MHz bzw. 9861z aufgenommen. Alle Parameter
sind in Tabelle 2.14 angegeben. Zusétzlich wurdén Heide FeldstarkerH,"®N-BEST-
TROSY-HSQC-Experimente aufgenommen: bei 950 MHz n8tScans, 1886 x 640
Datenpunkten, einer spektralen Breite von 14 pprden‘H-Dimension, bzw. 50 ppm in der
¥C-Dimension, die Mitte der Spektren lag bei 4,7 ppnd 119 ppm und bei 600 MHz mit
8 Scans, 1024 x 512 Datenpunkten, einer spektiteite von 14 ppm in deiH-Dimension,
bzw. 50 ppm in det*C-Dimension, die Mitte der Spektren lag bei 4,7 ppmd 120 ppm. Die
Prozessierung erfolgte sowohl bei den 2D-Spektredls aauch bei den
Tripelresonanzexperimenten mit einer quadratiscBasinus-Funktion (QSINE2) in jeder
Dimension mit anschlieRender Fouriertransformatidas TSP-Signal wurde in den 1B-
NMR-Spektren auf 0 ppm referenziert, die Referenzig der*°N-Verschiebung wurde iiber
das Frequenzverhaltnis®N/*H=0,101329118 und die der’C-Verschiebung uber das
Frequenzverhaltni$®C/*H=0,25144953 berechnet (Markley, Bax et al. 1998)sgewertet
wurden die Spektren mit Topspin 3.1 und CCPNmr $sial2.3.1 (Vranken, Boucher et al.
2005).

Tabelle 2.14 | TripelresonanzexperimenteDie Probe enthielt 1 mM &H,°C *N-markierte GTB in 25 mM
Na,HPO/NaH,PQ, (pH 6,7 bei 25 °C), 5 mM Mggl 1 mM 2-Mercaptoethanolsgd300 uM TSP-gin 10 % BO.
Spektren wurden bei 298 K in 5 mm Shigemi-Réhrched bei den angegebenen Feldstarken aufgenommen. Die
Pulsprogramme wurden von Dr. F. Léhr modifizierduenthielten eine TROSY-, eine BEST-Sequenz und wenn
ndtig mit Deuteriumentkopplung (gekennzeichnet mitb und 2H). Einige Spektren wurden mit non-umifo
sampling (NUS) durchgefiihrt (Mobli and Hoch 2014).

Experiment v(*H) Scans Datenpunkte Spektrale Breite Mitte des Spektrums NUS

(Pulsprogramm) [MHZz] tHxBCcx™N)  (H/BCI®N) (*H 1 C 1N) [%]
[ppm] [Ppm]

HNCA 950 32 1024 x 112 x 168 12,4/27,9/25 4,7 | 530 30

(b_hncatr2H.fl)

HN(CO)CA 600 6 768 x 64 x 128 12,5/26/25 4,7/53/120 35

(b_hncocacrtr2H.fl)

HNCO 600 16 768 x 64 x 104 12,5/13,8/25 4,7 /1720

(b_hncotr.fl)
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HN(CA)CO 950 96 1024 x 116 x 168 12,5/14/25 4,71 1720 30
(b_hncacotr2H.fl)
HNCACB 950 48 1024 x 216 x 168 12,4/61,6/25 4,7 1420 25

(b_hncachbtr2H.fl)

2.6.4 Protonen-Deuterium Austausch bei GTB

In dieser Arbeit sollte der Austausch der Amidpnetio bei der GTB untersucht werden. Dies
kann Aufschluss Uber die strukturelle Stabilitat unformationen tber Zugéanglichkeiten von
Losungsmittel und damit Proteinfaltung geben (Bi&wan et al. 2011). Hierfir wurde die
GTB-Probe zuerst in f®-haltigen Puffer ausgetauscht und NMR-Spektrenr (dieen
bestimmten Zeitraum aufgenommen, anschlieRend witgde-haltiger Puffer schrittweise
hinzugegeben.

Verwendet wurde hierfiir eine @, ”N-markierte GTB die sich in GTB-Phosphatpuffer ligie
Tabelle 2.4) befand. Die Probe wurde mit Zentrifugditereinheiten mit einem
GroRenausschlussvolumen von 10 kDa bei 4 °C und 820 konzentriert und in NMR-
Phosphatpuffer (D) (Tabelle 2.15) ausgetauscht. Der Proteingehatde anschlieRend mit
dem NanoDrop Spektralphotometer bestimmt. Die NM&5E mit einem Volumen von 180 pl
enthielt 520 uM *H,"”®N-markierte GTB in NMR-Phosphatpuffer {0) und 100 uM TSPd
als internen Standard. Gemessen wurde direkt nafflerBustausch und 6 h, 1 Tag, 2 Tage
sowie 5Tage danach. Aufgenommen wurden jewél®N-TROSY-HSQC-Spektren
(trosyetf3gpsi) mit 48 Scans fur die ersten beideitpunkte und 52 Scans fiur alle weiteren.
Die Spektren wurden bei 298 K mit 2048 x 256 Datarpen, einer spektralen Breite von
18 ppm in derH-Dimension, bzw. 45 ppm in déiN-Dimension, die Mitte der Spektren bei
4,7 ppm und 122 ppm in einem 3 mm NMR-R6hrchenendgimen.

AnschlieRend wurde die NMR-Probe schrittweise mgO#haltigen Puffer (Tabelle 2.15)
versetzt und jeweils direkt nach Zugabe des Pufterd 8 Stunden spéter ein Spektrum
aufgenommen. Die Parameter waren identisch zu déaeor und es wurden jeweils 52 Scans
gemessen. Durch Zugabe hat sich die Proteinkorat&nmtrvon 520 uM auf 307 uM verringert.
Folgende Titrationsschritte wurden durchgefuihrt:94,020 %, 30 % und 40 % Wasseranteil.
Die Auswertung fand durch Vergleich der SpektrenTopspin 3.1 statt.

Tabelle 2.15 | NMR-Phosphatpuffer.Der pH-Wert betrug 6,7 bei 25 °C. Fur den NMR-Phasptiffer (3,0)
wurden alle Lésungen inJD angesetzt, lyophilisiert und erneut isxaufgenommen.

Puffer Zusammensetzung
NMR-Phosphatpuffer (ED) 25mM NaHPO/NaH,PO,
5mM MgCh

1 mM 2-Mercaptoethanolgd

NMR-Phosphatpuffer (kD) 25 mM  NaHPOy/NaH,PO,
5mM MgCh
1 mM 2-Mercaptoethanolgd
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2.6.5 'H,"’N-TROSY-HSQC-Experimente zur Untersuchung der Bindung von
UDP an GTB

Um weitere strukturelle Informationen Uber die Stdibindung an GTB zu erhalten, sollten
Titrationsexperimente mit UDP durchgeflhrt werdétierbei sollte die Veranderung der
chemischen Verschiebungen der RiickgratsignaleneneiH,"N-HSQC bei Zugabe von UDP
beobachtet werden.

Verwendet wurde hierfiir eine’,"°"N-markierte GTB die sich bereits in GTB-Phosphaiguf
(siehe Tabelle 2.4) befand. Die Probe wurde mitti@feigen-Filtereinheiten mit einem
GroRenausschlussvolumen von 10 kDa bei 4 °C un@ 820konzentriert, dabei wurde das 2-
Mercaptoethanol gegen 2-Mercaptoenthanol-@ausgetauscht. Der Proteingehalt wurde
anschlielend mit dem NanoDrop Spektralphotometstiromt. Die NMR-Probe enthielt zu
Beginn ein Volumen von 180 pl mit 500 pM 2d;**N-markierte GTB, 25mM
NaHPOy/NaH,PO, (pH 6,7 bei 25 °C), 5 mM Mggl 1 mM 2-Mercaptoethanolsd 100 pM
TSP-d als internen Standard und ca. 10 40D Die Probe wurde in einem 3 mm NMR-
Rohrchen bei 298 K gemessen. Im Laufe des Versughegen unterschiedliche Mengen einer
Stammlésung, mit derselben Zusammensetzung wieNM&-Probe mit zusatzlich 20 mM
UDP, dazu titriert. Zwischen jedem Titrationssdhwtirde sowohl ein 1D-NMR-Spektrum als
auch ein 2D-HSQC-Spektrum aufgenommen. Es wurderP-Kibnzentrationen von 0 uM
(0 %), 110 uM (10 %), 250 uM (20 %), 600 uM (40 %2 mM (60 %), 2,6 mM (80 %) und
4,3 mM (87 %) eingesetzt. Die Prozentangaben in HeEammern beziehen sich auf die
Belegung der GTB-Bindungsstelle mit UDP, hierfir rdai ein gemittelter K-Wert von
575 pM aus SPR- und STD-Messungen angenommen (®umita, Grimm et al. 2013). Das
1D-Spektrum wurde mit dem Pulsprogramm zgesgp @n8c&ns, sowie einer spektralen Breite
von 16 ppm, der Spektrenmitte bei 4,7 ppm und Batenpunkten aufgenommen. Bei den 2D-
HSQC-Experimenten wurde eine BEST-TROSY-Sequenzrdbyetf3gpsi.tb) verwendet. Fir
das erste Spektrum wurden 96 Scans, fir alle veeit@60 Scans mit einer spektralen Breite
von 18 ppm x 45 ppm, die Mitte des Spektrums bgippm und 117 ppm, mit 2048 x 256
Datenpunkten und folgenden Pulsen: 90 ° (PC9_40980vbn 2,2 ms und 0,9 kHz), 180 °
(Reburp.1000 von 1,5 ms und 4,2 kHz) und 90 ° (EBWOO bzw. Eburp2tr.1000 von 1,4 ms
und 2,9 kHz) verwendet. Die Auswertung erfolgte Topspin 3.1 und CCPNmr Analysis 2.3.1
(Vranken, Boucher et al. 2005). Hierfir wurden dibemischen Verschiebungen und
Intensitaten aus den Spektren extrahiert und awsedsten und letzten Spektrum mit (Gl. 2.10)
die durchschnittliche euklidische Verschiebungngpm) berechnet (Williamson 2013).

d= |2[6% + (a- 82
= |5165 + (@ 6] (Gl. 2.10)

oy unddy stehen hierbei fur die Differenz der chemischensdleiebung der jeweiligen Kerne
unda ist ein Skalierungsfaktor der hier 0,14 betrugl(fhson 2013). Anschliel3end wurde die
Standardabweichung) aller Werte berechnet und die Signale, die Ulb@ezre Wert von 1o
lagen, weiter untersucht.
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2.6.6 Methyl-TROSY-Experimente mit GTB

In dieser Arbeit sollten erstmals Methyl-TROSY-Exp®nt mit der GTB durchgefihrt
werden. Hierfiir wurden di&1-Methylgruppen der Isoleucinseitenketten selektit/*C'H; in
einem ansonsten deuterierten Protein markiert.rtdosen mit Dr. T. Biet (Institut fir Chemie)
wurden verschiedene Pulssequenzen getestet undestzal

Verwendet wurde hierfirr eine?,*N {lle 51-°CHg}-markierte GTB die sich bereits in GTB-
Phosphatpuffer (siehe Tabelle 2.4) befand. Die @€wmlirde mit Zentrifugen-Filtereinheiten mit
einem GrofRenausschlussvolumen von 10 kDa bei 43200 x g konzentriert und gegen
NMR-Phosphatpuffer (D) (siehe Tabelle 2.15) ausgetauscht. Der Prothaigewurde
anschlielBend mit dem NanoDrop Spektralphotometstirbmt. Die NMR-Probe enthielt ein
Volumen von 180 pul mit 190 pM  H,™N{lle 81-**CHs}-markierter GTB, 25mM
NaHPOy/NaH,PQ, (pH 6,7 bei 25 °C), 5 mM Mggl1l mM 2-Mercaptoethanolgdind 100 puM
TSP-d als internen Standard. Die Probe wurde in einenmBNMR-ROhrchen gemessen.
Zuerst wurde ein Standard 1D-NMR-Spektrum (zgesap)32 Scans, 32 k Datenpunkten und
einer spektralen Breite von 16 ppm aufgenommen enQdalitat der llé1-Markierung sowie
Deuterierung beurteilen zu kdnnen. AnschlielBendelevein Standard HMQC-NMR-Spektrum
(hmqcph) mit 4 Scans, 512 x 120 Datenpunkten, eipektralen Breite von 8 x 20 ppm und der
Mitte des Spektrums bei 1 ppm in d&i-Dimension, bzw. 12 ppm in défC-Dimension
aufgenommen. Im Folgenden wurden weitere Variadieser Pulssequenz mit Gradienten und
einem 90 ° Puls am Anfang (metr_hmqcph.tb bzw. nmetigcph-Il.tb) und mit zusatzlicher
Wasserunterdriickung durch Sattigung (metr_hmaqcphfiy} aufbauend aus den Arbeiten von
Tugarinov et el. (Tugarinov, Hwang et al. 2003)egétt. Die Gradienten befanden sich im
ersten Spektrum (metr_hmqgcph.tb) nicht symmetriscshd im zweiten Spektrum
(metr_hmqgcph-Il.tb) symmetrisch um den Refokussigspuls. Alle Spektren wurden bei
298 K sowie bei 283 K mit denselben Parameternobien aufgenommen. Zusatzlich wurden
die Datenpunkte auf 768 x 120 erhoht, sowie eimétsple Breite von 8 x 30 ppm getestet. Alle
Pulsprogramme sind im Anhang unter 6.3 aufgeflihrallen weiteren Messungen von Methyl-
TROSY-Spektren wurde das Pulsprogramm metr-hmdepletwendet. Dieses beinhaltet die
Gradienten, die symmetrisch um den Refokussierungsmgeordnet sind und eine optionale
Wasserunterdriickung.

2.6.7 Methyl-TROSY-Experimente zur Untersuchung der Bindung von UDP
und H-Disaccharid an GTB

Da die selektiv markierted1l-Methylgruppen der Isoleucine Uber die gesamte Gé&Reilt
sind, sollte Untersucht werden, ob die Bindung WP und H-Disaccharid einen Einfluss auf
die Signale haben. Aus der Veranderung der chemis®erschiebung der Signale bei Zugabe
der Substrate konnten digsKVerte von UDP und H-Dis ermittelt und mit berdiskannten
Daten verglichen werden.

Verwendet wurde hierfirr eine?,*N {lle 51-°*CHgz}-markierte GTB die sich bereits in GTB-
Phosphatpuffer (siehe Tabelle 2.4) befand. Die @relurde nun noch mit Zentrifugen-
Filtereinheiten mit einem GroRenausschlussvolumen %0 kDa bei 4 °C und 3200 x g
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konzentriert und gegen NMR-Phosphatpuffer,(@D (siehe Tabelle 2.15) ausgetauscht. Der
Proteingehalt wurde anschlie3end mit dem NanoDpskBalphotometer bestimmt. Die NMR-
Probe enthielt zu Beginn ein Volumen von 180 pl @0 uM u?H,*N {lle 51-*CHa}-
markierter GTB, 25 mM N#PO/NaH,PO, (pH 6,7 bei 25°C), 5 mM Mggl 1 mM 2-
Mercaptoethanol«und 100 uM TSP-gals internen Standard. Die Probe wurde in einenmB
NMR-R6hrchen bei 298 K gemessen. Im Laufe des \éhiessiwurden unterschiedliche Mengen
einer Stammldsung mit derselben ZusammensetzundieZlMR-Probe mit zusétzlich 50 mM
UDP, bzw. 50 mM UDP und 5 mM H-Disaccharid*®GH,, dazu titriert. Es wurde nicht das H-
Disaccharid mit dem Octylspacer verwendet, da bmisain Signale im Bereich der
Methylgruppen zu erwarten sind. Dd€-markierte Methyl hat keinen Einfluss auf die @iton
und wurde verwendet, da ansonsten kein weiteresisHvDBrhanden war. Zwischen jedem
Titrationsschritt wurde sowohl ein 1D-NMR-Spektruats auch ein 2D-Methyl-TROSY-
Spektrum aufgenommen. Es wurden UDP-KonzentratiomoenO puM (0 %), 280 uM (30 %),
930 uM (60 %) und 6,8 mM (92 %) eingesetzt. Ansfhdind wurde die GTB-Probe mit 50 mM
UDP und 5 mM H-Disaccharid-&CH; schrittweise versetzt. Hierbei wurden H-Disacalhari
O-*CH; Konzentrationen von 30 uM (26 %), 57 uM (50 %),.98 (75 %), 170 uM (92 %)
und 380 pM (98 %) verwendet. Die UDP-Konzentratitieg bei dieser Titration auf 10 mM.
Die Prozentangaben in den Klammern beziehen sitbiaBelegung der GTB-Bindungsstelle
mit UDP und H-Disaccharid in Anwesenheit von UDkrtiir wurde ein gemittelter g&Wert
fur UDP von 575 uM aus SPR- und STD-Messungen undVéert von 7 UM H-Dis in
Anwesenheit von UDP aus ITC-Messungen angenommiedh{@vinata, Grimm et al. 2013).
Das 1D-Spektrum wurde mit dem Pulsprogramm zgesgp32 Scans, sowie einer spektralen
Breite von 16 ppm, der Spektrenmitte bei 4,7 ppm 82 k Datenpunkten aufgenommen. Die
Methyl-TROSY-Spektren wurden mit 8 Scans einer spédn Breite von 8 ppm x 20 ppm, der
Mitte des Spektrums bei 0,5 ppm in dér-Dimension, bzw. 12 ppm in dérfC-Dimension,
768 x 120 Datenpunkten sowie einer Wasserunterdrigckaufgenommen. Die Auswertung
erfolgte mit Topspin 3.1. Hierfur wurden die chechisn Verschiebungen und Intensitaten der
Peaks, die eine Verschiebung zeigen, aus den &pekttrahiert. Fir jede Konzentration wurde
mit (GIl. 2.10) die durchschnittliche euklidische rgehiebung (d in ppm) im Vergleich zum
Referenzspektrum berechnet (Williamson 2013). Aalirungsfaktor wurde hier der Quotient
aus der chemischen VerschiebungsdifferenZidesignale (1,26 ppm - (-0,3 ppm) = 1,56 ppm)
und**C-Signale (14,7 ppm - 7,6 ppm = 7,1 ppm) verwenaet betrug 0,22.

Die berechneten Werte wurden nun gegen die jeweailigonzentrationen der Substrate
aufgetragen. Aus dieser Bindungsisotherme konntehddinpassung der Daten an Gl. 2.11 die
Dissoziationskonstante (KWert) ermittelt werden.

Ay ((n - €[P] + c[L] + Kp) = /G- c[PT + c[L] + Kp)2 — 4-n - c[PIc[L])
2-n-c[P]

Gl. 2.11

Ad =

Hierbei war n die Anzahl der Bindungsstellen undrdeu auf eins gesetzt, c[P] die
Proteinkonzentration, hier 0,1 mM und c[L] die jéNge Ligandenkonzentration. Die
Auswertung erfolgte mit Origin 7.
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2.6.8 CPMG-Relaxations-Dispersions Experimente mit GTB

Die Dynamik der GTB sollte in dieser Arbeit mit CREVRelaxations-Dispersions
Experimenten untersucht werden. Hierfir wurden dieMethylgruppen der Isoleucine
verwendet. Es wurden unterschiedliche Bedingungeatestet und anschlieRend
Dispersionsprofile mit Donor- und Akzeptorsubsgaimessen.

Verwendet wurden hierfiir unterschiedliche Prapanath von H,"N,{lle 51-"°CHg}-
markierter GTB, die wie zuvor beschrieben gegen NRt®sphatpuffer (D) (siehe Tabelle
2.15) ausgetauscht wurden. Der Proteingehalt wuadschlielend mit dem NanoDrop
Spektralphotometer bestimmt. Die NMR-Proben entiaiein Volumen von 180 pl mit 25 mM
NaHPOy/NaH,PQ, (pH 6,7 bei 25 °C), 5 mM Mggl1l mM 2-Mercaptoethanolsdind 100 uM
TSP-d als internen Standard. Es wurden zwei verschie@eotinkonzentrationen eingesetzt.
Fur Messungen ohne Substrate wurde 190 uM der teelelarkierten GTB eingesetzt, flr
Messungen mit UDP 170 uM GTB und 9,45 mM UDP undMig&ssungen mit H-Disaccharid
zusétzlich 380 uM H-Disaccharid-3€H;. Die Proben wurden in einem 3 mm NMR-Réhrchen
gemessen. Die Pulssequenz fur die Methyl-TROSY sRéilans-Dispersions-Spektren wurde
zusammen mit Dr. T. Biet (Institut fir Chemie) adex zuvor verwendeten Methyl-TROSY-
Sequenz erstellt. Es wurde die CPMG-Sequenz sowieperge-Element in die Sequenz
integriert (Korzhnev, Kloiber et al. 2004). Das gextElement verhindert die Bildung von
Artefakten. Dies ist jedoch bei gro3en Proteinefgramd schneller Relaxation nicht nétig
(Ollerenshaw, Tugarinov et al. 2003; Tugarinov, Hgaet al. 2003). Hier sollten beide
Pulssequenzen, mit purge-Element (hmqgcrexgpphpmyeptl)) und ohne purge-Element
(hmgcrexgpphpr.tb) getestet werden. Die Methyl-TR@&laxations-Dispersions Spektren
(hmgcrexgpphpr.tb) wurden mit 16, 24 oder 48 Scaemer spektralen Breite von
8 ppm x 20 ppm, der Mitte des Spektrums bei 0,5 ppder'H-Dimension bzw. 12 ppm in der
*C-Dimension, 768 x 120 Datenpunkten sowie einerdatagterdriickung aufgenommen.

Es wurden Mischzeiten (T) von 20 ms, 40 ms und 60mit vcpme Werten von 50 Hz bis
500 Hz bei einer Feldstarke von 500 MHz getestét. Mispersionsprofile wurden bei 275 K,
283 K und 298 K in Doppelbestimmung aufgenommere, Mittelwerte sowie Fehler von
R*"(vepmo) (GI. 2.8) berechnet und mit GUARDD (Kleckner afmbster 2011) ausgewertet.

2.6.9 Methyl-TROSY-Experimente mit Lanthanoiden

Da eine Zuordnung der Methylgruppensignale derelstihseitenketten noch nicht vorhanden
war und die GTB eine natirliche BindungsstelleMatallionen besitzt, sollte getestet werden,
ob eine Zuordnung mit Hilfe von paramagnetischerfBpektroskopie maoglich ist. Hierfur
wurden die Lanthanoide Lanthan, Dysprosium, Gadgtinund Ytterbium getestet.

Verwendet wurde eine T,"°N,{lle §1-**CH,}-markierte GTB, die sich in GTB-Dialysepuffer
ohne MnC} (siehe Tabelle 2.4) befand. Die Probe wurde nuchnmit Zentrifugen-
Filtereinheiten mit einem Gr6Renausschlussvolumen 0 kDa bei 4 °C und 3200 x g
konzentriert und erst gegen Austausch-Puffer (DY amschlieRend gegen Bis-Tris-Puffer
(D,0O) ausgetauscht (siehe Tabelle 2.16). Der Prothalgevurde anschlieRend mit dem
NanoDrop Spektralphotometer bestimmt. Die NMR-Probathielten zu Beginn ein Volumen
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von 180 pl mit 100 uM GH,"N,{lle 51-°CHg}-markierter GTB, 40 mM Bis-Tris-g (pH 6,7
bei 25 °C), 40 mM NaCl, 0,8 mM 2-Mercaptoethangltthd 100 pM TSP-dals internen
Standard. Zusétzlich enthielten die Proben 6,5 nibPWim sicherzustellen, dass die Metalle in
die Bindungsstelle binden. Hierfir wurde der grdgewWert von 710 uM aus SPR-Messungen
mit Mg®* angenommen (Sindhuwinata, Grimm et al. 2013).®i&ben wurden in einem 3 mm
NMR-R6hrchen bei 298 K gemessen. Im Laufe des \éhiessiwurden unterschiedliche Mengen
einer Stammlésung mit derselben Zusammensetzung dige jeweilige NMR-Probe mit
zusatzlich 5 mM LaG| 2 mM DyCk, 5 mM GdC} oder 2,5 mM YbG dazu titriert. Zwischen
jedem Titrationsschritt wurden sowohl ein 1D-NMRe&pum, ein 2D-Methyl-TROSY-
Spektrum sowie ein Antiphasen-2D-Methyl-TROSY-Spakt (metr-hmqgcphnd.2.tb; Methyl-
TROSY-Spektrum ohne Entkopplung) aufgenommen. Zlisktwurden von einer NMR-Probe
mit DyCl; jedoch ohne GTB 1D-Spektren als Referenz aufgersmmris wurden Metall-
Konzentrationen von 0 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100, 125 pM, 150 uM, 200 uM und
300 uM bei Lad, GdCEL und YbCheingesetzt. Bei DyGlwurden Konzentrationen von 0 uM,
20 uM, 50 uM, 75 puM, 100 uM, 150 uM, 178 uM sowiesdzlich 266 uM bei der
Referenzprobe eingesetzt. Die 1D-Spektren wurdeh deim Pulsprogramm zgesgp und
32 Scans sowie einer spektralen Breite von 16 ppmem O1 bei 4,7 ppm und 32k
Datenpunkten aufgenommen. Die Methyl-TROSY-Spektweinden mit 4, 8, 12, 32, 64 oder
72 Scans, einer spektralen Breite von 8 ppm x 20, gier Mitte des Spektrums bei 0,5 ppm in
der *H-Dimension, bzw. 12 ppm in défC-Dimension, 768 x 120 Datenpunkten sowie einer
Wasserunterdriickung aufgenommen. Die Antiphasety#ldiROSY-Spektren wurden mit 4,
8, 12, 48 oder 52 Scans, einer spektralen Breite8/ppm x 20 ppm, der Mitte des Spektrums
bei 0,5 ppm in detH-Dimension, bzw. 12 ppm in d&iC-Dimension, 768 x 120 Datenpunkten
sowie einer Wasserunterdriickung aufgenommen.

Tabelle 2.16 | Puffer fir NMR-Experimente mit Lantharoiden. Die Puffer hatten einen pH-Wert von 6,7 bei
25 °C und wurden in D angesetzt. Die Stammlosungen wurden O DCangesetzt und durch wiederholtes
Gefriertrocknen und Ldsen in,D Restwasser entfernt.

Puffer Zusammensetzung
Bis-Tris-Puffer (BO) 50 mM Bis-Tris-dg

100 mM NaCl

1mM 2-Mercaptoethanolsd
Austausch-Puffer (D) 50 mM Bis-Tris

50 mM NacCl

1mM 2-Mercaptoethanol

2.6.10 NMR-Untersuchungen an der West-Nil-Virus Protease

Neben NMR-spektroskopischen Untersuchungen der GdlBe in dieser Arbeit auch die
Protease NS2B-NS3 des West-Nil-Virus NMR-spektrpsdach untersucht werden. Hierfir
wurden die31-Methylgruppen der Isoleucinseitenketten selektity**C'H; in einem ansonsten
deuterierten Protein markiert. Es wurden wie audhos bei der GTB CPMG-Relaxations-
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Dispersions Experimente durchgefihrt. Zuséatzliditesantersucht werden, inwieweit sich die
Dynamik bei Bindung von bekannten Inhibitoren veigm. Hierfir wurde zum einem der
WNV-Inhibitor (Ekonomiuk, Su et al. 2009) sowie Ayinin (Shiryaev, Ratnikov et al. 2006;
Mueller, Yon et al. 2007) verwendet. Von Aprotininvurde zuséatzlich die
Dissoziationskonstante an die WNV-Protease durtfafion bestimmt.

Bestimmung des Kp-Wertes von Aprotinin an die West-Nil-Virus Protease

Fur die Bestimmung des gdNVertes von Aprotinin an die WNV-Protease wurde u-
’H,"N,{lle 1-°CHg}-markiertes Protein verwendet. Dieses befand $iclSEC-Puffer (siehe
Tabelle 2.5) und wurde mit Zentrifugen-Filtereirthai mit einem GréRenausschlussvolumen
von 10 kDa bei 4 °C und 3200 x g konzentriert uaden 20 mM NaHPQ,/NaH,PO,-Puffer in
D,O (pH 7 bei 25 °C) ausgetauscht. Der Proteingetattie anschlielend mit dem NanoDrop
Spektralphotometer bestimmt. Die NMR-Probe enthialtBeginn der Titration ein Volumen
von 160 pl mit 100 pM @H,"N,{lle 51-"°CHz}-markierter WNV-Protease in 20 mM
NaHPOy/NaH,PO,-Puffer und 100 pM TSPsdals internen Standard. Die Probe wurde in
einem 3 mm NMR-R6hrchen bei 298 K gemessen. Im d.aidés Versuches wurde eine
Stammlésung, mit derselben Zusammensetzung wieN#R-Probe mit zusatzlich 5 mM
Aprotinin dazu titriert. Zwischen jedem Titratioebsitt wurde sowohl ein 1D-NMR-Spektrum
als auch ein 2D-Methyl-TROSY-Spektrum aufgenommeBs wurden Aprotinin-
Konzentrationen von 0 uM, 50 puM, 100 puM, 200 uMQ M, 1 mM und 1,5 mM eingesetzt.
Die 1D-Spektren wurde mit dem Pulsprogramm zgesgp 16 Scans, einer spektralen Breite
von 16 ppm, die Mitte des Spektrums bei 4,7 ppm 82&d Datenpunkten aufgenommen. Die
Methyl-TROSY-Spektren wurden mit 16 Scans, einezkfiiplen Breite von 8 ppm x 20 ppm,
der Mitte des Spektrums bei 0,5 ppm in Hé4Dimension, bzw. 12 ppm in dé&iC-Dimension,
768 x 120 Datenpunkten sowie einer Wasserunterdrigrclkufgenommen. Da nicht markiertes
Aprotinin eingesetzt wurde untfC eine natiirliche Haufigkeit von 1,1 % besitzt,dsialle
Methyl- sowie Methylengruppen im Spektrum sichtbelm diese von den Signalen der
Protease unterscheiden zu kénnen, wurde ein Refpektrum mit 2.5 mM Aprotinin in
25 mM NaHPQY/NaH,PO;-Puffer in DO (pH 7 bei 25 °C) und 100 uM TSR-tei 298 K
aufgenommen. Die Auswertung erfolgte mit Topspith @nd Origin 7. Hierfir wurden die
chemischen Verschiebungen und Intensitaten dersPaak den Spektren extrahiert. Fur jede
Konzentration wurde mit (Gl. 2.10) die durchschHicitie euklidische Verschiebung (d in ppm)
im Vergleich zum Referenzspektrum berechnet (Wilkan 2013). Fur Signale mit langsamem
Austausch wurde jeweils die Signalintensitat (I)s dgebunden Zustandes verwendet. Als
Skalierungsfaktor wurde hier ebenfalls der Quotierdus der chemischen
Verschiebungsdifferenz déd-Signale und®C-Signale verwendet und betrug 0,48.

Die berechneten Werte wurden nun gegen die jewsiliflonzentrationen der Substrate
aufgetragen. Aus dieser Bindungsisotherme konntehd@énpassung der Daten an GI. 2.11 die
Dissoziationskonstante dWert) ermittelt werden. N war die Anzahl der Bindgstellen und
wurde auf eins gesetzt, c[P] die Proteinkonzemmatnit 0,1 mM und c[L] die jeweilige
Ligandenkonzentration. Die Auswertung erfolgte @igin 7.
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CPMG-Relaxations-Dispersions Experimente mit der West-Nil-Virus Protease

Fur Relaxations-Dispersions Experimente mit der WRPMdtease mussten zuerst die
experimentellen Bedingungen getestet werden. Hiesfirden 300 uM der &N {lle 51-
¥CHa}-markierten WNV-Protease (1) in 20 mM MPO/NaH,PO,-Puffer in DO (pH 7 bei
25 °C), 100 uM TSPodals internen Standard sowie 1 mM WNV-Inhibitor wendet. Dies
entsprach einer Sattigung der Protease mit dem Wikibitor von 95 % mit einem kWert
von 40 uM (Ekonomiuk, Su et al. 2009). Es wurdesd¥fizeiten (T) von 20 ms und 40 ms bei
283 K sowie 298 K getestet. Die Messbedingungerewatentisch zu denen der GTB (siehe
Abschnitt 2.6.8). Anschliel3end wurden Dispersioofier bei unterschiedlichen Temperaturen,
zwei verschiedenen Feldstarken sowie in Anwesenieitier Inhibitoren angefertigt.
Probenzusammensetzung sowie Messparameter siraballd 2.17 aufgefuhrt. Die Messungen
bei 500 MHz wurden jeweils in Doppelbestimmung urdie bei 700 MHz in
Einfachbestimmung durchgefiihrt. Die Auswertung lgt® mit Topspin 3.1 und GUARDD
(Kleckner and Foster 2011). Hierfur wurden, wenrghot die Mittelwerte sowie Fehler von
R:*"(vepma) berechnet (siehe Abschnitt 2.6.1) und die Datsfiitgt.

Tabelle 2.17 | Parameter fir CPMG-Relaxations-Dispesions Experimente mit der WNV-ProteaseDie Proben
befanden sich in 25 mM NdPO,/NaH,PQ, in D,O (pH 7 bei 25 °C) sowie 100 uM TSR-@ie Spektren wurden
mit dem Pulsprogramm hmgcrexgpphpr.tb fir 500 Midd amgcrexgpphpr_HH.2.tb fir 700 MHz in 3 mm NMR-
Rohrchen aufgenommen. Die Mischzeit (T) betrug 20und es wurdernvepyg Werte von 50 Hz bis 500 Hz
gemessen. Die Messparameter wurden jeweils ddigleafen Messzeit angepasst.

WNV-Protease Ligand v(H) Temperatur Scans

[LM] [MHz] K] Datenpunkte x 1*C)
Spektrale BreiteH / °C) [ppm]
Mitte des SpektrumsHi / *3C) [ppm]

92 - 500 283 24; 56; 64
288 768 x 120; 768 x 38
298 8/20;8/6
310 0,5/12;0,5/11
1 mM WNV-Inhibitor 500 283 56/64/72
298 768 x 38
310 8/6
0,5/11
0,5 mM Aprotinin 500 283 24
298 768 x 120
310 8/20
0,5/12
300 - 700 288 48
298 1068 x 38
310 8/6
0,5/11
2 mM WNV-Inhibitor 700 288 48
298 1068 x 38
310 8/6
05/11
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1,5 mM Aprotinin 700 288 40
298 1068 x 140
310 8/20
0,5/12
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3 Ergebnisse

Diese Arbeit beschaftigt sich mit Untersuchungenr déumanen Blutgruppen
Glycosyltransferasen sowie der West-Nil-Virus Pagte Der Fokus ist jedoch auf die
Glycosyltransferasen, hauptsachlich auf die Blyigeu B Galactosyltransferase, gelegt.
Zunachst werden die Bindungskonstanten und thernadische Parameter von Substraten und
Substratanaloga, die mit SPR- und ITC-Spektroskopitoben wurden, dargestellt.
AnschlieRend wird auf die nédhere CharakterisierdegInhibierung der Glycosyltransferasen
durch einen Inhibitor aus einem Fragment-basie8ereening mittels SPR- und STD-NMR-
Spektroskopie genauer eingegangen. Ein Grofdteil Adpeit beschaftigt sich mit
Untersuchungen der strukturellen Dynamik der GTBtetld NMR-Spektroskopie. Im letzen
Abschnitt werden die Ergebnisse, die mit der WN¢tBase erhoben wurden, dargestellt.

3.1 Charakterisierung der Bindung von Substraten und
Substratanaloga an die humanen Blutgruppe A und B
Glycosyltransferasen

Die Charakterisierung der Ligandenbindung tragt rkstazum Verstandnis des
Katalysemechanismus eines Enzyms bei. Hierbei wimdcallem die Bindungskonstanten und
thermodynamische Parameter von grof3er Bedeutundieem Abschnitt der Arbeit wurden
sowohl Dissoziationskonstanten mit SPR-Spektrogkoid thermodynamische Daten mittels
ITC erhoben. Es wurden Substrate sowie Substratgaaintersucht, diese sind im Folgenden
genauer beschrieben. Die thermodynamischen Datewlewuzusammen mit S. Weil3bach
(Institut fir Chemie) erhoben, ausgewertet und rusan mit den Daten von N. Sindhuwinata
(Sindhuwinata 2012) verdéffentlicht (Sindhuwinatajrn®n et al. 2013). Zusatzlich wurden die
Dissoziationskonstanten der Substrate sowie Suhstimga fir die GTA und AAGIlyB
bestimmit.

3.1.1 Bestimmung der Bindungskonstanten mit Oberflichen-Plasmonen-
Resonanzspektroskopie

Mit der SPR-Spektroskopie sollten die Bindungskanttn verschiedener Substrate sowie
Substratanaloga an GTA, GTB und AAGIyB bestimmt degr. Verwendet wurden hierflr
UDP-Gal, UDP-Glc, UDP, UMP, Uridin sowie das Akzeysubstratanalogon 3DD. Die
Bindungskonstanten der Donorsubstrate wurden Bemgttels STD-NMR-Spektroskopie
(Blume, Angulo et al. 2006) ermittelt. Hierbei wardlompetitiv gegen UDP-Gal mit Mgals
bivalentes Kation titriert. Fir den Referenzwertréeljedoch ein Kvon 17 puM fir UDP-Gal
verwendet, welcher aus Messungen in AnwesenheitMofi stammt (Seto, Compston et al.
1999), was zwar zu einer korrekten ReihenfolgeRBiedungsstarken fihrt, jedoch zu falschen
absoluten Werten. Durch direkte STD-NMR-Titrationgarden die Bindungskonstanten von
N. Sindhuwinata (Sindhuwinata 2012) erneut gemesabar auch diese Experimente geben
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nur einen Naherungswert der BindungsaffinitatendigaAuswertung anhand unterschiedlicher
Protonen gemacht werden kann und dies zu untedinen Ky-Werten fiihrt. Aus diesem
Grund sollten die Bindungskonstanten zum VergldithAnwesenheit von Mg und Mrf*
bestimmt werden. Zusétzlich wurde untersucht, okeiaen Unterschied macht, ob auf der
Referenzzelle NA immobilisiert ist oder ob dieserlbleibt.

Praparation der Blutgruppenglycosyltransferasen

Die verwendeten Glycosyltransferasen GTA, GTB undG#yB, wurden wie unter 2.1
angegeben jeweils in 1 | TB-Medium i coli synthetisiert und mittels Sdulenchromatographie
gereinigt. Fur die GTA und GTB (1) wurde das AKT4s&m verwendet. Die AAGIlyB wurde
mit einer einfachen Peristaltikpumpe gereinigt wng einer vorangegangenen Masterarbeit
(Grimm 2010) weiterverwendet. Die Qualitat der Rrd@gionen wurde mit SDS-PAGE (siehe
2.3.1) und Aktivitatstests (siehe 2.3.4) Uberpriifer Proteingehalt wurde sowohl mit dem
NanoDrop Spektralphotometer (siehe 2.3.2) als amthdem Bradford-Test mit BGG als
Standard (siehe 2.3.3) bestimmt. Verunreinigungé@nNukleinsduren bzw. Nukleotiden, hier
vorwiegend UDP aus dem letzten Reinigungsschranken ebenfalls mit dem NanoDrop
Spektralphotometer detektiert werden. Fir die BErpante wurde der Puffer der Proteinproben
mit MOPS/Md" Puffer ausgetauscht und erneut die Proteinmengée sderunreinigungen
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.1 undiliong 3.1 dargestellt.

Die Ausbeuten der Proteinpraparationen von GTA GA®B lagen bei etwa 70 mg pro Liter
Kultur. Die Ausbeute von AAGIyB lag bei etwa 40 mgo Liter Kultur und war damit nur
etwas geringer als die der beiden anderen. All¢elParoben zeigen Aktivitat, wobei die der
GTB mit 13 U/mg gegeniiber UDPXE-Gal deutlich gréRer war als die der GTA mit 3/8nd
gegeniiber UDP-U'C-GalNAc. AAGlyB kann sowohl UDP-H'C-Gal als auch UDP-tfC-
GalNAc umsetzen. Hierbei war die spezifische Aldivi gegeniber UDPfC-Gal mit
1,9 U/mg groRer als die gegeniiber UDP@rGalNAc mit 0,7 U/mg. Alle bestimmten
Aed A2go Quotienten lagen unter 0,6 und weisen auf nulkdeirefreie Proteinproben hin. Dies
und die SDS-PAGE, die jeweils nur die Bande detdtne zeigen, lassen auf eine erfolgreiche
Herstellung von aktiven Proteinproben schlie3en.

Tabelle 3.1 | Qualitatskontrolle von GTA, GTB (1) und AAGIyB fiir SPR-Experimente. Verwendete
Proteinpraparationen fir SPR-Messung mit Substrstene Substratanaloga der Blutgruppen Glycosylfeaasen.
Angegeben sind die Ausbeuten pro Liter Kultur, dpezifischen Aktivtaten und die Quotientens#A.g, Nach
Austausch des Puffers. Praparation GTB (1) wurdammugen mit N. Sindhuwinata (Institut fir Chemie) lestgllt.

GTA GTB (1) AAGIlyB
Ausbeute 72 mg/l 68 mgl/l 41 mg/l
Spezifische Aktivitit ~ UDP-d4C-GalNAc 3,3 U/mg - 0,7 U/mg
UDP-u*C-Gal - 13 U/mg 1,9 U/mg
AssdAsgo 0,55 0,55 0,53
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Abbildung 3.1 | SDS-PAGEvon GTA, GTB (1) und AAGIyB. Aufgetragen singeweils ein Protei-Standard (S)
sowie je eine denaturierte Proteinprobe in rederiéen (r.) und nicht reduzierenden. r.) Probenpuffer von (A)
GTA, (B) GTB (1) und C) AAGIyB auf einem 12 %igen SDS-Gdie Proteinbande der monomerGTA, GTB

bzw. AAGIlyB mit einem Molekulargewicht von 3¢ kDa liegt etwas unterhalb der BBa, bzw. etwas oberhalb ¢

31 kDa Bande.Unter nicht reduzierenden Bedingungen sind we Banden bei vielfachen des monome
Molekulargewichts zu erkennen, hierbei handelt iee um Oligomerisierung der Proteine Uber intermoletes
Disulfidbriicken.Die Bezeichnung der Proteinproben bezieht sicl Tabelle 3.1.

Oberflachen-Plasmonen-Resonanzspektroskopie

Mit Hilfe der SPRSpektroskopie wurd¢ die Bindungskonstanten vadDP-Gal, UDP-Glc,
UDP, UMP, Uridinsowie dasAkzeptorsubstratanalogon 3D&nh GTA, GTB und AAGIyB ir
Anwesenheit von Mg oder Mn** bestimmt.

Fur die Immobilisierung wurden die Glycosyltransfggn GTA, GTB (1) und AAGIy (siehe
Tabelle 3.1) auf einem CM-Sensorchip (Chip 1, siehdabelle 2.10) immobilisiert.
Vorangegangene SPRxperimente mit GTB zeigten, dass Belegungsdicitemereich vor
2000-400RU optimal waren. Deshalb wurden hier fir alle Glygtransferasendie
grolltmogliche Belegungsdicl um die 4000 RU (siehe Tabelle 2)1§ewéhlt. Da die zu
untersehenden Substrate relativ klein we, sollten dadurch die gré3tmlichen Antwortraten
erzielt werden.Fur die hier verwendeten Substrate mit einem Md&kewicht von etw:
370 mg/mol bis 61@hg/mol sollel die Antworten bei einer Belegungsdichte von <¢RU
theoretischWerte zwischend2 RU und 70 RU annehmeZusatzlich ist es wichtig eir
geeignete Referenzzelle zu verwenden, da die Metsdadurch um den Anteil unspezifisc
Effekte korrigiert werden 6nnen. Daflr wurde ein CMSensorchip (Chip 2, sietTabelle
2.10) mit GTB (1) (sieh@abelle3.1) belegt. Die Referenzzellen wammm ¢nen leer und zum
anderen mit NA belegtn Abbildung 3.2sind exemplarisch die Sensorgramme der MessL
mit den beiden unterschiedlichen Referenzen von-Gal an GTB dargestt. Alle weiteren
sind im Anhang (sieh6.4.]) zu finden. Alle Messungen haben die Form von Reghkteven,
dies deutet auf schnelle Assozins- und Dissoziationsraten hin. Eine Auswertung
Gleichgewichtsantworten war daher moglich. Die -Effekte wurden gegen die jeweili
Substratkonzentratian einer Bindungsisotherme aufgetragen und mitLd@gmui-Gleichung
angepasstExemplarisch argestellt sind in Abbildung 3.8ie Bindungsisothernn fiir die
Bindung von UDPGal an GTB. Alle weitererBindungsisothermersind im Anhan (siehe

79



Charakterisierung der Bindung von Substraten urlzst®atanaloga an die humanen Blutgruppe
A und B Glycosyltransferasen

6.4.1) zu finden. Die Bindungskonstanten aller Megen sind in Tabelle 3.2
zusammengefasst. Die ermittelten maximalen Antwofiegen alle unter den theoretischen
maximalen Antworten wodurch unspezifische Bindungvb eine weitere Bindungsstelle
ausgeschlossen werden kann. Jedoch waren die Astwaler Donorsubstrate in den
Messungen gegen NA (Fc 4-3) als Referenz héherdialsgegen eine leere Referenzzelle
gemessenen (Fc 2-1). Dies kam dadurch zustande dia#ntworten der leeren Referenzzelle
(Fc 1) groRer waren als die der mit NA belegten @c Die unspezifische Bindung der
Donorsubstrate ist somit bei der leeren Referetezgioller als bei der mit NA belegten
Referenzzelle. Zusétzlich wurden bei den MessumgietyDP-Gal, UDP-Glc, UDP und UMP
mit Mn®* als bivalentes Kation und NA als Referenz die iatigen in den
Bindungsisothermen nicht erreicht. Dies war bei déessungen mit der leeren Zelle als
Referenz der Fall. Auf die Unterschiede zwischen tessungen mit Mi und Md" als
bivalentes Kation wird weiter unten eingegangen. dan Akzeptorsubstratanalogon 3DD ist
kein Unterschied bei den Antworten zu erkennen.hAdie Bindungskonstanten (siehe Tabelle
3.2) der beiden Messungen sind vergleichbar. Dielidigskonstanten der Donorsubstrate sind
bei den Messungen mit NA als Referenz deutlich hoBei den Messungen mit einer leeren
Zelle als Referenz kann die Reihenfolge der Bindkogstanten wie sie bereits zuvor publiziert
wurde (Blume, Angulo et al. 2006) bestatigt werdgei den Messungen mit NA als Referenz
hingegen nicht. Aus diesem Grund und da die leetie Als Referenz besser die unspezifischen
Bindungen an die mit proteinbelegte Zelle wiedeaxgplt, wird im Folgenden eine leere Zelle
als Referenz verwendet.

A B 50+
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204 30
1 20 H
2 10- 207

i 104 | \

0 0 - \

T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T 1
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Abbildung 3.2 | Sensorgra[m]me der Bindung von UDP-Gaan immobilisierte[ 23TB bei Verwendung
unterschiedlicher Referenzen.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 beiG5°100 mM NaCl und
(A, B) 5 mM MnCl, bzw. (C, D) 5 mM MgQ mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 2) dbgefiihrt
(siehe Tabelle2.10. Als Referenz wurde eine leere Flusszelle (A, Gy.bgine mit NA belegte Flusszelle (B, D)
verwendet. Alle Messungen wurden in dreifacher Basting mit UDP-Gal Konzentrationen von 5 uM bis 1@ m
fur die Messungen mit Mnglund mit UDP-Gal Konzentrationen von 50 uM bis 1M rfilr die Messungen mit
MgCl, durchgefiihrt. Gezeigt ist jeweils die erste Megsureile der Ergebnisse wurden bereits in (Sindhava,
Grimm et al. 2013) veréffentlicht.
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Abbildung 3.3 | Bindungsisotherme der Bindung von UP-Gal an immobilisierte GTB bei Verwendung
unterschiedlicher Referenzen.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25400 mM NaCl und
(A, B) 5 mM MnCl, bzw. (C, D) 5 mM Mgd mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 2) dbgefiihrt
(siehe Tabelle2.10. Als Referenz wurde eine leere Flusszelle (A, Gy.bgine mit NA belegte Flusszelle (B, D)
verwendet. Alle Messungen wurden in dreifacher Basting mit UDP-Gal Konzentrationen von 5 uM bis 1@ m
fur die Messungen mit Mnglund von 50 uM bis 10 mM fur die Messungen mit Mg@urchgefuhrt. Stark
abweichende Messwerte wurden bei der Auswertunit tierticksichtigt und sind in den Abbildungen niclt
sehen. In den jeweiligen Graphen sind die Dissioziskonstanten K sowie die maximale Antwort Rhdx
angegeben. Teile der Ergebnisse wurden bereiimaijuwinata, Grimm et al. 2013) veréffentlicht.

Tabelle 3.2 | Vergleich der Dissoziationskonstanteverschiedener Substrate gegeniiber GTB bei Verwendung
unterschiedlicher Referenzen.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25400 mM NaCl und

5 mM MnCl, bzw. 5 mM MgC} mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 2) dbhgefuhrt (siehe Tabelle
2.10. Alle Substrate wurden in dreifacher Bestimmungigssen und die erhaltenen Bindungsisothermen an (Gl.
2.2) gefittet. Teile der Ergebnisse wurden beigi{Sindhuwinata, Grimm et al. 2013) verdffentlicht

Substrat M GTB (Referenzzelle: leer) GTB (Referenzzelle: NA)
UDP-Gal Mt 84+ 1M 172 + 20 uM
UDP-Glc Mrf? 67 +3 M 135 + 16 uM
UDP Mr?* 40 +2 uM 166 + 26 pM
UMP Mn?* 81+4 uM 208 + 28 UM
Uridin Mn** 2,0+02mM 2,9+0,1 mM
3DD Mn?* 0,30 £ 0,03 mM 0,24 £ 0,01 mM
UDP-Gal Md* 1,3+0,1 mM 48+0,4mM
UDP-Glc Mg 1,3+0,1 mM 4,0+03mM
UDP Mg 491 + 86 M 4,2+0,3mM
UMP Mg 1,4+0,3mM 5,9 +0,2 mM
Uridin Mg** 2,1+02mM 2,7+0,3mM
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Fiur die Bestimmung der Bindungskonstanten wurde\G3TB und AAGIyB jeweils auf
einem Sensorchip (Chip 1, siehe Tabelle 2.10) auffec 2, 3 und 4 immobilisiert und gegen
eine leere Referenzzelle (Fc 1) gemessen. Die Mgssuwurden mit den Donorsubstraten
UDP-Gal, UDP-GIc, UDP, UMP, Uridin und dem Akzemtobstratanalogon 3DD
durchgefiihrt. Als bivalentes Kation wurde sowohl #Mmls auch M§ verwendet. Alle
Messungen wurden in dreifacher Bestimmung durchgefiind die Messungen mit GTB
wurden zusammen mit den vorangegangenen Messufien 2, Fc 2-1) ausgewertet. Auch
hier haben alle Messungen die Form von Rechteckkurwnd lassen sich so wie oben
beschrieben gut auswerten. In Abbildung 3.4 sirdSBnsorgramme und in Abbildung 3.5 die
Bindungsisothermen der Messungen mit UDP-Gal und GT Anwesenheit von M und
Mg?* dargestellt.

A 40-
30 H
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Abbildung 3.4 | Sensorgramme der Bindung von UDP-Gan immobilisierte GTB mit Mn 2" (A) und Mg?* (B)
als bivalentes Kation.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 2510) mM NaCl und 5 mM MnGl
(A) bzw. 5 mM MgC} (B) mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 1yrdhgefiihrt (siehe Tabel2 10.
Alle Messungen wurden in dreifacher Bestimmung mPRJGal Konzentrationen von 5 uM bis 10 mM fir die
Messungen mit MnGlund mit UDP-Gal Konzentrationen von 50 uM bis 18 rfiir die Messungen mit Mggl
durchgefiihrt. Gezeigt ist jeweils die erste Messubig Ergebnisse wurden bereits in (Sindhuwinatamé et al.
2013) verdffentlicht.
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Abbildung 3.5 | Bindungsisotherme der Bindung von DP-Gal an immobilisierte GTB mit Mn* (A) und Mg**
(B) als bivalentes Kation.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 beiQ5100 mM NaCl und 5 mM
MnClI, (A) bzw. 5 mM MgC} (B) mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 1di2) durchgefiihrt (siehe
Tabelle 2.10. Alle Messungen wurden in dreifacher Bestimmung WiDP-Gal Konzentrationen von 5 puM bis
10 mM fiur die Messungen mit MngClund mit UDP-Gal Konzentrationen von 50 uM bis 10 fitir die Messungen
mit MgCl, durchgefiihrt. Stark abweichende Messwerte wur@gmlér Auswertung nicht berticksichtigt und sind in
den Abbildungen nicht zu sehen. Die Messungen vap Chind Chip 2 wurden zusammen mit einepi\Wert und
zwei RUy. gefittet (GI.2.2). Eingefugt in den Graphen wurdia jeweiligen Dissoziationskonstanteg Bowie die
maximalen Antworten RLL,. Die Ergebnisse wurden bereits in (Sindhuwinatan@ et al. 2013) veroffentlicht.
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Es ist deutlich zu sehen, dass die Messungen inedemheit von Mg deutlich kleinere
Antworten zeigen als die mit Mh Dies spiegelt sich natiirlich auch in den Bindismghermen
wieder. Diese ergeben mit einem Wert von 1,6 N2 eine deutlich groéf3ere
Bindungskonstante als die mit Knvon 102 + 6 uM. Durch die geringen Antwortrate dben
Messungen mit Mg sind gerade in den kleinen KonzentrationsbereiatienFehler deutlich
groBBer. Es konnten jedoch alle Messungen durchgeflind ausgewertet werden. Die
Sensorgramme sowie die Bindungsisothermen allestegen sind im Anhang (siehe 6.4.1) zu
finden.

Tabelle 3.3 | Dissoziationskonstanten verschiedené&ubstrate gegentber GTA, GTB und AAGIyB. Die
Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25°C} m®1 NaCl und 5 mM MnGlbzw. 5 mM MgC} mit
GTA, GTB bzw. AAGIyB immobilisiert auf einem CM5 ChigChip 1, 2) durchgefuhrt (siehe TabeRelQ. Alle
Substrate wurden in dreifacher Bestimmung gemed$3ienMessungen mit GTB wurden doppelt durchgefuhieé D
erhaltenen Bindungsisothermen wurden mit (Gl. 2.2jJittet. Die Ergebnisse der GTB wurden bereits in
(Sindhuwinata, Grimm et al. 2013) veréffentlicht.

Substrat M GTA GTB AAGlyB
UDP-Gal Mrf? 58 +5 UM 103+ 6 pM 29 +4 uM
UDP-Glc Mrt* 62 +4 uM 85+5uM 14 +2 pM
UDP Mr?* 37+2uM 55+ 4 uM 25+2uM
UMP Mn?* 95 + 4 uM 107 + 7 M 84 +7 uM
Uridin Mn?* 1,6 +0,2 mM 2,7+03mM 5,5+ 0,6 mM
3DD Mn?* 98 +9 uM 260 + 16 pM 42 + 4 uM
UDP-Gal Mg 1,7+0,3mM 1,6 +0,2 mM 0,97 +0,15 mM
UDP-GIc Md* 2,2+0,6 mM 1,0+0,1 mM 0,40 + 0,15 mM
uDP Mg 0,54 + 0,04 mM 0,71 + 0,09 mM 0,47 + 0,07 mM
UMP Mg 1,4+02mM 1,0+0,1 mM 1,5+0,4 mM
Uridin Mg?* 0,53+0,1 mM 1,7+0,1 mM 1,7+0,2mM

In Tabelle 3.3 sind alle Bindungskonstanten der ddegen zusammengefasst. Deutlich zu
sehen ist, dass bei allen Messungen die Art deddriten Kations einen grof3en Einfluss auf die
Bindungsaffinitat hat. Diese ist bei AnwesenheinwdIn® deutlich gréRer. Wie auch in
vorangegangenen Arbeiten flr die GTB gezeigt wiBtex, Zhang et al. 2002; Blume, Angulo
et al. 2006; Grimm 2010) ist auch hier die Affinition UDP am grofRten und liegt bei
55 + 4 uM. Das Donorsubstratanalogon UDP-Glc bimdiétvergleichbaren Affinitaten an die
GTB wie das nattrliche Donorsubstrat UDP-Gal. DiedBngskonstanten liegen fir UDP-Glc
bei 85+ 5 puM und fur UDP-Gal bei 102 £ 6 pM unddssomit etwa doppelt so grof3 wie die
fur UDP. Die Bindungskonstante von UMP liegt mit7:07 uM ebenfalls tber der von UDP,
aber im Bereich der aktivierten Zucker. Uridin zdiger die schlechteste Bindung und liegt mit
2,7 £ 0,3 mM im millimolaren Bereich. Die Bindungsistanten der Substrate an GTA liegen
alle etwas unter denen der GTB, weisen jedochwingleichbare Reihenfolge auf. Auffallig ist
jedoch der Wert von Uridin in Anwesenheit von ¥gler mit 0,53 + 0.1 mM deutlich unter
dem Wert von 1,7 £ 0,1 mM der GTB. Auch der Wem Wdridin bei GTA in Anwesenheit von
Mn?* mit 1,6 + 0,2 mM ist deutlich héher als diesereVessungen mit AAGIyB zeigen
ebenfalls ein vergleichbares Ergebnis mit Binduongskanten fur UDP-Gal, UDP-Glc und
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UDP nochmals kleiner als die bei GTA und GTB. Wobei den Messungen mit AAGIyB die
Bindung von UDP-Glc sowohl bei Mh als auch bei Mg am starksten ist. Die
Bindungskonstante von Uridin liegt bei den Messunggt Mr?* bei 5,5+ 0.6 mM und ist
damit sehr hoch. Neben den Donorsubstraten wurde aoch das Akzeptorsubstratanalogon
3DD in Anwesenheit von MM gemessen. Dies bindet GTB mit einer Affinitat von
260 £ 16 uM am schlechtesten. Die Bindung an GEgtlbei 98 £ 9 uM und die an AAGIlyB
bei 42 + 4 uM.

3.1.2 Bestimmung der thermodynamischen Parameter mit isothermer
Titrationskalorimetrie

Mit der isothermen Titrationskalorimetrie kann nebden Bindungsaffinitaten auch die
Enthalpie und damit die Entropie bestimmt werdenit Miesen Parametern konnen
Bindungsvorgange genauer charakterisiert werdeiRdhmmen dieser Arbeit sollte die Bindung
der zuvor mit SPR-Spektroskopie untersuchten Dastsate an GTB weiter untersucht
werden. Jedoch wurden nur Substrate betrachtetidimikromolaren Bereich binden, da bei
schwécherer Bindung zu viel Protein benétigt werdéinde. Verwendet wurden hierfir UDP-
Glc, UDP, UDP-Gal sowie das Akzeptorsubstrat H-Bibarid (H-Dis) und das
Akzeptorsubstratanalogon 3DD. Zusatzlich sollenhakooperative Effekte zwischen den
Donor- und Akzeptorsubstraten untersucht werdenisEbekannt, dass die Bindungsaffinitat
von UDP und UDP-Gal in Anwesenheit des Akzeptorsabs bzw. des
Akzeptorsubstratanalogons 3DD deutlich steigt (Buwdnata, Munoz et al. 2010). Neben
Messungen der Bindung von UDP, UDP-Gal, UDP-Glc udeDis wurden von N.
Sindhuwinata bereits ITC-Messungen zur Kooperdtiviton UDP und H-Dis durchgefihrt
(Sindhuwinata 2012). Bei UDP-Gal ist zu beachteassdes wahrend den Experimenten
hydrolysiert wird und in Anwesenheit von H-Dis eidensetzung stattfindet. Daher wurde fur
die kooperativen Untersuchungen mit H-Dis das Dsmiostratanalogon UDP-Glc verwendet,
welches von der GTB nur mit 1 % der Aktivitat gegeer UDP-Gal umgesetzt wird. Fir
Messungen mit UDP-Gal wurde das Akzeptorsubstriagoa 3DD verwendet, das éhnlich wie
das H-Dis bindet. Allerdings fehlt bei 3DD die OHuppe auf das die Galactose
normalerweise Ubertragen wird. Desweiteren wurdss da -Fuc-(1,2)B-D-3-amino-3-deoxy-
Gal-O-methyl (3AD) verwendet. Dieses Akzeptorsuddsinalogon bindet jedoch anders, als das
Akzeptorsubstratanalogon 3DD an GTB (Nguyen, Set. 2003).

Praparation der Blutgruppenglycosyltransferasen

Die verwendeten GTB Proben wurden freundlicherwei@e T. Kohli (Institut fir Chemie)
hergestellt. Insgesamt wurden flinf Ansatze GTB)(&# unter 2.1 angegeben jeweils in 1|
TB-Medium in E. coli synthetisiert und mittels Saulenchromatographié emem AKTA-
System gereinigt. Die Qualitdt der Praparationemdeumit SDS-PAGE (siehe 2.3.1) und
Aktivitatstests (siehe 2.3.4) wberprift. Der Progehalt wurde sowohl mit dem NanoDrop
Spektralphotometer (siehe 2.3.2) als auch mit deadfdrd-Test mit BGG als Standard (siehe
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2.3.3) bestimmt. Anschlieend wurden die GTB Prbpamen (2-4) und (5-6)
zusammengegeben, konzentriert und gegen den MésspOPS/Mi* (siehe Tabelle 2.11)
ausgetauscht und erneut die Aktivitat und der Rrgéhalt bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 3.4 dargestellt. Die Ausbeuten der Protéijpgrationen lagen bei allen Praparationen
um die 28 mg pro Liter Kultur und damit deutlichteinden Ausbeuten die normalerweise
erzielt wurden. Jedoch sind beide vereinigten Rrab& und zeigen normale Aktivtaten.

Tabelle 3.4 | Qualitatskontrolle von GTB (2-6) fur ITGExperimente. Verwendete Proteinpraparationen fir ITC-
Messung mit Substraten, sowie Substratanaloga @Br &ngegeben sind die Ausbeuten pro Liter Kulsawie die
spezifische Aktivtat und die QuotientengflA,go Nach Austausch des Puffers. Es wurden sowohl G148 és auch
GTB (5) und (6) vereinigt

GTB (2) GTB (3) GTB (4) GTB (5) GTB (6)
Ausbeute 25 mgl/l 30 mg/ml 29 mg/l 32 mg/l 23 mg/l
Spezifische Aktivitat 10 U/mg 18 U/mg
Azsd/Azgo 0,6 0,67

Isotherme Titrationskalorimetrie

Mit ITC-Messungen wurden die Bindungskonstanten timermodynamische Parameter der
Bindung von den Donorsubstraten UDP und UDP-Glc demmk Akzeptorsubstratanalogon 3AD
bestimmt. Zusatzlich wurden H-Dis in Anwesenhein idDP und UDP-Glc und 3DD in
Anwesenheit von UDP-Gal und UDP-Glc gemessen. ldiesurde die GTB in der Probezelle
vorgelegt und mit dem entsprechenden LigandemttitrBei Studien zur Kooperativitat wurde
ein Bindungspartner mit 10-fachem Uberschuss zusammit der GTB vorgelegt und mit dem
anderen Bindungspartner titriert. Alle Messungendea bei 25 °C, einem pH-Wert von 6,7
und mit Mrf* als bivalentes Kation durchgefiihrt.

Fur die ITC-Experimente mussten alle Proben in ddmes Puffer vorliegen. Dafiir wurde
einmal ein MOPS/Mfi-Puffer (sieche Tabelle 2.11) hergestellt, in denschlieBend alle
Liganden gel6st und in dem alle Messungen durclgefilurden. Die GTB-Proben wurden
gegen diesen Puffer dialysiert und vor jeder Inggktentgast. Zu Beginn wurde getestet, ob
eine einfache Injektion von Puffer in Puffer undnvBuffer in GTB eine Wéarmeanderung
hervorruft und die Messdaten um diesen entspreamefdert korrigiert werden muissen. Es
wurden acht bzw. sechzehn Injektionen von je 2 5njikiert, die durchschnittlich eine
Differenz in der Heizleistung von Referenz- und Bezelle AP) von -0,06 pcal/sec
bzw. -0.08 ucal/sec zeigten. Dieser Effekt ist lrirkum einen Einfluss auf die Messungen zu
haben. Bei ersten Messungen mit der GTB bildetelm Aggregate bzw. Prazipitate, dies war
durch extreme Ausschlage im Signal zu erkennen. clDurheruntersetzten der
Ruhrgeschwindigkeit von 1000 rpm auf 500 rpm kordieses Problem reduziert werden. Eine
geringe Aggregatbildung bzw. Prazipitation war hictu verhindern. Fir eine optimale
Auswertung der Ergebnisse ist es von Vorteil, weich die Titrationskurve am Anfang und am
Ende einem konstanten Wert ndhert. Dies ist beakidren Uber 10 normalerweise der Fall.
Anhand von vorangegangen Messungen von GTB mit WDfele die ideale Konzentration der
Proteinlosung ermittelt. Es wurden Konzentratiomen etwa 80 puM bis 400 puM getestet.
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Abbildung 3.6 | ITC-Thermogram von GTB titriert mit UD P bei 25°C.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS
(pH 6,7 bei 25°C), 100 mM NaCl, 5 mM MnQlnd 1 mM 2-Mercaptoethanol durchgefuhrt. Oben giwekils die
Rohdaten gezeigt. Der Graph unten zeigt die gemesa&immemenge (Q) dividiert durch die injizierte fBteenge
des Liganden n aufgetragen gegen das molare Verhéltnis von kdgan Rezeptor. Eingefiigt in den jeweiligen
Graphen sind die Anzahl an Bindungsstellen (n),Adisoziationskonstante gkin M%) sowie die EnthalpieAH in
cal/mol) und die jeweiligen Standardabweichungen(A) betrug die Proteinkonzentration 242 uM GTB wsl
wurden 15 Injektionen mit je 2,5 ul einer 3 mM URBsung durchgefiihrt. In (B) betrug die Proteinkorizaion
403 uM GTB und es wurden 26 Injektionen mit je 1,%®mer 3 mM UDP-L8sung durchgefiihrt. Die Ergebaiss
wurden bereits in (Sindhuwinata, Grimm et al. 20d&bffentlicht.

In Abbildung 3.6 sind die Ergebnisse der Messungir242 uM und 403 uM GTB dargestellt.
Da sich erst bei der hdchsten Proteinkonzentratemoptimale Kurvenverlauf zeigte, wurden
alle weiteren Messungen moglichst mit dieser Kotration durchgefuhrt. Es war nicht
moglich fur alle Experimente einen optimalen Kunverauf zu bekommen. Da diese aber
einen sigmoidalen Kurvenverlauf zeigten, konntee sbtzdem ausgewertet werden. Die
Abbildungen aller Messungen, sowie die experimé&neBedingungen, sind im Anhang (siehe
6.4.2) zu finden. Die ermittelten Parameter sind Tiabelle 3.5 zusammengefasst. Aus
Materialmangel konnten nicht alle Messungen in Nadhrbestimmung durchgefihrt werden.
Bei denen es mdglich war, war bei der Bestimmung kKieWerte und damit auch von der

86



Ergebnisse

freien BindungsenergiaG eine sehr gute Reproduzierbarkeit gegeben. Dikalne AH und
damit auch RS weichen in den Mehrfachbestimmungen starker wameier ab. Die
Stochiometriefaktoren (n) variieren sehr stark direhen zwischen 0,13 und 0,69. Aus
Kristallographie- (Patenaude, Seto et al. 2002;amdlf Zheng et al. 2008) und ESI-MS-
Experimenten (Shoemaker, Soya et al. 2008; SoyaerSaker et al. 2009) ist bekannt, dass die
Bindungsstochiometrie 1:1 sowohl flr Donor- alshafir Akzeptorsubstrat betragt. Es ist zwar
auch bekannt, das die GTB ein stabiles Dimer migizRindungsstellen formt, diese sind
jedoch unabhéngig voneinander (Shoemaker, Soyd €0@8). Daher sollte ein n =1 beim
Fitten gegen die Wiseman-Gleichung (Wiseman, Wilhset al. 1989) erhalten werden.
Abweichungen konnten durch Prazipitation und Felmeter Bestimmung des Proteingehaltes
entstanden sein.

Alle hier erhobenen thermodynamischen Parametgereidass die Bindungen mit negativen,
also ginstigen, Enthalpiednderungen und positieen ungiinstigen, Entropiednderungen
ablaufen. Auffallig hierbei ist die Bindung von UBFc mit einem deutlich unglnstigeren
Entropiebeitrag als die Bindung von UDP-Gal (Singimata 2012). Die angefallenen Daten
wurden zusammen mit Sophie Wei3bach (Institut fier@ie) erhoben und ausgewertet und
werden zusammen mit den Daten von N. Sindhuwirtsitaduwinata 2012) und Sabrina Polk
(Polk 2010) in Abschnitt 4.2 diskutiert.

Tabelle 3.5 | Thermodynamisch Parameter der Bindung erschiedener Substrate an GTBDie Messungen
wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25°C), 100 mM Na&mM MnChL und 1 mM 2-Mercaptoethanol bei 25 °C
durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden bereits indRinvinata, Grimm et al. 2013) verdffentlicht.

Titrierter Vorgelegter AH -TAS AG Kp n C-
Ligand Ligand [kJ/mol] [kJ/mol] [kJ7mol] [uM] Faktor
UDP - -66 38 -28 14 0,42 17
UDP - -73 a7 -27 22 0,37 15
UDP - -63 35 -28 15 0,49 27
UDP H-Dis -72 40 -33 1,9 0,36 203
UDP-Gal 3DD -109 77 -32 2,9 0,24 135
UDP-Glc - -47 19 -28 13 0,65 17
UDP-Glc - -70 43 -27 17 0,20 23
UDP-Glc H-Dis -54 27 -27 17 0,13 23
UDP-Glc H-Dis -70 40 -30 6,4 0,16 61
UDP-Glc 3DD -45 15 -30 5,2 0,27 75
3AD - -23 5 -27 17 0,69 14
3AD - -32 6 -26 30 0,46 8
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3.2 Bindungsstudien mit einem Inhibitor der humanen Blutgruppe A
und B Glycosyltransferasen

Neben der Charakterisierung von Substraten undt@tdnsaloga sollte in dieser Arbeit auch
die Bindung eines Inhibitors genauer untersuchesr Bei dem Inhibitor handelt es sich um
3-Phenyl-5-piperazino-1,2,4-thiadiazole (Fragm&80), welches in einem NMR-Screening
gegenuber der GTB die besten inhibitorischen Eigeaiften zeigte (Rademacher, Landstrom et
al. 2010). Es wurden Bindungsstudien mit SPR- uhB-8IMR-Experimenten mit GTA, GTB
und AAGIyB durchgefiihrt. Zusatzlich wurde die Veidgung von UDP durch Fragme3@2
untersucht. Die erhaltenen Daten wurden bereitd3giigensen et al. (Jorgensen, Grimm et al.
2012) veroffentlicht.

3.2.1 Bestimmung der Bindungskonstanten mit Oberflichen-Plasmonen-
Resonanzspektroskopie

Mit der SPR-Spektroskopie wurden die Bindungskanstades Glycosyltransferase Inhibitors
382an GTA, GTB und AAGIyB bestimmt. Die Messungen dem jeweils zum Verglich ohne
bzw. mit Mg und Mrf* als mégliche bivalente Kationen durchgefiihrt. Zrgh sollte
untersucht werden, ob UDP einen Einfluss auf dielBing von Fragmer382 besitzt.

Es wurden dieselben Praparationen von GTA, GTB AGlyB wie unter 3.1.1 beschrieben
eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.1 Aipioildung 3.1 dargestellt. Die Experimente
wurden doppelt mit zwei CM5-Sensorchips durchgefi@hip 3 und Chip 4, siehe Tabelle
2.10). Als Referenzzelle wurde eine leere Senderzerwendet und die Proteinproben wurden
mit jeweils ca. 4000 RU auf die weiteren Flusszellemobilisiert. GTB auf Fc 2, AAGIlyB auf
Fc 3 und GTA auf Fc 4. Die theoretischen Maximateidiegen hier fur Fragmer882 mit
einem Molekulargewicht von 246,33 g/mol bei etwaR30.
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Abbildung 3.7 | Sensorgramme der Bindung von Fragnmé 382 an immobilisierte GTB mit Mn?" in Ab- und
Anwesenheit von UDP.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25%00 mM NaCl und 5 mM
MnCl, in Ab- (A) und Anwesenheit (B) von 1 mM UDP mit GTiBimobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 3)
durchgefiihrt (siehe Tabelle 2.10). Als Referenz wweithe leere Flusszelle verwendet. Alle Messungeamien auf
zwei unterschiedlichen Sensorchips in dreifachetiBesung mit Konzentrationen von Fragm@&&2 von 25 uM bis
7 mM durchgefiihrt. Gezeigt ist jeweils die erstessleng. Die Ergebnisse wurden bereits in (Jorgei@@@mm et al.
2012) verdffentlicht.
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In den Sensorgrammen aller Messungen konnte sowehl Assoziations- als auch der
Dissoziationsvorgang beobachtet werden. Dieser &fmgwar jedoch sehr schnell und ein
Gleichgewicht stellte sich bereits nach etwa delftéldler injizierten Ligandenldsung ein. In
Abbildung 3.7 sind exemplarisch die SensorgrammeMisssungen von Fragmes@2an GTB
mit Mn?* als bivalentes Kation und in Ab- bzw. Anwesenhain UDP dargestellt. Alle
weiteren Sensorgramme weisen einen ahnlichen \fedafi und sind im Anhang (6.5.1)
abgebildet. Die SPR-Effekte wurden gegen die jegeiSubstratkonzentration aufgetragen. In
Abbildung 3.8 sind die resultierenden Bindungsieatiien von Fragmer882 an GTB in Ab-
bzw. Anwesenheit von UDP dargestellt. Alle weiteBindungsisothermen der Messungen mit
GTA, GTB und AAGIyB sind im Anhang (6.5.1) zu fimleDie Werte Ubersteigen die
theoretischen maximalen Antworten von 30 RU delitliDies und der stetige Anstieg im
hinteren Teil der Kurve weillen auf zusatzliche ea#fijsche Bindungen hin. Bei der
Auswertung wird hier von einem Modell mit zwei Bumthsstellen ausgegangen, wobei die
unspezifische Bindung im hohen millimolaren Bereligyt und mit SPR-Experimenten nicht
messbar ist. In Abbildung 3.9 sind die spezifiscli@ssoziationskonstanten dargestellt. Alle
weiteren Dissoziationskonstanten sowie gefittetéeDaler gemessenen Experimente sind im
Anhang (6.5.1) angegeben. Die Ergebnisse zeigateeiiy, dass Fragme@382 die starkste
Affinitdt gegenliber GTB hat. Zusétzlich nimmt daehibitorische Effekt drastisch ab, sobald
UDP und MrA" vorhanden sind. Dies ist bei allen drei Glycosyisferasen der Fall, jedoch ist
der Effekt bei GTB ebenfalls am starksten. Es kaarmutet werden, das der UDP-Mn
Komplex starker an die Glycosyltransferasen biralsrder UDP-M§" Komplex, da der UDP-
Mg?* Komplex leichter verdrangt werden kann.
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Abbildung 3.8 | Bindungsisotherme der Bindung von Fagment 382 an immobilisierte GTB mit Mr?* als
bivalentes Kation in Ab- (A) und Anwesenheit (B) va UDP. Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7
bei 25°C), 100 mM NaCl und 5 mM Mngh Ab- (A) und Anwesenheit (B) von 1 mM UDP mit GTBmobilisiert

auf einem CM5 Chip (Chip 3 und 4) durchgefuhrt (siéfabelle 2.10). Alle Messungen wurden azMvei
unterschiedlichen Sensorchips in dreifacher Bestingnmit Konzentrationen von Fragmed82 von 25 uM bis

7 mM durchgefuhrt. In den jeweiligen Graphen sinel Qissoziationskonstantenpksowie die maximale Antwort
RU.ax der spezifischen Bindungsstelle eines Modells migizZBindungsstellen angegeben. Die Ergebnisse wurden
bereits in (Jorgensen, Grimm et al. 2012) verofient
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Abbildung 3.9 | Dissoziationskonstanten von Fragmeén382 gegeniliber GTA, GTB und AAGIyB. Die
Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25°C), ih®1 NaCl und 5 mM MgGlbzw. 5 mM MnC} in Ab-
und Anwesenheit von 1 mM UDP mit GTB immobilisiettf @inem CM5 Chip (Chip 3 und 4) durchgefihrt (siehe
Tabelle 2.10). Alle Messungen wurden auf zwei sdieiedlichen Sensorchips in dreifacher Bestimmung mi
Konzentrationen von Fragme882von 25 uM bis 7 mM durchgefihrt. Die erhaltenendgingsisothermen wurden
mit einem Bindungsmodell fir zwei Bindungsstellenittetf Angegeben ist hier jeweils nur die spezhisc
Bindungskonstante. Die Ergebnisse wurden bereigdoirgensen, Grimm et al. 2012) veroffentlicht.

Mn’" - UDP

3.2.2 Bestimmung der Bindungsepitope mit STD-NMR-Spektroskopie

Um einen besseren Einblick in die Bindung des Feages382an GTB zu bekommen, wurden
die Bindungsepitope mittels STD-NMR-Spektroskopistedlt. Zusatzlich wurde untersucht,
wie sich dieses bei Bindung von UDP verandert. AdiehVeranderung des Bindungsepitopes
von UDP durch Fragme®82wurde untersucht.

Praparation der GTB

Die verwendete GTB wurde aus vorangegangener Mabtdt (Grimm 2010) weiterverwendet
und wie unter 2.1 angegeben jeweils in 11 TB-Meatiin E. coli synthetisiert und mittels
Saulenchromatographie und einer einfachen Peikgtaihpe gereinigt. Die Qualitat der
Praparation wurde mit einer SDS-PAGE (siehe 2.8rd einem Aktivitatstest (siehe 2.3.4)
uberpruft. Der Proteingehalt wurde sowohl mit deeambDrop Spektralphotometer (siehe 2.3.2)
als auch mit dem Bradford-Test mit BGG als Standdsiehe 2.3.3) bestimmt.
Verunreinigungen mit Nukleinsauren bzw. Nukleotideier vorwiegend UDP aus dem letzten
Reinigungsschritt, kdnnen ebenfalls mit dem Nan@D8pektralphotometer detektiert werden.
Fur die STD-NMR Experimente wurde der Puffer deot®nproben mit STD-NMR-Puffer
(siehe Tabelle 2.13) ausgetauscht und erneut dieteiRmenge, Aktivitat sowie
Verunreinigungen bestimmt. Die Ergebnisse sinddheélle 3.6 und Abbildung 3.10 dargestellt.
Die Ausbeute lag bei 56 mg pro Liter Kultur. DieoRinprobe zeigt nach Austausch des
Puffers eine Aktivitdt von 8 U/mg und einengsfA,g0 Quotienten von 0,57. Dies und die SDS-
PAGE lassen auf eine erfolgreiche Herstellung ea&ven Proteinprobe schliefl3en.

90



Ergebnisse

Tabelle 3.6 | Qualitatskontrolle von GTB (7) fur STD-NMR Experimente. Verwendete Proteinpraparation fir
STD-NMR-Messung mit Fragmer@82 und UDP mit GTB. Angegeben sind die Ausbeuten gter LKultur, die
spezifischen Aktivtaten und die QuotientessA,go Nach Austausch des Puffers.

GTB (7)
Ausbeute 56 mg/I
Spezifische Aktivitat 8 U/mg
AssdAzgo 0,57
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Abbildung 3.10 | SDS-Page von GTB (7)Aufgetragen ist ein Protein-Standard (S) sowie ale@aturierte
Proteinprobe in reduzierendem (r.) und nicht reggzidem (n. r.) Probenpuffer auf einem 12 %igen -85 Die
Proteinbande der monomeren GTB mit einem Molekulsigfeg von 34,6 kDa liegt etwas oberhalb der 31 kDa
Bande. Unter nicht reduzierenden Bedingungen sindtereei Banden bei vielfachen des monomeren
Molekulargewichts zu erkennen, hierbei handelt iee sm Oligomerisierung der Proteine Uber interrkolare
Disulfidbriicken. Die Bezeichnung der Probe beziédft auf Tabelle 3.6).

STD-NMR Experimente

Fur die Messungen der Bindungsepitope mussten tzdésProtonen von UDP und von
Fragment382 zugeordnet werden. Fiir das Fragm@s® reichten'H-NMR-Spektren aus. Fir
die Zuordnung der Signale von UDP wurden bereithaadene 2D-Spektren verwendet. Die
'H-chemischen Verschiebungen beider Verbindunged ismAnhang (6.5.2) aufgefithrt. Fir
die Messung der Bindungsepitope wurden drei NMRbEmo angesetzt. Jede NMR-Probe
enthielt 20 uM GTB in STD-NMR-Puffer (siehe Tabelel3), 300 uM TSPzdsowie 1 mM
von FragmenB82 1 mM UDP oder 1 mM von FragmeB82 und gleichzeitig 1 mM UDP.
Gemessen wurden die Proben in einem 3 mm NMR-Réhrbki 298 K und 500 MHz. Fir die
Bestimmung der Bindungsepitope wurden STD-NMR-Seekt bei verschiedenen
Sattigungszeiten aufgenommen. Daraus wurde eineAifbaukurve fir jedes Protonensignal
bestimmt. Anhand der Steigung im Punkt t = O kord@eAnteil des Sattigungstransfers auf die
Protonen des Liganden bestimmt und ein Bindungsemtstellt werden. Das Signal mit dem
starksten Sattigungseffekt wurde auf 100 % gesbiet.Sattigung aller weiteren wurde relativ
zu diesem Signal bestimmt. Zur besseren Ubersicintlen die relativen Sattigungsanteile in
drei Gruppen mit einem starken, mittleren und saihea STD-Effekt eingeteilt.
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Zuerst wurde das Bindungsepitop von UDP ohne Ekwig von Fragmen882 erstellt. In
Abbildung 3.11 sind ausgewahlte STD-NMR-Spektren3i#tigungszeiten von 0,5s, 1 s und
2 s im Vergleich zu einem Off-Resonanz Spektrum M@P gezeigt. Die STD-Aufbaukurven
und daraus resultierenden Bindungsepitope sind liildung 3.14 und Abbildung 3.15
zusammen mit den Messungen von Fragn83f abgebildet. Die Spektren der STD-NMR-
Messungen von Fragmel®82 und von FragmenB82 in Anwesenheit von UDP sind in
Abbildung 3.12 dargestellt.
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Abbildung 3.11 | STD-NMR-Spektren von UDP in Anwesehneit von GTB. Gemessen wurden 20 uM GTB in
50 mM Bis-Tris-dq (pH 6,7 bei 25 °C), 100 mM NaCl, 5 mM MgCL mM 2-Mercaptoethanolsdind 300 uM TSP-
d, als interne Referenz und 1 mM UDP bei 298 K. Olstrdas Off-Resonanz-Spektrum (A) und darunter STD-
NMR-Spektren mit Séttigungszeiten von 2s (B), 1& (nd 0,5s (D) abgebildet. Die Spektren mit den
Sattigungszeiten von 2 s und 1 s wurden mit 256 Soad das mit 0,5 s mit 1 k Scans aufgenommergeBtallt ist
der Bereich in dem die UDP-Signale auftreten. DigeBnisse wurden bereits in (Jorgensen, Grimm e2(dl2)
verdffentlicht.

An den Spektren sieht man, dass alle Protonentggsétrden. Fur das Proton Hi&on UDP
war es nicht moglich eine Aufbaukurve zu bestimnuandas Signal im Rauschen der Spektren
lag. Aus den Aufbaukurven ist zu erkennen, dassPdaonen HB und H% von UDP am
meisten gesattigt wurden. Dies stimmt mit voranggga Messungen uberein (Blume, Angulo
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et al. 2006). Die Bindungsepitope wurden aber atilger Steigung in Punkt t = 0 bestimmt,
weshalb die Protonen Haind H% von UDP den gréf3ten Anteil an Sattigung erhaltei.
Fragment382 erhielten die Protonen des Phenylringes die gr&atdgung, wohingegen die
Protonen des Piperazinringes eine geringere Sagigaeigten. Im Vergleich der
Bindungsepitope ist kein grof3er Unterschied zu sebb die Verbindungen alleine vorlagen
oder jeweils in Anwesenheit der anderen. Jedoch karden Aufbaukurven deutlich erkannt
werden, dass sowohl UDP auf die Sattigung von Fes882 als auch Fragme@82 auf die
Sattigung von UDP einen grof3en Einfluss hat.
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Abbildung 3.12 | STD-NMR-Spektren von Fragment 382n Anwesenheit von GTB.Gemessen wurden 20 pM
GTB in 50 mM Bis-Tris-dy (pH 6,7 bei 25 °C), 100 mM NaCl, 5 mM MgCIll mM 2-Mercaptoethanolsdund
300 uM TSP-gd als interne Referenz und 1 mM von Fragn@8 bei 298 K. Oben ist das Off-Resonanz-Spektrum
(A) und darunter STD-NMR-Spektren mit Sattigungsaeivon 2s (B), 1s (C) und 0,35s (D) abgebildée D
Spektren mit den Sattigungszeiten von 2 s und lusdem mit 256 Scans und das mit 0,35s mit 1 kS&can
aufgenommen. Dargestellt ist der Bereich in demNli¢R-Signale von Fragmer882 auftreten. Die Ergebnisse
wurden bereits in (Jorgensen, Grimm et al. 201&)ffentlicht.
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Abbildung 3.13 | STD-NMR-Spektren von Fragment 382 md UDP in Anwesenheit von GTBGemessen wurden
20 uM GTB in 50 mM Bis-Tris-g (pH 6,7 bei 25 °C), 100 mM NaCl, 5 mM Mgl mM 2-Mercaptoethanolsd
und 300 uM TSP-gals interne Referenz und 1 mM von Fragn&8®2 und 1 mM UDP bei 298 K. Oben ist das Off-
Resonanz-Spektrum (A) und darunter STD-NMR-SpekinénSattigungszeiten von 2 s (B), 1 s (C) und 0,8B)s
abgebildet. Die Spektren mit den Sattigungszeitem 2 s und 1 s wurden mit 256 Scans und das mfg 9 it

1 k Scans aufgenommen. Dargestellt ist der Bereiclein die NMR-Signale von Fragme382 (schwarz) und UDP
(blau) auftreten. Die Ergebnisse wurden bereifgdangensen, Grimm et al. 2012) veréffentlicht.
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Abbildung 3.14 | STD-Aufbaukurven und Bindungsepito@ von Fragment 382.Gezeigt sind die STD-
Aufbaukurven (A) der Protonensignale sowie die Bimghepitope von FragmeB82 in Abwesenheit (B) und in
Anwesenheit (C) von UDP. Die NMR-Proben enthielterl jmM Fragmen882 sowie 20 uM GTB in STD-NMR-
Puffer ohne und mit 1 mM UDP. Die Kreise stellenndprozentualen STD-Effekt durch Berechnung der
Anfangssteigung der STD-Aufbaukurven dar. Die Ermggde wurden bereits in (Jorgensen, Grimm et al2p0
verdffentlicht.
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Abbildung 3.15 | STD-Aufbaukurven und Bindungsepitog von UDP.Gezeigt sind die STD-Aufbaukurven (A)
der Protonensignale sowie die Bindungsepitope voR WiDAbwesenheit (B) und in Anwesenheit (C) von Fragm
382 Die NMR-Proben enthielten je 1 mM UDP, sowie 20 BTB in STD-NMR-Puffer ohne und mit 1 mM von
Fragment382 Die Kreise stellen den prozentualen STD-EffektciuBerechnung der Anfangssteigung der STD-
Aufbaukurven dar. Die Ergebnisse wurden berei{dangensen, Grimm et al. 2012) veroffentlicht.
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3.3 Struktur- und Dynamikuntersuchungen von GTB mittels NMR-
Spektroskopie

Um einen besseren Einblick in die Bewegungen deB &If molekularer Ebene zu bekommen,
wurden NMR-spektroskopische Untersuchungen gemaahh einen wurde an die Arbeiten
von N. Sindhuwinata (Sindhuwinata 2012) angekniptt Zuordnungsspektren aufgenommen.
Zum anderen wurden Bewegungen bei Substratbinduriglickgrat genauer untersucht. Da es
sich bei der GTB um ein grof3es Protein handelt traditionelle Protein-NMR nicht sehr gut
geeignet ist, wurde das selektive markieren vonhylgtuppen getestet, erste Methyl-TROSY-
NMR-Spektren aufgenommen und diese fir BindungswiesoDynamikuntersuchungen
angewendet.

3.3.1 Praparation isotopenmarkierter GTB

Fur die Struktur- und Dynamikuntersuchungen von GTBurden verschiedene
Proteinpraparationen verwendet. Es wurden zw#il,t’N-GTB Proben hergestellt, um die
bisher verwendete Methode der Proteinbiosynthesk Narley et al. (Marley, Lu et al. 2001)
und die nach Tugarinov et al. (Tugarinov, Kaneliale2006) zu vergleichen. Mit diesen beiden
Proben wurde zuséatzlich der Amid-Austausch getestdtdie Bindung von UDP anhand der
Ruckgratsignale genauer untersucht. Alle weitereatefhpraparationen wurden nach der
Methode von Tugarinov et al. (Tugarinov, Kanelisabt2006) prapariert. Fur die Aufnahme
von Tripelresonanzexperimenten wurde eine’H}3C®N-markierte GTB hergestellt.
Desweiteren wurden Methyl-TROSY-Experimente durdiige. Mit Hilfe der Methylgruppen
wurde die Bindung der natirlichen Substrate, dienddyik sowie die Bindung von
Lanthanoiden untersucht. Hierfiir wurden dréiH~N,{lle §1-*CHs}-markierte GTB Proben
hergestellt. GTB besitzt insgesamt zehn Isoleuaireschliel3lich des Isoleucins aus der durch
Klonierung hinzugefligten M-A-I-G-E-F-M Sequenz. Vdiesen zehn Isoleucinen befinden
sich zwei im direkten Kontakt mit Donor- bzw. Akzepsubstrat. Das Isoleucin an Position 123
ist im Kontakt mit dem Donorsubstrat und das Isoile@an Position 192 befindet sich am Rand
des internen Loops. Um die Signale dieser beidethyigruppen zuordnen zu kénnen, wurden
zwei GTB-Proben hergestellt, bei denen das Isateli2B bzw. das Isoleucin 192 jeweils gegen
Valine ausgetauscht wurden. Dadurch fehlen diegaeaB in den Methyl-TROSY-Spektren,
und es kann eine eindeutige Zuordnung erfolgen.

Die Synthese der isotopenmarkierten GTB fand iniMaimedium statt, dem neben Salzen,
Vitaminen und Antibiotika,®N-Ammoniumchlorid als Stickstoffquelle sowie Glueosils
Kohlenstoffquelle zugesetzt wurden. Fir alle Ansatarde H-Glucose verwendet, bei der
Herstellung der dreifach markierten GTB wurde jédaéH,**C-Glucose verwendet. Zusétzlich
wurden 20 % eines kommerziell erhaltlichh®N- bzw. ?H,**C ®*N-markierten reichhaltigen
Mediums zugesetzt. Dies besteht hauptsachlich aisadsauren und sollte die Proteinausbeute
steigern.

Die verwendeten GTB-Praparationen wurden wie uBtérangegeben i&. coli synthetisiert
und mittels Saulenchromatographie in einem AKTAtEys gereinigt. Die Qualitat der
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Praparationen wurde mit SDS-PAGE (siehe 2.3.1) Akiivitatstests (siehe 2.3.4) uberpruft.
Der Proteingehalt wurde sowohl mit dem NanoDropk8p&hotometer (siehe 2.3.2) als auch
mit dem Bradford-Test mit BGG als Standard (siel3e32 bestimmt. Anschlie3end wurden die
GTB Praparationen konzentriert und gegen den jayegilPuffer ausgetauscht. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 3.7 und Abbildung 3.16 dargestellt.

Die Ausbeuten der Wildtyp-GTB Praparationen lagersehen 18 und 35 mg pro Liter Kultur.
Die Ausbeute der @H,"N-markierten GTB (1) (siehe Tabelle 3.7), hergdistehch dem
Protokoll von Marley et al. (Marley, Lu et al. 2Q0zeigte eine Ausbeute von 34 mg pro Liter
Kultur, hingegen die G@H,N-markierten GTB (2), hergestellt nach Tugarinov ait
(Tugarinov, Kanelis et al. 2006), nur eine Ausbexuge 18 mg pro Liter Kultur. Jedoch zeigten
alle weitern nach Tugarinov et al. (Tugarinov, Kaneet al. 2006) hergestellten
Proteinpraparationen eine vergleichbare Ausbeute di¢ der (*H,**N-markierten GTB (1).
Die Ausbeuten beider Herstellungsweisen sind aleoglgichbar. Auch die spezifischen
Aktivitaten zwischen 6 und 12 U/mg weisen auf adgivProtein hin. Die Aktivitat, die dA2s0
Quotienten von unter 0,6 und die SDS-PAGE lasséreiae erfolgreiche Herstellung aktiver
und reiner Proteinprobe schlieRen.

Tabelle 3.7 | Qualitatskontrolle von isotopenmarkieten GTB-Praparationen. Verwendete Proteinpraparationen
fur NMR-Messungen der Blutgruppen Glycosyltransfera Angegeben sind die Ausbeuten pro angesetztem
Volumen Kultur, falls bestimmt die spezifischen Akdten und die Quotienten ,4/A,g0 nach Austausch des
Puffers. u?H,"®N-GTB (1) wurde nach dem Protokoll von Marley et @larley, Lu et al. 2001) hergestellt, alle
weiteren nach Tugarinov et al. (Tugarinov, Kanetisl. 2006).

u“H>N  uHEN u- u-H,BN, u-H,BN, uHN,  uHEN,
(1) 2) 2H %N {lle d1- {lle 31- {lle d1- {lle 31-
13CH3} 13CH3} 13CH3} 13CH3}-
1) 2 (3) 1192V
Ausbeute 17 mg/0,51 9 mg/0,51 24 mg/l 2,8 mgl0,1 7 mg/0,2 1 7 mg/0,21 0,5mg/0,11
Spezifische 10 U/mg 12 U/mg & 6 U/mg 10 U/mg 8 U/mg b
Aktivitat
AssdAsgo 0,58 0,55 0,54 0,6 0,58 0,59 -

& spezifische Aktivitat konnte nicht bestimmt werdda die gesamte Probe flr die Messungen eingagetde;
b spezifische Aktivitat konnte nicht bestimmt werdda zu wenig Probe vorhanden war.

Da alle diese Proben isotopenmarkiert sind, ishéglich, diese zuséatzlich mit NMR-Spektren
zu charakterisieren. In Abbildung 3.17 sind diedeimensionalen Protonenspektren der u-
H,"*N-markierten GTB (1) und (2) sowie der’;*C,**N-markierten GTB dargestellt. Die
Amidprotonen des Proteinrtickgrats sind zwischerud® 7 ppm zu erkennen und Uberlagern
mit den Signalen der Amid- und aromatischen Pratater meisten Aminosaureseitenketten im
Bereich zwischen 8 und 6 ppm. Die Spektren sindamdhder TSP-Signale skaliert und
unterscheiden sich in diesem Bereich nicht. Dieastgeringeren Intensitaten in diesem Bereich
im Spektrum der GH,"”N-markierten GTB (2) kommen dadurch zustande, diésse Probe
etwa 60 % DO enthalt und daher nicht alle Amidprotonen ausgstlat wurden. Durch die
gleichméaRige Verteilung der Signale in diesem Bdrdiann zusétzlich davon ausgegangen
werden, dass es sich um gefaltete Proteinprobetieltasenauer kann dies mit einéh°N-
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HSQC-Spektrum beurteilt werden. Beispiele sind iesem Abschnitt nicht extra aufgefihrt,
sondern werden in jedem Ergebnisteil einzeln bbeteagsiehe 3.3.2, 3.3.3 und 3.3.4).
Interessant ist bei diesen Proben der Bereich heisel und -0,5 ppm. Hier erscheinen die
Signale der aliphatischen Protonen der Seitenketth@ nicht mit dem Ldsungsmittel
austauschen konnen. Da alle hier verwendeten Prdeetkeriert sind, kann durch diesen
Bereich die Qualitat der Deuterierung beurteilt degr. Ein komplett deuteriertes Protein sollte
in diesem Bereich keine Signale zeigen. Es sinchlben drei Proteinpréaparationen Signale zu
beobachten. Jedoch sind die Intensitaten im Spaektrer uzH,”N-markierten GTB (1) groRer
als in den anderen beiden. Diese Probe wurde rexaorRdotokoll von Marley et al. (Marley, Lu
et al. 2001) hergestellt. Damit kann gesagt werdass sich die Ausbeute nach dem Protokoll
von Tugarinov et al. (Tugarinov, Kanelis et al. @picht erhoht, jedoch der Grad der
Deuterierung deutlich verbessert ist. Dies ist easentieller Punkt bei der Aufnahme von
NMR-Spektren mit der GTB, insbesondere fiir die Alfme von Methyl-TROSY-Spektren. In
den Spektren sind noch Spuren von nicht markie2tbtercaptoethanol, Glycerin und Ethanol
vorhanden und im Bereich zwischen 4 und 1 ppm herse

A B C
u-"H,*N GTB (1) u-H,"*N GTB (2) u-H,“C,"N GTB
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114 114
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Abbildung 3.16 | SDS-PAGE von isotopenmarkierten GTHEPréaparationen. Aufgetragen sind jeweils ein Protein-
Standard (S) sowie je eine denaturierte Proteirgrab reduzierendem (r.) und nicht reduzierendem.ln.
Probenpuffer auf einem 12 %igen SDS-Gel. Die Pnbide der monomeren GTB mit einem Molekulargewicht
von 34,6 kDa liegt etwas unterhalb der 34 kDa betwas oberhalb der 31 kDa Bande. Unter nicht redemzéen
Bedingungen sind hier keine weitere Banden bei iha des monomeren Molekulargewichts zu erkenme(G)

ist zusatzlich die Elution der Affinitatschromataghie gezeigt, da nach Dialyse kaum noch ProteiteirBande (r.)

zu erkennen ist. Die Nummerierung bezieht sichdaIfGTB-Proben in Tabelle 3.7.

98



Ergebnisse

H (aliphatisch)

HM (Proteinriickgrat)
H (aromatisch)
HM (Seitenketten)
A
i WHM" l"' W J» ’1 "
oy et / WINy i h
WHN-GTB (1) A I S |Tse
N’w ‘ I l "\\I/V",\hh §
P W'M qu’} ’ H\\,\w‘ f ‘ Vo W, w,\w\ y
y .
W 2- Mercaptoethanol i
B
uH,"N-GTB (2) MW%WWh ~ ﬂ\.v |‘ ‘ . M TSP
| 1 WL 4
%WM’W"N W\“-nm‘j \WWMW‘MWWVWJM VW‘WJ\J\“I WWW
.
ﬂ
¢ |
" H
f { “-‘L,/‘ 'ﬂ' -J I |
/ Nl v luj |‘ Glycerol Ethanol
u-2H,"°C,"N-GTB fu‘ﬂ VY 1 | |
v \ | ‘\ l I‘ M, | Tse
™\t TV \ ,'K'UJWWV el A
T L T T T T T T T T T T L T T
10 8 6 4 2

0 1

H [ppm]
Abbildung 3.17 | 1D*H-Spekiren von u?H,®N-markierter GTB. Alle Spektren wurden mit einem 500 MHz
NMR-Spektrometer mit Wasserunterdriickung bei 298ufgenommen und zeigen did-NMR-Spektren von (A)
500 pM u?H,'*N-markierter GTB (1), (B) 310 uM &H,*N-markierter GTB (2) und (C) 1,4 mM a,%°C.2N-
markierter GTB in NMR-Phosphatpuffer {€l) (siehe Tabelle 2.15) mit 100 uM TSPals interne Referenz und
10 % D,O. In NMR-Probe (B) befanden sich 60 %Mwas zu einer Verminderung der SignalintensitaBieneich
der H' (Proteinriickgrat) fiihrt. Eingezeichnet sind zuggiz die gewohnlichen Verschiebungen der
unterschiedlichen Protonen eines Proteins. Die Beraingen der Proteinproben beziehen sich auf TeaBeil

Fur die selektive Markierung dét-Methylgruppen der Isoleucine wurde der Vorla@dfeto-
3-d-4-°C-butyrat verwendet. Dieser wurde aus 2-Ketd@butyrat durch Austausch ddd

an Position 3 zdH hergestellt. Wie in Abbildung 3.18 zu sehen v&tlief die Deuterierung
quantitativ. Es sind die Protonenspektren vor uschrder Deuterierung gezeigt.

In Abbildung 3.19 sind die eindimensionalen Protmmektren der @H,*N {lle §1-*CH,}-
markierten GTB (1) bis (3) dargestellt (siehe Ti8l7). Da diese Spektren in deuteriertem
Puffer gemessen wurden, sind keine AmidprotonenRitegeinriickgrats sichtbar. Schwach zu
erkennen sind die Signale der Amid- und aromatiséhetonen der Aminosaureseitenketten im
Bereich zwischen 8 und 6 ppm. Im Bereich zwischéh und -0,5 ppm erscheinen hier die
selektiv markierten Signale dét-Methylgruppen der Isoleucine. Diese sind in alfgrektren
deutlich sichtbar. Auch kann gesagt werden, dasdDdiuterierung in diesen Proben deutlich
besser ist, als in den vorher diskutierten Proldarch in diesen Spektren sind Spuren von
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Glycerin, Ethanol und unmarkiertem Bis-Tris vorhandind im Bereich zwischen 4 und 1 ppm
zu sehen.
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Abbildung 3.18 | 1D*H-NMR-Spektren von (A) 2-Keto-4-C-butyrat und (B) 2-Keto-3-d,-4-1*C-butyrat. Die
Spektren wurden mit einem 500 MHz NMR-Spektrométeb,0 aufgenommen. 2-Keto-3-d-*C-butyrat wurde
fur die selektive Markierung déd-Methylgruppen der Isoleucine verwendet.

Ob die selektive Markierung déf.-Methylgruppen der Isoleucine erfolgreich war, kEnmit
einem Methyl-TROSY-Experiment Uberprift werden. Abbildung 3.20 ist ein Methyl-
TROSY-NMR-Spektrum gezeigt. Erwartet wurden zehgn8ie, fir jeded1l-Methylgruppen
der Isoleucine ein Signal. In dem Spektrum sindnzielbensive Signale sowie ein schwaches
Signal zu erkennen. Insgesamt also elf Signals,rghr als erwartet.

Fiur die Signalzuordnung der beiden Methylgruppen Ildeleucine 123 und 192 wurden
Mutanten der GTB hergestellt. Die Synthese und iBeiy der beiden @H,"N {lle 51-*CHa}-
markierten GTB-Proben 1123V und 1192V fanden anatagden Wildtyp-GTB-Proben statt.
Bei der u?H,™N ({lle31-*CHs}-markierten GTB 1123V war am Ende der Reinigungnke
Protein vorhanden. Es wurde vermutet, dass dasusiol 123 wichtig fir die Bindung von
UDP ist und die Mutante daher nicht an die Affitdhromatographiesaule bindet. In den SDS-
PAGE konnte kein Protein beobachtet werden, diestetlezuséatzlich auch eine geringe
Synthese des Proteins hin. Die Mutante wurde ersynthetisiert und gereinigt, jedoch wurde
diesmal vor der Affinitatschromatographie die Prdtmnzentriert und ein Methyl-TROSY-
Spektrum aufgenommen. Da die Mutante Gberexprimiartle und die Methylgruppen selektiv
markiert waren, kdnnten bereits in dem nicht vahslig gereinigten Produkt die Signale der u-
’H,"N,{lle 51-°CHg}-markierten GTB 1123V sichtbar sein. In AbbilduBg1 ist das erhaltene
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Methyl-TROSY-Spektrum zu sehen. Es ist deutliclintkiar, dass es hier nicht moglich ist, die
selektiv markierten Signale von anderen Proteirs&nzu unterscheiden
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Abbildung 3.19 | 1D*H-Spektren von u?H,"N {lle51-**CHj}-markierter GTB. Alle Spektren wurden mit einem
500 MHz NMR-Spektrometer mit Wasserunterdriickunfgenommen und zeigen diél-NMR-Spektren von (A)
190 pM u2H,N {lle 51-*°CHg}-markierter GTB (1), (B) 194 pM @H,**N {lle §1-**CHg}-markierter GTB (2) in
NMR-Phosphatpuffer (BD) (siehe Tabelle 2.15) mit 100 uM TSPals interne Referenz gemessen bei 283 K und
(C) 188 uM u2H,™N {lle 51-**CHg}-markierter GTB in Bis-Tris-Puffer (BD) (siche Tabelle 2.16) gemessen bei
298 K. Im Bereich von -0,5 bis 1,5 ppm sind die @igrder selektiv markiertedl-Methylgruppen der Isoleucine zu
sehen. Die Bezeichnungen der Proteinproben bezsblerauf Tabelle 3.7.

Im Gegensatz dazu war es méglich, diéH#*N {lle 51-*CH}-markierte GTB 1192V zu
synthetisieren und zu reinigen (siehe SDS-PAGE Wbbiy 3.16). Die Ausbeute mit 5 mg pro
Liter Kultur lag deutlich unter der anderen. Deufd dafir wurde in dieser Arbeit nicht weiter
untersucht, da mit dieser Probe nur eine Zuordratagfinden sollte und dafir die Menge
ausreichte. In Abbildung 3.21 ist das Methyl-TROSpektrum der GH,"N,{lle 51-"*CHg}-
markierte GTB 1192V gezeigt. Es fehlt ein intensii&gnal, bei dem es sich um das Isoleucin
192 handelt. Zusatzlich ist das schwache Signaifabg nicht sichtbar. Ob es sich hier um das
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Isoleucin 192 handelt oder dieses auf Grund derabtut und daraus folgenden strukturellen
Anderungen verschwindet, kann nicht eindeutig gekl@rden. Es konnte sich hierbei auch um
einen zweiten Zustand bzw. eine inaktive Form dwermen Loops handeln. Die Herkunft
dieses Signales wird in dieser Arbeit nicht weitetersucht.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass isotopeéarteark GTB sowohl flr
Ruckgratexperimente als auch fir Methyl-TROSY-Ekpente in ausreichender Menge und
als aktives Protein hergestellt werden konnte. Bémewendung des Protokolls nach Tugarinov
et al. (Tugarinov, Kanelis et al. 2006) konnte d@suterierungsgrad nochmal verbessert
werden. Die Zuordnung des Signales von Isoleucih 8r erfolgreich, die des Signales von
Isoleucin 123 hingegen nicht.
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Abbildung 3.20 |*H,"*C-Methyl-TROSY-Spektrum von u-2H,"*N,{lle 1-"*CHg}-markierter GTB. Das Spektrum
wurde mit einem 500 MHz NMR-Spektrometer aufgenomraed zeigt did1-Methylgruppen der Isoleucine einer
120 pM  u2H,®N {lle 51-13CH}-markierten GTB (1) in NMR-Phosphatpuffer {D) (siehe Tabelle 2.15) mit
100 uM TSP-gals interne Referenz gemessen bei 298 K. Die Bazainthder Proteinprobe bezieht sich auf Tabelle
3.7.
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Abbildung 3.21 | Uberlagerung der'H,**C-Methyl-TROSY-Spektren von u?H,"N {lle51-**CH}-markierter
GTB mit (A) GTB 1123V und (B) GTB 1192V. Die Spektren wurde mit einem 500 MHz NMR-Spektramet
aufgenommen und zeigen di@-Methylgruppen der Isoleucine einer 120 pMHEN, {lle §1-"*CHs}-markierten
GTB (1) in NMR-Phosphatpuffer @) (siehe Tabelle 2.15) mit 100 uM TSPals interne Referenz gemessen bei
298 K iiberlagert mit (A) dem konzentrieren SP-SepseEluat einer @H,™N,{lle 51-*CHs}-markierten GTB
1123V Probe und (B) 192 pM einen->H,"*N {lle §1-**CH,}-markierten GTB 1192V. Die Bezeichnungen der
Proteinproben beziehen sich auf Tabelle 3.7.

3.3.2 Aufnahme und Auswertung von Tripelresonanzexperimenten

Wie bereits im Abschnitt 2.6.3 beschrieben, sollidie Arbeiten von N. Sindhuwinata
(Sindhuwinata 2012) fortgesetzt werden und einerdiuang der NMR-Signale der GTB
erfolgen. Hierbei sollte vor allem getestet werdeb, ein hoherer Proteingehalt zu einer
Verbesserung der Tripelresonanzspektren fiihrt. fitiewurde eine 1 mM GH,C,N-
markierte GTB-Probe in NMR-Phosphatpuffer ;(W verwendet. Die Tripelresonanz-
Experimente wurden von Dr. F. Lohr an der Goethevéisitat Frankfurt bei 298 K und
600 MHz bzw. 950 MHz aufgenommen. Die Messzeit Slpektren betrug etwa eine Woche.
Die genauen Aufnahmeparameter sind in Tabelle Aridtim Abschnitt 2.6.3 aufgefihrt. In
Abbildung 3.22 ist eintH,"®N-BEST-TROSY-HSQC-Spektrum der dreifach-markier@&ThB-
Probe bei 950 MHz gezeigt. Die Auflésung der Signat groRtenteils sehr gut. Jedoch sind
auch Bereiche mit starker Signalliberlagerung zeraer&n. Deutlich zu sehen sind auch die
Signale der Amide der Asparagin- und Glutaminséiéten. Diese befinden sich bei einy-
chemischen Verschiebung von etwa 113 ppm und bwer éH-chemischen Verschiebung
zwischen 7,9 und 6,6 ppm. Auch in den Tripelresaaaperimenten sind diese deutlich zu
sehen und erschweren die Auswertung. Da diese I8igngensiver sind und daher eine
Phasenkorrektur nicht moglich ist, Uberlagern sibweise mit den Signalen der Amide des
Proteinrtickgrates.

Alle Tripelresonanzexperimente sind in Abbildun@3dargestellt. Die Spektren wurden mit
CCPNmr Analysis 2.3.1 (Vranken, Boucher et al. 2Gisgewertet. In Tabelle 3.8 ist flr jedes
Spektrum die erwartete Anzahl an Signalen gegendberAnzahl an detektierten Signalen
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dargestellt. In einem normalefid,"®"N-HSQC-Spektrum der GTB wurden 280 Signale des
Proteinriickgrats (298 Reste minus 17 Pro-RestedendN-Terminus) sowie zusatzlich 6 Trp-,
21 Arg-, 2x 7 Asn- und 2x 15 GIn-Reste erwartetn\éiesen insgesamt 351 Signalen konnten
294 Signale detektiert werden. Dies entspricht edd4&6 und ist vergleichbar mit den 308
Signalen in den Spektren von N. Sindhuwinata (Simdhata 2012). Im HNCO-Spektrum
konnten mit 313 Signalen von 325 Signalen (298 &keshus 17 Pro-, plus 2x 7 Asn- und 2x 15
GIn-Reste) 96 % detektiert werden. Zusammen mit dRCO korreliert das HN(CA)CO
jeweils den'H- und **N-Kern mit dem Carbonyl-Kohlenstoff des vorangegamen bzw. des
eigenen Aminosaurerestes. Im HN(CA)CO wurde mit Sghalen die doppelte Anzahl (2x
298 Reste minus 2x 17 Pro-Reste) gegeniiber dem HBi@@rtet. Es konnten jedoch nur
48 %, also 268 Signale detektiert werden. Das HN@A das HN(CO)CA korrelieren jeweils
den 'H- und N-Kern mit dem G&Kern des vorangegangenen bzw. des eigenen
Aminosaurerestes. Im HNCA konnten von 583 Sign§Bn298 Reste minus 2x 17 Pro- plus
21 Arg-Reste) 346 Signale und im HN(CO)CA von 32§n8len (298 Reste minus 17 Pro-,
plus 2x 7 Asn- und 2x 15 GIn-Reste) 178 Signalektetrt werden. Dies entspricht 59 % bzw.
55 %. Das HNCACB korreliert fur jeden Aminosaur¢retas G und G der eigenen
Aminosaure mit dem Qund G der vorangegangenen Aminoséaure. Die Gly-Resteanwgesnur
ein Signal fur das Cauf. Teilweise sind auch Seitenkettensignale iesein Spektrum
vorhanden, diese werden jedoch nicht weiter beteacMit 256 Signalen von 1160 Signalen
zeigt dieses Spektrum mit 22 % die geringste Maemgeletektierten Signalen. Das HNCACB
ist vor allem fir die Identifikation der Aminosduveste wichtig, da die chemischen
Verschiebungen derg&Kerne charakteristischer sind als die der anddéien besprochenen
Kerne.

Im Vergleich zu den Spektren von N. SindhuwinataqBuwinata 2012) (HNCO: 222 Signale,
HC(CA)CO: 91 Signale, HNCA: 291 Signale, HN(CO)CE66 Signale und HNCACB: 105
Signale) konnten die Qualitaten der Spektren diEdmbhung des Proteingehaltes deutlich
verbessert werden. Dennoch gab es viel Signaligesdag wodurch keine vollstdndige
Signalzuordnung moglich war. Es konnten 22-mal &eeknlpfung von 2-Resten, 8-mal eine
Verknupfung von 3-Resten, sowie eine Verknipfung ¥eResten und eine Verknupfung von
6-Resten erfolgen. Teilweise konnte mit Hilfe deNGACB-Spektrums die Art des
Aminosaurerestes festgestellt werden, jedoch nudée Verknipfung der 6-Reste war eine
eindeutige Zuordnung mdglich. Die Verkniipfung ddRéste ist in Abbildung 3.24 gezeigt. Es
handelt sich um die Aminoséurereste 161 bis 16§-\al-Thr-Leu-Gly-Thr). In den HNCA-
und HN(CO)CA-Spektren konnten alléH- und N-Kerne mit den GKernen des
vorangegangenen bzw. des eigenen Aminosaurerests dette detektiert werden. Bei der
Korrelation iiber das HNCO und HN(CA)CO, die jewailsn *H- und ®N-Kern mit dem
Carbonyl-Kohlenstoff des vorangegangenen bzw. dgsnen Aminoséaurerestes korrelieren,
fehlte die Korrelation zwischen den Aminosaurerg8i Arg und 162 Val sowie zwischen
165 Gly und 166 Thr. Durch das HNCACB konnte naridorrelation der Aminosaurereste 161
und 162 durch die @Korrelationen bestatigt werden, da es sich bei dennosaurerest 165
um ein Glycin handelt und dieser keing-Kerne besitzt. Die Signale der-Berne sind im
HNCACB deutlich intensiver als die die Signale @grKerne. Anhand der charakteristischen
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chemischen Verschiebung deg-Kerne von Threonin und Serin sowie das Fehlen @er
Signale bei Glycin konnten diese sechs Aminosaiiszdestten eindeutig zugeordnet werden.
Die chemischen Verschiebungen, Korrelationen somiigliche Zuordnungen der Art der
Aminosaureseitenketten sind im Anhang zu finde6.1§.
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Abbildung 3.22 |*H,’*N-BEST-TROSY-HSQC-Spektrum von u?H,*C,**N-markierter GTB bei 950 MHz. Die
NMR-Probe enthielt 1 mM @H,*C *®N-markierte GTB in NMR-Phosphatpuffer {8)) (siehe Tabelle 2.15) mit
100 uM TSP-g als interne Referenz und 10 %@ Weitere Aufnahmeparameter sind unter 2.6.3 azlgmy Es
konnte die Zuordnung von sechs Aminoséureresterchddiripelresonanzexperimente erfolgen (siehe Text i
Abschnitt 3.3.2).

Tabelle 3.8 | Beobachtete und erwartete Signale ddipelresonanzexperimente der u2H,%C,**N-markierten
GTB bei 298 K. Die NMR-Probe enthielt 1 mM &H,%%C,**N-markierte GTB in NMR-Phosphatpuffer §8)) (siehe
Tabelle 2.15) mit 100 uM TSPs@ls interne Referenz und 10 %@ Die Spektren sind in Abbildung 3.23 gezeigt
und die Aufnahmeparameter sind in Tabelle 2.14 gelgen.

Spektrum Erwartete Signale Detektierte Signale Ehtsatz
HSQC 351 294 84 %
HNCO 325 313 96 %
HN(CA)CO 562 268 48 %
HNCA 583 346 59 %
HN(CO)CA 325 178 55 %
HNCACB 1160 256 22 %
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Abbildung 3.23 | Tripelresonanzexperimente der (#H,*C,*®N-markierten GTB bei 298 K. Die NMR-Probe
enthielt 1 mM u?H,%%C,’>N-markierte GTB in NMR-Phosphatpuffer {8) (sieche Tabelle 2.15) mit 100 uM TSP-d
als interne Referenz und 10 %@ Die Aufnahmeparameter sind in Tabelle 2.14 aelgeg. Positive Signale sind
dunkel und negative Signale hell dargestellt. E#liis™*C-, F2 die"®N- und F3 di¢'H-chemische Verschiebung.
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Abbildung 3.24 | Beispiel einer Zuordnung mit Tripetesonanzexperimenten von #H,°C,*N-markierter
GTB. Die NMR-Probe enthielt 1 mM &H,°C ®N-markierte GTB in NMR-Phosphatpuffer {8)) (sieche Tabelle
2.15) mit 100 uM TSP-dals interne Referenz und 10 %@ Weitere Aufnahmeparameter sind unter 2.6.3
angegeben. Die Abbildung zeigt die Zuordnungsspektter Aminosaurereste 161 bis 166. In (A) sindejisndie
5N-Ebenen der HNCO- und HN(CA)CO-Spektren, in (B)di-Ebenen der HN(CO)CA- und HNCA-Spektren und
in (C) die >N-Ebenen der HNCACB-Spekiren gezeigt. Die Korretatiter Signale wird durch schwarze Linien
dargestellt, fehlt ein Signal, ist die Linie grém.den HNCACB-Spektren erfolgte die Korrelation dudia G-Kerne
(blau), eine Korrelation tber die,&erne (rot) war nicht méglich, diese sind mit Kzen gekennzeichnet.
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3.3.3 Protonen-Deuterium Austausch bei GTB

Um den Austausch der Amidprotonen bei der GTB ztengnchen, wurden 520 uM der u-
’H,"*N-markierten GTB (2) verwendet. Hierfiir wurde derffer der GTB-Probe mit NMR-
Phosphatpuffer (ED), pH 6,7, ausgetauscht und anschlieBend mehier®-TROSY-HSQC-
Spektren Uber die Zeit gemessen. Da in diesen @pekivar noch einige Signale zu sehen
waren, diese aber keine Aussage Uber eine korFelliteng der GTB zulassen, wurde der GTB-
Probe schrittweise wassriger NMR-Phosphatpuffer, A dazugegeben. Auch hier wurde
nach jedem Schritt sowie weitere acht Stunden smite’H,"”N-TROSY-HSQC-Spektrum
aufgenommen. Dadurch konnte Uberprift werden, ebveiwendete GTB-Probe noch gefaltet
vorliegt oder bereits aggregiert ist. Zusatzlichnkign weitere Informationen Uber den
Austausch der Amidprotonen gewonnen werden.
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Abbildung 3.25 | Verfolgung des Amidaustausches ein u-2H,**N-markierten GTB-Probe. Die NMR-Probe
enthielt 520 pM *H,**N-markierte GTB in NMR-Phosphatpuffer {D) (sieche Tabelle 2.15) mit 100 pM TSPals
interne Referenz. Es wurdéhl,>N-TROSY-HSQC-Spektren direkt nach dem Pufferaustasy, 6 Stunden (B)
sowie einen Tag (C) spater aufgenommen. AnschlieRendde schrittweise NMR-Phosphatpuffer .

dazugegeben um den Austausch der Amidprotonenrfoigen. In (D) enthalt die Probe 10 %® und 460 uM u-
2H,N-GTB in (E) 20 % HO und 410 uM (*H,®*N-GTB und in (F) 40 % bD und 310 pM #H,"*N-GTB. Weitere
Aufnahmeparameter sind unter 2.6.4 angegeben.

In Abbildung 3.25 ist eine Auswahl der aufgenomnmete,**N-TROSY-HSQC-Spektren zu

sehen. Das erste Spektrum wurde direkt nach dentadsch des Puffers aufgenommen. Der
Pufferaustausch hat etwa 6 Stunden gedauert undAdfaahme eines Spektrums etwa
4 Stunden. Alle Spektren wurden so geschnittens desh Rauschen zu erkennen ist, da
ansonsten eventuell Signale nicht zu sehen sindlein Spektren direkt nach Austausch des
Puffers und 6 Stunden danach sind nur noch dreite@atten- und etwa acht

Amidprotonensignale zu sehen. Teilweise konnterhneeitere Signale beobachtet werden,
diese waren jedoch kaum vom Rauschen zu untersheBereits nach einem Tag konnten nur
noch zwei der Seitenkettensignale erkannt werdénweeiteren Signale waren vom Rauschen
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nicht unterscheidbar. Diese Ergebnisse zeigen, elassustausch der Amidprotonen innerhalb
eines Tages stattfindet. Diese Informationen siod allem fir Messungen von Methyl-
TROSY-Spektren von grolRer Bedeutung, da hierfie gind3tmdgliche Deuterierung vorliegen
sollte. Im unteren Teil der Abbildung sind jew€its$,*>N-TROSY-HSQC-Spektren direkt nach
Zugabe von wassrigem Puffer abgebildet. Der Proédialt wird mit jedem Schritt geringer.
Die Spektren wurden alle auf der gleich Hohe geisigimum einen Vergleich méglich zu
machen. Es ist deutlich zu sehen, dass mit jeddmtSmehr Signale hinzugekommen sind.
Nach einer Zeit von 8 h nach Zugabe des Puffersievigweils nochmal eifH,”N-TROSY-
HSQC-Spektrum aufgenommen. Die Spektren direkt nasg@abe des Puffers und die 8 h
spater gemessenen unterscheiden sich in den Sigmalg. Einzig hat sich die Signalintensitat
minimal erhéht. Bei einem Wassergehalt von 40 %dn Probe sind alle Signale detektierbar.
Diese Probe wurde nach drei Monaten erneut gemesseh nach dieser Zeit sind keine
weiteren Signale hinzugekommen. Es kann also gegegten, dass sich die austauschbaren
Protonen in der GTB schnell austauschen und adute#idns Gleichgewicht gelangen. Es gibt
jedoch Bereiche im Protein, die zuganglicher fis dasungsmittel sind und Bereiche die nicht
so zuganglich sind. Da jedoch keine Zuordnung dgnée vorliegt, kdnnen daraus keine
weiteren Informationen gezogen werden.

3.3.4 'H,"’N-TROSY-HSQC-Experimente zur Untersuchung der Bindung von
UDP an GTB

Anhand der chemischen VerschiebungsanderungemémeH,N-HSQC-Spektrum sollte die
Bindung von UDP an GTB auf struktureller Ebene areiintersucht werden. Hierfir wurden
500 uM der’H,">N-markierten GTB-Probe (1) (siehe Tabelle 3.7) \@rdet und schrittweise
mit UDP versetzt. Die Titrationslésung enthielt dieiche Menge an Protein wie die NMR-
Probe, damit wurde gewahrleistet, dass der Pratbmigin jedem Spektrum vergleichbar blieb.
In Abbildung 3.27 (A) ist der Verlauf der Titratiatargestellt. Fur die Ubersichtlichkeit wurden
nicht alle 'H,”"N-BEST-TROSY-HSQC-Spektren abgebildet. Zu sehed siie Spektren mit

0 UM, 250 uM, 1,2 mM und 4,3 mM UDP. Diese entshesiceiner UDP-Sattigung von 0 %,
20 %, 60 % und 87 % mit einenpRVert von 0,57 uM aus SPR- und STD-NMR-Experimenten
(Sindhuwinata, Grimm et al. 2013). Interessanteseeiverhalten sich die Signale sehr
unterschiedlich. Einige verschieben sich wie eretabei Erhohung der UDP-Konzentration.
Andere Signale verschwinden bei Erhéhung der Kamagon bzw. es kommen weitere Signale
hinzu. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die HDRzentration nicht korrekt ist. Betrachtet
man die Protonenspektren der Titration (siehe Aliniy 3.26) ist deutlich zu sehen, dass
wahrend der Titration Uracil entstanden ist. Jedsiak im Spektrum mit der héchsten UDP-
Konzentration auch die Signale HB 1z von UDP zu sehen. Da die Linienbreite der UDP-
Signale deutlich groRer ist als die der Uracil-algnund die Affinitdt von UDP zu GTB
deutlich groRer ist als die von Uracil, kann dagosgegangen werden, dass hauptsachlich UDP
an GTB gebunden hat. Aus diesem Grund konnten aeserd Spektren jedoch keine
Bindungskonstanten extrahiert werden. Zusatzligeaeinige Signale sehr nah am Rauschen
und die Signalliberlagerung war sehr grol3, so daissitigen Signalen die Verschiebung nicht
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verfolgt werden konnte. Aus diesen Griinden konmgeAdiswertung nur auf einer qualitativen
Ebene gemacht werden. Hierfir wurden die chemissferschiebungen und Intensitaten der
Signale aus den Spektren extrahiert und aus deleneusid letzten Spektrum mit Gl 2.10 die
durchschnittliche euklidische Verschiebung berethfille Signale bei denen die euklidischen
Verschiebungen Uber einer Grenze, die aus der &tdaoweichung aller berechneten
euklidischen Verschiebungen bestand, lagen wurdeitemwbetrachtet. Insgesamt konnten im
'H,""N-HSQC-Spektrum ohne UDP 261 Signale detektieriderr Davon lag die euklidische
Verschiebung von 57 Signalen tGber der berechnetenz8. Bei 17 dieser 57 Signale fand eine
Verschiebung ab Zugabe der ersten UDP-Konzentratatt. Bei 19 Signalen erfolgte die
Verschiebung erst bei hdheren UDP-Konzentratiokéna die Halfte dieser 19 Signale &nderte
ihre chemische Verschiebung ab einer UDP-Konzedairaton 600 uM, dies entsprach einer
Sattigung von 40 %. Bei zwei Signalen konnte eimgéamer Austausch beobachtet werden. In
Abbildung 3.27 (B-D) sind Beispiele fir alle dreintarschiedlichen chemischen
Verschiebungsanderungen dargestellt. Zusatzlich cdwemischen Verschiebungsanderung
konnte eine Verbreiterung der Signale wahrend deatibn festgestellt werden. Bei einigen
Signalen fuhrte dies zum Verschwinden dieser, adgignale erlangten ihre anfangliche
Signalintensitat wieder.
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Abbildung 3.26 | 1D*H-Spektren der UDP-Titration von u->H,'*N-markierter GTB. Die Spektren (A-C) wurden
mit einem 500 MHz NMR-Spektrometer mit Wasserumigzkung bei 298 K aufgenommen und zeigen ‘e
NMR-Spektren der UDP-Titration aus Abbildung 3.2%e NMR-Proben enthielt (C) 500 pM Z,**N-markierte
GTB in NMR-Phosphatpuffer () (siehe Tabelle 2.15) mit 100 uM TSPdals interne Referenz und 10 %@
sowie (A) 4,3 mM bzw. (B) 600 uM UDP. In (D) ist d&eferenzspektrum von UDP und in (E) das von Uracil
gezeigt.
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Abbildung 3.27 | UDP-Titration von u-H,’*N-markierter GTB. Die NMR-Probe enthielt 500 pM H,N-
markierte GTB in NMR-Phosphatpuffer {8l) (siehe Tabelle 2.15) mit 100 uM TSPals interne Referenz und
10 % DO. Es wurdertH,™>N-BEST-TROSY-HSQC-Spektren mit steigenden UDP-Konzgioinen aufgenommen,
um die chemische Verschiebungsanderung bei BindandJbP an GTB zu untersuchen. Alle Aufnahmeparameter
sind unter 2.6.5 angegeben. Die unterschiedlichBR-Wonzentrationen bzw. Sattigungen sind durcholeesliene
Farben dargestellt und in der Legende in (A) zddm (A) zeigt den kompletten Bereich dier**N-BEST-TROSY-
HSQC-Spektren, wobei in (B), (C) und (D) jeweils sfisghe Verschiebungsmuster einzelner Signale (d&feile

in (A) gekennzeichnet) zu sehen sind. In (B) fandeechemische Verschiebung bereits ab der ersten- UDP
Konzentration statt und in (C) erfolgte die cheméaberschiebung erst nach 40 % Séattigung durch UBRD)
handelt es sich um einen langsamen Austausch, esemliAustausch besser zu veranschaulichen sind dih
kompletten Signale gezeigt, sondern nur einzelren&b der 2D-Projektion.
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3.3.5 Methyl-TROSY-Experimente mit GTB

Da eine Zuordnung der GTB mit den Standard Trigelnanzexperimenten nicht méglich war,
wurde in dieser Arbeit erstmals das selektive Mada der 81-Methylgruppen von
Isoleucinseitenketten angewandt. Wie bereits uBt8l beschrieben verlief die selektive
Markierung erfolgreich. Mit 190 uM der A, N,{lle 51-"*CHg}-markierten GTB in NMR-
Phosphatpuffer (ED) und 100puM TSPzd wurden verschiedene Methyl-TROSY-
Pulsprogramme wie in 2.6.6 beschrieben bei 298tkstet. Alle Spektren wurden mit 4 Scans
aufgenommen und mit den gleichen Parametern prieredsies entsprach einer Aufnahmezeit
von etwa 14 Minuten.
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Abbildung 3.28 | Vergleich von HMQC- und Methyl-TROSY-NMR-Spektren der GTB. Zum Vergleich wurde
ein (A) HMQC-NMR-Spektrum und ein (B) Methyl-TROSYMR-Spektrum mit einem 500 MHz NMR-
Spektrometer aufgenommen. Gezeigt sind &ieMethylgruppen der Isoleucine einer 190 pMHYN {lle 51-
13CHa}-markierten GTB in NMR-Phosphatpuffer §D) (siehe Tabelle 2.15) mit 100 uM TSPals interne Referenz
gemessen bei 298 K. Beide Spektren wurden untegléahen Bedingungen aufgenommen.

In Abbildung 3.28 ist zum Vergleich ein normales BM-NMR-Spektrum (hmgcph) und ein
Methyl-TROSY-NMR-Spektrum (metr_hmqcphpr-lll.tb) rdastellt. In dem HMQC-NMR-
Spektrum ist noch deutlich ein Restsignal vom Wiaasesehen. Dieses sowie weitere Artefakte
sind im Methyl-TROSY-NMR-Spektrum komplett verschvdgn. Ob die Gradienten
symmetrisch oder nicht symmetrisch um den Refokugsgspuls lagen, hat keinen grofRen
Unterschied in den Spektren gemacht. In weiterepeBmenten wurde die symmetrische
Version verwendet, da diese geringfligig besser wviarsatzlich wurde eine optionale
Wasserunterdriickung durch Vorsattigung des Wagseg's eingefligt. Diese verbesserte die
Qualitat des Spektrums deutlich und wurde dahellen weiteren Experimenten verwendet.
Eine VergroRerung der spektralen Breite von 20 ppiin30 ppm in del°’C-Dimension zeigte
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keine Veranderung in den Spektren. Daher konnterdausgegangen werden, dass keines der
Signale rein gefaltet wurde. Da bis auf das Isate@®2 bisher kein weiteres Isoleucin
zugeordnet werden konnte, wurden die Signale vomisl 11 durchnummeriert. Signal
Nummer 3 entspricht hier dem Isoleucin 192.

In Abbildung 3.29 sind die Methyl-TROSY-NMR-Spektrdei 298 K und 283 K dargestellt.
Hier ist deutlich zu sehen, dass die Temperatuitusis auf die chemische Verschiebung einiger
Signale hat. Allerdings lagen alle Verschiebungaterhalb der digitalen Aufldsung, weshalb
eine Quantifizierung nicht moglich war. Die grofterschiebung zeigten die Signale 2, 4, 5, 8
und 10. Signal 1, 7, 9 und lle 192 zeigten minimekrschiebungen und Signal 6 und 11
zeigten keine Verschiebung.

Die u?H,"™N {lle 51-"*CHa}-markierte GTB-Probe eignet sich sehr gut um weitstrukturelle
sowie dynamische Untersuchungen zu machen. Es é&omit einer sehr geringen Menge an
Protein und kurzer Messzeit sehr gute Spektrerternaerden.
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Abbildung 3.29 | Methyl-TROSY-NMR-Spektren bei 283 Kund 298 K von u?H,"N {lle51-**CH}-markierter
GTB. Zum Vergleich wurden Methyl-TROSY-NMR-Spektren B83 K (blau) und 298 K (rot) mit einem 500 MHz
NMR-Spektrometer aufgenommen und zeigen&dieMethylgruppen der Isoleucine einer 190 pMH**N {lle 51-
13CH,}-markierten GTB in NMR-Phosphatpuffer §D) (siehe Tabelle 2.15) mit 100 uM TSPals interne Referenz
gemessen bei 298 K. Die Spektren wurden unterdattieskaliert, da das Spektrum bei 283 K mit 64rcand das
bei 298 K mit 4 Scans aufgenommen wurden. Alle aveit Messparameter sind identisch.

3.3.6 Methyl-TROSY-Experimente zur Untersuchung der Bindung von UDP
und H-Disaccharid an GTB

Wie bereits zuvor mit der tH,"*N-markierten GTB sollte auch mit de”Pd;"°N,{lle §1-'*CHj}-
markierten GTB die Bindung von UDP und H-Disaccttaan GTB anhand der chemischen
Verschiebungsanderung untersucht werden. Hierfiirderu 100 uM der @H,"N,{lle 51-
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¥*CHg}-markierten GTB-Probe (2) verwendet und erst sthigise mit UDP und anschlieRend
mit H-Disaccharid-OCH; (H-Dis) versetzt. Die Titrationsldsung enthieledjleiche Menge
an Protein wie die NMR-Probe, damit wurde gewéhbidtj dass der Proteingehalt in jedem
Spektrum vergleichbar blieb. In Abbildung 3.30dst Verlauf der Titration dargestellt. Fir die
Ubersichtlichkeit wurde nur das Spektrum ohne Sahsias Spektrum mit 6,8 mM UDP (92 %
Sattigung) sowie das Spektrum mit 10 mM UDP (94,5&ttigung) und 380 uM H-Dis (98 %
Sattigung) abgebildet. Am deutlichsten verschieieh Signal 2 und lle 192 bei der Zugabe
von UDP. Auch Signal 5, 7, 8 und 9 verschieben &atht. Hier ist jedoch zu beachten, dass
die digitale Aufldsung der Spektren in det-Dimension 10,4 Hz und in défC-Dimension
41,9 Hz betrug. Nur die Verschiebung von Signaing lle 192 waren grof3er als die digitale
Auflésung. Da lle 123 an der UDP-Bindung beteiligt, wird vermutet, dass es sich bei
Signal 2 um das lle 123 handelt. lle 123 und ll2 &8fuhren auch bei der Zugabe von H-Dis
die groRRte Verschiebung. Die Verschiebung von 92 ag knapp Uber und die Verschiebung
von lle 123 lag knapp unter der digitalen Auflésuran 41,9 Hz in def*C-Dimension. Eine
Verschiebung in detH-Dimension fand hier nicht statt. Desweiteren geab sich Signal 5
wieder in die Ausgangsposition, Signal 6, 7, 8 Greffuhren erneut eine leichte Verschiebung
die jedoch wieder unterhalb der digitalen Auflosuag. Die Verschiebung von Signal 9 nach
Zugabe von UDP und H-Dis lag bei 20 Hz und damérider digitalen Auflosung. UDP und
H-Dis haben einen Einfluss auf dieses Signal. [Bh das Signal jedoch kontinuierlich in eine
Richtung bewegt und nicht wie bei lle 123 und 82 durch Zugabe von H-Dis die Richtung
andert, konnte die Anderung der chemischen Verbahig auch allein durch die Bindung von
UDP verursacht worden sein. Die UDP-Konzentrationokte sich bei der H-Dis-Titration
ebenfalls. Die chemischen Verschiebungen der belignale Ille 123 und lle 192 wurden fir
jeden Schritt extrahiert, anhand der Berechnung darchschnittlichen euklidischen
Verschiebung (Gl. 2.10) eine Bindungsisothermeeéitaind die Daten global mit einempK
Wert an Gl. 2.11 angepasst. Die Bindungsisothersnahin Abbildung 3.31 zu sehen.

Der Kp-Wert fur UDP liegt bei 76 + 16 uM und der fur Hin Anwesenheit von UDP bei
4,3 £ 5,2 uM. Bei Vergleich mit den zuvor erhobel®®R-Daten fir UDP mit einempKWert
von 710 + 90 uM liegt der hier bestimmte-Vert deutlich darunter. Jedoch muss beachtet
werden, dass es sich um eine andere Messmethoddelhaimd durch die geringen
Verschiebungen der Fehler recht grof3 ist. DgAMert fir H-Dis in Anwesenheit von UDP
wurde nur mit ITC-Experimenten bestimmt (SindhuwénaGrimm et al. 2013) und ist mit
7 UM vergleichbar mit dem hier bestimmtep-Wertes von 4,3 + 5,2 uM. Zusétzlich ist noch
anzumerken, dass bei diesen Experimenten UDP &gl und sich nicht wie bei der Titration
der u®H,N-markierten GTB-Probe in Uracil zersetzte. Die tBnenspektren sind in
Abbildung 3.32 dargestellt.

Die Verteilung des1-Methylgruppen der Isoleucine Uber das gesamteeidrgpiegelten sich
im unterschiedlichen Verhalten der Signale der ksigieu-H,"*N {lle §1-**CH,}-markierten
GTB-Probe deutlich wieder.
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Abbildung 3.30 | UDP- und H-Disaccharid-Titration van u-?H,"*N {lle61-**CHg}-markierter GTB. Die NMR-
Probe enthielt 100 uM tH,"*N {lle 51-**CH}-markierte GTB in NMR-Phosphatpuffer ¢D) (siehe Tabelle 2.15)
mit 100 pM TSP-g¢ als interne Referenz. Es wurden Methyl-TROSY-NMRS@& mit steigenden UDP-
Konzentrationen und anschlielend steigender H-Disz€ntration aufgenommen, um die chemische
Verschiebungsanderung bei Bindung von UDP und UDP#Han GTB zu untersuchen. Alle Aufnahmeparameter
sowie Titrationsschritte sind unter 2.6.7 angegelB®zeigt sind die Spektren ohne Substrat (blait)6 & mM UDP

(92 % Sattigung) (gelb) sowie mit 10 mM UDP (94,53%4ttigung) und 380 uM H-Dis (98 % Sattigung) (r@)e
Pfeile zeigen den Verlauf der chemischen Verschighilurch Zugabe von UDP (blau) und H-Dis (rot).
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Abbildung 3.31 | Bindungsisotherme der Bindung votUDP und H-Disaccharid in Anwesenheit von UDP an u-
2H,N {lle1-**CH,}-markierter GTB. Die durchschnittlichen euklidischen Verschiebungearden aus den
Methyl-TROSY-NMR-Spektren der Titration von (A) 0Oisb6,8 MM UDP und (B) O bis 380 uM H-Dis in
Anwesenheit von 6,8 bis 10 mM UDP extrahiert (siéidildung 3.30). Es wurden die Signale von lle 128kig)
und lle 192 (rund) ausgewertet.
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Abbildung 3.32 | 1D*H-Spektrum der UDP-Titration von u-2H,*N,{lle1-**CHj}-markierter GTB. Das
Spektrum (A) wurde mit einem 500 MHz NMR-Spektroatemnit Wasserunterdriickung bei 298 K aufgenommen
und zeigt dastH-NMR-Spektren der UDP-Titration aus Abbildung 3.3Die NMR-Proben enthielt 100 uM u-
2H 5N {lle 51-**CHg}-markierte GTB in NMR-Phosphatpuffer (D) (siehe Tabelle 2.15) mit 100 uM TSP-als
interne Referenz und 6,8 mM UDP. In (B) ist das Refespektrum von UDP und in (C) das von Uracil gezeigt

3.3.7 Methyl-TROSY CPMG-Relaxations-Dispersions Experimente mit GTB

Da gezeigt werden konnte, dass die Methyl-TROSY-NS§fiektren der selektiv u-
H,"N {lle 51-*CHg}-markierten GTB-Probe einen guten Uberblick tibas dEnzym lieferten,
sollte die Dynamik mit Hilfe von CPMG-Relaxationgspersions Experimenten untersucht
werden. Hierbei kbnnen Bewegungen im Bereich votli-Miis Mikrosekunden untersucht
werden. Verwendet wurden hierfir 190 uM déHN,{lle 51-"*CHg}-markierten GTB-Probe

in NMR-Phosphatpuffer (D) und 100 puM TSPLdfiir Testmessungen sowie die Messungen
ohne Substrat. Fiir die Messungen mit UDP, sowieUBIP und H-Disaccharid-&CH; (H-
Dis) wurden 170 uM der tH,™N {lle51-*CHs}-markierten GTB-Probe (2) in NMR-
Phosphatpuffer (ED) und 100 uM TSPzd verwendet. Die UDP Konzentration betrug
9,45 mM. Fir die Messungen mit UDP und H-Dis wurdesatzlich 380 uM H-Dis
hinzugegeben. Zuerst sollte getestet werden, olputge-Element fir Messungen mit der GTB
notig ist. Zusatzlich wurden verschiedene Misclezeivon 20 ms, 40 ms und 60 ms bei
unterschiedlichen Temperaturen getestet. Es istarivdk dass die GTB bei zu hohen
Temperaturen leicht ausfallt, daher war die hocfiseperatur, die getestet wurde 298 K.
Zusatzlich wurden die Messungen auch noch bei 288d&K275 K durchgefuhrt. Die Spektren,
die ohne und mit purge-Element aufgenommen wurzigigen keine Unterschiede (Daten nicht
gezeigt). Das purge-Element ist also, wie vermuteat,die Messungen mit GTB nicht notig.
Alle weiteren Experimente wurden ohne das purgerBlg aufgenommen.

Desweiteren sollte getestet werden, welche MistHideidie Messungen mit GTB verwendet
werden sollte. Die Wahl der Mischzeit ist von dgmBmik des Proteins abhangig. Je langer die
Mischzeit ist, desto mehr Zeit hat das Protein elaxieren und desto kleiner werden die
Signale. Bei einem schnell relaxierenden Proteilfteso also kiirzere Mischzeiten gewahlt
werden. Hingegen sollten bei einem langsam relexden Protein entsprechend langere
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Mischzeiten gewahlt werden, da ansonsten eventueligeringe Effekte zu beobachten sind.
Fur Proteine liegen die Mischzeiten typischerwemgischen 20 und 60 ms. Da die
Signalintensitaten von den Mischzeiten und Relaxatigenschaften des Proteins abhangig
sind, wurden anhand dieser die Mischzeiten vergticiHierbei sollte die Signalintensitat der
Spektren mit der CPMG-Frequenz etwa um die 50 %Sifgmalintensitat der Referenzspektren
ohne CPMG-Frequenz liegen. Hierflr wurden Spekim#nvceue-Frequenzen von 50 Hz bis
500 Hz bei Mischzeiten von 20ms, 40 ms und 60 nes 208 K, 283 K und 275K
aufgenommen. Da die Signale bei einer Frequenz5@Hz die geringsten Signalintensitaten
zeigen, wurden diese mit den jeweiligen Refererkispe verglichen. In Abbildung 3.33 sind
die prozentualen Signalintensitaten der Messunge298 K und 275 K dargestellt. Bei 298 K
lagen die Signalintensitaten der Messungen mitrditiechzeit von 20 ms deutlich tber, die mit
einer Mischzeit von 40 ms leicht Uber und die niiiee Mischzeit von 60 ms leicht unter den
50 %. In den Messungen mit 275 K sanken die prozdenh Signalintensitaten. Hier lagen nur
noch die Messungen mit einer Mischzeit von 20 misdae 50 % der Signalintensitat. Die
Messungen mit Mischzeiten von 40 ms bzw. 60 msnlagitlich darunter. Aus diesem Grund
wurden fir die CPMG-Relaxations-Dispersions Expenta eine Mischzeit von 20 ms gewabhlt.
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Abbildung 3.33 | Testen unterschiedlicher Mischzeite bei (A) 298 K und (B) 275 K fiir CPMG-Relaxations-
Dispersions Experimente mit der GTB.Es wurden die Signalintensitaten der CPMG-Relaxatidispersions
Methyl-TROSY-Spektren mit einer CPMG-Frequenz vénHz gegeniuiber den Referenzspektren einer 190 uM u-
2H,°N {lle 51-**CHg}-markierten GTB-Probe in NMR-Phosphatpuffer,(@ (siche Tabelle 2.15) und 100 uM TSP-
d, bei (A) 298 K und (B) 275 K sowie Mischzeiten vod rds, 40 ms und 60 ms verglichen. Gemessen wurigen d
Spektren an einem 500 MHz NMR-Spektrometer, alléeren Messparameter sind unter 2.6.8 und 3.3.getzen.

Es wurden anschlieRend fir alle drei Proben (ohustgat, mit UDP und mit UDP und H-Dis)

CPMG-Relaxations-Dispersions Experimente mipyc-Frequenzen von 50 bis 500 Hz bei
275 K, 283 K und 298 K mit einer Mischzeit von 28 m Doppelbestimmung aufgenommen.
Die Aufnahmeparameter waren bei allen Spektrenethea und sind unter 2.6.8 zu finden.
Einzig die Anzahl an Scans unterschied sich in &aperimenten. Die Messungen ohne
Substrat wurden alle mit 16 Scans durgefihrt. Bm Messungen mit Substrat wurde die
Anzahl an Scans bei 275 K auf 48, bei 283 K auf324bzw. 48 und bei 298 K auf 24 erhght.
Dies lag daran, dass die Signalintensitat vor alleh Zugabe von UDP deutlich geringer
wurde. In Abbildung 3.34 ist eine Uberlagerung 8pektren von allen drei Temperaturen mit
einervepme-Frequenz von 50 Hz zu sehen. Die Spektren beik2@8d 283 K wurden mit 24
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Scans aufgenommen, das Spektrum bei 275 K mit 4BsSEs ist deutlich zu sehen, dass je
tiefer die Temperatur ist, desto geringer ist dgn8lintensitaten. Dieser Effekt ist bei lle 192
besonders groR3.
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Abbildung 3.34 | CPMG-Relaxations-Dispersions Expemente bei unterschiedlichen Temperaturen von u-
2H,15N {lle 1-1°CHg}-markierter GTB. Gezeigt sind CPMG-Relaxations-Dispersions Methyl-BYENMR-
Spektren aufgenommen bei 500 MHz mit eingsuc-Frequenzen von 50 Hz bei 275 K (blau), 283 K (peibd
298 K (rot). Es sind dié1-Methylgruppen der Isoleucine einer 170 uMHN,{lle 51-**CHg}-markierten GTB in
NMR-Phosphatpuffer (BD) (siehe Tabelle 2.15) mit 100 uM TSPals interne Referenz zu sehen. Die Spektren bei
283 K und 298 K wurden mit 24 Scans aufgenommesb@a275 K mit 48 Scans. Die Spektren wurdenialiden

gleichen Ebenen geschnitten.

Eine erste Abschatzung der Daten konnte mit defef@ifiz der E?ﬁ(vcpMG)-Werte mit den
vepme-Frequenzen von 50 und 500 Hz gemacht werden. bilddng 3.35 sind die Differenzen
sowie deren Fehler ohne Substrat, mit UDP und rBiPWnd H-Dis bei jeder der gemessenen
Temperaturen abgebildet. Es ist deutlich zu setiass fast allaAR,*"-Werte nahe der 0 lagen.
Dies weist auf einen fehlenden Austausch in dieBereich hin. Zuséatzlich waren die Fehler in
diesem Bereich sehr gro3, wodurch auch die negatiVerte zustande kamen. Einzig allein
beim lle 192 konnte eine Veranderung d&R,*"-Werte bei den Messungen mit den
unterschiedlichen Substraten sowie Temperaturerdodbet werden. Dieser stieg bei der
Zugabe von UDP voR,S-Werten von etwa 5%sauf AR, -Werte von etwa 40%san. Die
Zugabe von H-Dis senkte diese Werte wieder auf &tgé/aab. Dies war jedoch nur der Fall bei
Temperaturen von 275 K und 283 K. Bei 298 K blied@nR,*"-Werte konstant bei etwa 5.s
Dies bedeutet, dass das lle 192 durch Zugabe voR L& niedrigen Temperaturen eine
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signifikante Veranderung in der Dynamik erfahrt. r Fiveitere Auswertungen wurden
anschlieRend alle f(vcene)-Werte berechnet, die Mittelwerte sowie Fehlertibmst und
mittels GUARDD (Kleckner and Foster 2011) die Disiensprofile dargestellit.
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Abbildung 3.35 | Methyl-TROSY CPMG-Relaxations-Dispesions Experimente mit u?H,*N,{lle31-**CH}-
markierter GTB. Dargestellt sind diAR*" = R (vepms 50 1) - RS (Vepma s00 1) Werte der Messungen mit u-
2H 5N {lle 51-**CHg}-markierter GTB (A) ohne, (B) mit UDP sowie (C) mitDP und H-Disaccharid bei 275 K,
283 K und 298 K. Die Messungen wurden in Doppelbesting an einem 500 MHz NMR-Spektrometer
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In Abbildung 3.36 sind die Dispersionsprofile deziden zugeordneten Signale lle 123 und
lle 192, sowie von Signal 8 dargestellt. Alle waiteDispersionsprofile befinden sich im
Anhang (0). Auch hier ist deutlich zu sehen, déds die Dynamik von lle 192 durch Zugabe
von UDP bei niedrigen Temperaturen stark verandsuth lle 123 erfahrt bei Zugabe von
UDP eine leichte Veranderung, jedoch sind hierFdibler zu grof3, um eine genauere Aussage
treffen zu kénnen. Aus den Dispersionsprofilen kanoh gesehen werden, das®riit tieferen
Temperaturen ansteigt. Bei der Abbildung ist jedoglbeachten, dass die abgebildeten Linien
nur den Verlauf der Kurven wiedergeben sollten. Eiire Erhebung der Austauschraten,
Populationen sowie chemischen Verschiebungsdifeeren waren die Daten nicht
aussagekraftig genug. Auch wurde von einer Mesbenginer weiteren Feldstarke abgesehen.
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Abbildung 3.36 | Relaxations-Dispersionsprofile vorGTB in Abhangigkeit von Substraten.Es wurden Methyl-
TROSY CPMG-Relaxations-Dispersions Experimente mitHN,{lle 51--*CHz}-markierter GTB bei einer
Feldstarke von 500 MHzcpye-Frequenzen von 50 bis 500 Hz und 275 K (blau), R8gelb) sowie 298 K (rot)
durchgefiihrt. Gezeigt sind die Dispersionsprofibe \Signal 2 (lle 123) (obere Reihe), Signal 3 (B2 (mittlere
Reihe) und Signal 8 (untere Reihe) ohne (links), Wi (mitte) sowie mit UDP und H-Disaccharid (re¢hBie
Fehlerbalken geben die Standardabweichung der #bppgmmten Messwerte an. Es ist zu beachten, digss
abgebildeten Linien nur den Verlauf der Messwertestllen, da diese fir eine Erhebung weiterer iDaieht
aussagekraftig genug waren. Die Darstellung edaigt GUARDD (Kleckner and Foster 2011).
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3.3.8 Strukturelle Untersuchungen an der GTB mit Lanthanoiden

Eine weitere Methode Struktur und Dynamik von Bidshdlen zu untersuchen, ist die
Anwendung von paramagnetischer NMR-SpektroskopieafiiD notwendig ist eine
Bindungsstelle fir das paramagnetische Metalliod eme dreidimensionale Struktur des
Proteins fur theoretische Berechnungen. Da die @& eine naturliche Metallbindungsstelle
verfugt und verschiedene Kristallstrukturen vortemdind, sollte in dieser Arbeit getestet
werden ob, es Mdglich ist, mittels paramagnetis¢iR-Spektroskopie weitere Information
uber die GTB zu erhalten. Hierbei bieten sich dietil-TROSY-Experimente gut an, da diese
sehr sensitiv sind und intensive Signale liefers. $ollten verschiedene paramagnetische
Metallionen getestet werden. Verwendet wurden dvibtallionen aus der Familie der
Lanthanoide. Gadolinium (G, welches nur PREs liefert und keine PCSs, Ytterb{Yb*)
und Dysprosium (D3/). Die letzen beiden liefern sowohl PREs als au€i$$ unterscheiden
sich aber in der Reichweite der PREs sowie im Mohan des magnetischen Tensors. Als
Referenz wurde das diamagnetische Lanthafi(harwendet.

Ob die hier verwendeten Lanthanoide an die GTBdmndvurde mit Aktivitatstests und SPR-
Spektroskopie untersucht. Zuerst wurden die Akdterh wie unter 2.3.4 beschrieben gemessen.
Hierfir wurde die GTB, die freundlicherweise von Kallagaray (Institut fur Chemie) zur
Verfligung gestellt wurde, verwendet. Diese besa® gpezifische Aktivitat von 12,3 U/mg. Da
die Probe noch M enthielt, wurde diese mit 10 mM EDTA versetzt, die vorhandenen
Metallionen zu binden und anschlieRend wurde ddfePgegen MOPS/- Puffer mit 1 mM
DTT ausgetauscht. Die Konzentration der Probe peBumg/ml und wies das Verhaltnis
AssdAsgvon 0,54 auf, was auf eine reine Probe hinwies. €iér Aktivitatstests wurde
10 x A/B-Puffer mit MnCJ, MgCl,, LaCk, DyCl;, GdCk, YbCl; sowie einer ohne Metallion
(H,O) und einer ohne Metallion und EDTA {GVEDTA) hergestellt und die GTB-Probe
entsprechend damit verdinnt und mit GTB-Stockmixsett. Die Verdinnungen sowie
gemessenen spezifischen Aktivitaten sind im Anhanbabelle 6.6 aufgefuhrt. Die spezifische
Aktivitat mit Mn?* betrug 13,2 U/mg und war damit vergleichbar mit sigezifischen Aktivitét
vor Austausch des Puffers. Enthielt die Prob&é"\tatt Mrf* sank die spezifische Aktivitat auf
0,9 U/mg und betrug 7 % der urspriinglichen spetiia Aktivitat. Uberraschenderweise
zeigte die GTB-Probe mit J@ ebenfalls eine spezifische Aktivitat zwischen Qrid 1,9 %
abhéngig von der eingesetzten Verdinnung. Ersthdulegabe von EDTA fand keine
Ubertragung der Galactoseeinheit statt. Daher wuedeutet, dass entweder in der GTB-Probe
noch Metallionen vorhanden waren oder die im Wassghaltenden Metallionen fir eine
messbare Aktivitat ausreichten. Die maximale sphie Aktivitat der Lanthanoide lag bei der
GTB-Probe mit Dysprosium bei 0,15 U/mg und damith@ % der spezifischen Aktivitat der
GTB-Probe mit MA". Alle anderen zeigten geringere bis gar keine Atéi. Da die
gemessenen Zerfallsraten jedoch unter den 10 %maeimalen Aktivitat der angesetzten Probe
lagen und auch bei geringeren Verdiinnungen nidttegen, kann davon ausgegangen werden,
dass die GTB mit den hier getesteten Lanthanoidesk&ktivitat aufweist. Um auszuschliel3en,
dass der pH-Wert der Probe in einen Bereich ruisctiem die GTB nicht aktiv ist, wurde der
pH-Wert der verwendeten Puffer gemessen. Dieseewipbl-Werte zwischen 6,52 und 6,7 bei
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22 °C auf. Somit kann eine Inaktivitat aufgrund gésWertes ausgeschlossen werden, da das
Aktivitatsmaximum der GTB bei einem pH-Wert von &&i 37 °C liegt. Da bei der Aktivitat
die Ubertragung der Galactoseeinheit gemessen heiifst das nicht, dass keine Bindung der
Lanthanoide an GTB stattfindet. Daher wurden SPReEmente mit UDP in Anwesenheit der
vier Lanthanoide angeschlossen.

Fur die SPR-Experimente wurde ein bereits mit GERfgter CM5-Sensorchip (Chip 5, siehe
Tabelle 2.10) verwendet. Dieser wurde von F. Flu¢gstitut fir Chemie) zur Verfigung
gestellt und mit einer GTB Dichte von 4190 RU béelgdigge 2014). Als Referenz wurde eine
leere Zelle verwendet. Als Laufpuffer wurde MOPSYLsiehe Tabelle 2.9) mit dem jeweiligen
Lanthanoid verwendet. Zwischen den Messungen wdae System mit 10 mM EDTA in
MOPS/- Puffer und mit MOPS/- Puffer gespult, umhsic zu gehen, dass alle Metallionen
entfernt wurden. UDP wurde ebenfalls in den entdpgrden MOPS/LY Puffer geldst und je
20 pul von Konzentrationen zwischen 5 uM und 1 mNiziert. In Abbildung 3.37 sind die
Sensorgramme von je einer Messung der dreifachifBesing dargestellt. Bei allen vier
verschiedenen Lanthanoiden konnte die Bindung vd@P Wgemessen werden. Allerdings
unterscheiden sich die Sensorgramme deutlich vonMiessungen von UDP mit Mgbzw.
Mn*. Bei keiner Messung konnte eine Rechteckkurve defutet werden und die Basislinie
stieg bei allen Messungen kontinuierlich an. Besoscguffallig sind die Bindungskurven mit
Ytterbium als Metallion. Diese zeigten zwar ein filifonzentrationsreihen typisches
Verlaufsmuster, jedoch in den negativen Bereichrallalies lag und warum dies nur bei den
Messungen mit Ytterbium der Fall war, kann hiehhiweiter gesagt werden. Fiur die anderen
drei Messungen wurden die Bindungsisothermen #rsiat eine Idee der Bindung von UDP in
Anwesenheit der verschiedenen Lanthanoide zu belemmiese sind in Abbildung 3.38
dargestellt. Die maximalen theoretischen Antwodeliten etwa 50 RU annehmen.

Bei den Messungen mit Lanthan wurden fir die Bastimg der Dissoziationskonstante nur die
ersten beiden Messungen Bericksichtigt, da dietedrilessung sehr stark von den
vorangegangenen abwich. Degp-KWert betragt 64 £ 26 puM und der maximale RU-Wiegt

mit 17 RU deutlich unter dem erwarteten. Die Megaimmit Gadolinium zeigen einenpK
Wert von 1,7 £ 0,5 mM. Hier liegt der maximale RUswW mit 308 RU deutlich Uber dem
theoretischen Wert und weist auf unspezifische &agdhin. Dies ist auch der Fall bei den
Messungen mit Dysprosium mit einem maximalen RU4Weron 87 RU. Die
Dissoziationskonstante betragt 361 + 106 uM. Wurdan die ersten sechs Konzentrationen
bericksichtigt sank der gdWert auf 16 £+ 3 pM und der maximale RU-Wert aufRA2. Bei
allen drei Bindungsisothermen ist deutlich zu enleam dass je hoher die UDP-Konzentrationen
waren, der Fehler immer gréRer wurde. Schlussdndtiznnten diese Messungen keinen
Aufschluss Uber die Bindungskonstanten geben, fedeeisen sie darauf hin, dass eine
Bindung von UDP an die GTB auch in Anwesenheit dimr verwendeten Lanthanoide
stattfindet.
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Abbildung 3.37 | Sensorgramme der Bindung von UDPraimmobilisierte GTB in Anwesenheit verschiedener
Lanthanoide. Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25400 mM NaCl und 5 mM Lagl(A),
GdCk (B), DyCl; (C) und YbC} (D) mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip Slurchgefihrt (siehe
Tabelle 2.10). Als Referenz wurde eine leere Fllleszeerwendet. Alle Messungen wurden in dreifacher
Bestimmung mit UDP Konzentrationen von 5 uM bis 1 mivichgefiuhrt.
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Abbildung 3.38 | Bindungsisotherme der Bindung von DP an immobilisierte GTB in Anwesenheit
verschiedener Lanthanoide Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 2510 mM NaCl und 5 mM
LaCl; (A), GdCk (B) und DyCk (C) mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 5) rdbgefiihrt (siehe
Tabelle 2.10). Als Referenz wurde eine leere Fllleszeerwendet. Alle Messungen wurden in dreifacher
Bestimmung mit UDP Konzentrationen von 5 uM bis 1 miMchgefiihrt. Fiir die Messungen mitL.gA) wurden
nur die ersten beiden Bestimmungen berucksichtigtleh jeweiligen Graphen sind die Dissoziationstamisn kK
sowie die maximale Antwort Rkl angegeben. Bei den Messungen mif'DiT) wurden zusétzlich nur die ersten
sechs Werte gefittet (grau).
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Abbildung 3.39 | Titration von u-’H,**N,{lle$1-"*CH}-markierter GTB mit GdCl ;. Die NMR-Probe enthielt
100 uM u?H,"™N {lle 81-"*CHg}-markierter GTB in Bis-Tris-gy (pH 6,7 bei 25 °C), 40 mM NaCl, 0,8 mM 2-
Mercaptoethanol 100 uM TSP-gsowie 6,5 mM UDP. Es wurden Methyl-TROSY-NMR-Spektmit steigenden
GdCk-Konzentrationen aufgenommen und die Linienbreitemtrahiert. Alle Aufnahmeparameter sowie
Titrationsschritte sind unter 2.6.9 angegeben. {@eaind die Spektren ohne GdGblau), mit 75 uM GdGlI (rot)
und 300 uM GdGl(gelb).

Mit u-°H,"N {lle 81-°CHz}-markierter GTB wurden anschlieRend NMR-spekirgskohe
Untersuchung der vier Lanthanoiden durchgefiiherfidi wurden 100 uM der tH,"N {lle §1-
¥CHa}-markierten GTB-Probe (3) in Bis-Trisgl(pH 6,7 bei 25 °C), 40 mM NaCl, 0,8 mM 2-
Mercaptoethanol« 100 uM TSP-g sowie 6,5 mM UDP verwendet und schrittweise LaCl
GdCk, DyCl; oder YbC} versetzt. Die Titrationslosung enthielt die gleiddenge an Protein
und UDP wie die NMR-Probe, damit wurde gewahrl¢jstiass der Proteingehalt in jedem
Spektrum vergleichbar blieb. Da es bei Anwesenheit Gadolinium abstandsabhéngig zur
Verbreiterung der Signale kommt, wurde in dieserekBen bei jeder Konzentration mit
CCPNmr Analysis 2.3.1 (Vranken, Boucher et al. 2008 Linienbreiten der Signale extrahiert.
In Abbildung 3.39 sind drei Methyl-TROSY-NMR-Spedtr der Titration abgebildet. Auch hier
ist deutlich zu erkennen, dass abhangig von derz&mnation Signale aufgrund der
verbreiterten Linien nicht mehr detektierbar siddla die Linienverbreiterung, die durch
Bindung von UDP bei steigender Metallionenkonzeitira entsteht, berticksichtigt werden
musste, wurden die Methyl-TROSY-NMR-Spektren minttean als Referenz hinzugezogen.
Hier wurde ebenfalls die Linienbreite extrahiertdudie Differenz der Linienbreiten beider
Metallionen gebildet. Anhand dieser sowie das Meamseden der Signale wurde eine
abstandsabhangige Zuordnung der Signale gemachemein Tabelle 6.7 sind die jeweiligen
Differenzen sowie die Konzentration bei der dasgiéige Signal verschwindet angegeben. Aus
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der Kristallstruktur von GTB mit UDP und Mh(PDB ID 2RIX) (Alfaro, Zheng et al. 2008)
wurde jeweils der Abstand vogi-Kohlenstoff zum MA'-lon bestimmt und anhand dieser
Abstande und der Daten aus der Titration eine utigé Zuordnung der lle-Signale gemacht.
Diese ist in Tabelle 3.9 angegeben.

Tabelle 3.9 | Abstandsabhangige Zuordnung der If&-Methylgruppen der GTB. Angegeben sind jeweils die lle-
Methylgruppen, der Abstand vodi-Kohlenstoffe zum Mfi-lon und die aus Titration von a4,2*N {lle §1-2*CHg}-
markierter GTB mit GdGlermittelte Zuordnung der Signale. Die Abstandedeuaraus der Kristallstruktur von GTB
mit UDP/Mré* (PDB ID: 2RIX) (Alfaro, Zheng et al. 2008) ermittefir das Ile 59 war in der Kristallstruktur keine
Elektronendichte vorhanden. Die Nummerierung dgn&ie kann aus Abbildung 3.39 entnommen werdelistEs
beachten, dass dies nur eine vorlaufige Zuordnsndgiese wurde anhand von PREs ermittelt, die Dated im
Anhang (siehe Tabelle 6.7) zu finden.

Abstand C-Mn** [A] Zuordnung Signal #
lle 192 13,6 3
lle 123 13,7 2
lle 224 16,6 9
lle 256 20,2 6
lle 116 22,4 8
lle 94 22,8 7
lle 296 234 10
lle 102 24,9 1
lle 104 33,9 5
lle 59 - 11

Fur das Signal lle 59 konnte kein Abstand gemesssden, da keine Elektronendichte in der
Kristallstruktur vorhanden war. Es wurde jedochnvetet, dass es sich bei Signal #11 aufgrund
der charakteristischen chemischen Verschiebung asnllé 59 handelt, welches sich am N-
Terminus des Proteins befindet. Signal #2 verschwdirekt nach Zugabe von 25 uM GdCl
und befindet sich somit am nachsten am Metalliolches laut Kristallstruktur das lle 192 ist.
Dieses Signal wurde jedoch bereits durch selelfiutation dem lle 123 zugeordnet. Da es sich
bei dem lle 192 um einen Aminosaurerest im interbeop handelt, der sich bei Bindung von
UDP bewegt, entsprach der gemessene Abstand vaimuticht der Realitdt. AuRerdem
unterscheidet er sich mit 13,6 A kaum vom Abstaes! Itk 123 mit 13,7 A. Daher wurde dieses
Signal dem lle 123 zugeordnet. Es ist anzumerkass @s sich bei dieser Zuordnung um eine
vorlaufige Zuordnung handelt, die durch weitere &kpente bestatigt werden sollte. Neben
der Zuordnung von lle 123 und lle 192 kann die Anong von Signal #5 als korrekt betrachtet
werden. Signal #5 ist das einzige Signal, welchesdbr hdchsten GdgKonzentration noch
zu sehen ist und konnte daher dem lle 104 zugebndaeden, welches am weitesten vom
Metallion entfernt liegt. Um die Zuordnung zu bdigtn, sollten weitere Titrationen mit
Dysprosium und Ytterbium durchgefiihrt werden. Diesgf3en neben einen PRE-Effekt auch
PCSs auf, wodurch die raumliche Orientierung det-Methylgruppen in Abh&ngigkeit des
Metallions ermittelt werden kdnnen.

In Abbildung 3.40 und Abbildung 3.41 ist jeweilssdanfangs- und Endspektrum der Titration
mit Dysprosium und Ytterbium gezeigt. Es war niambglich aus diesen Spektren PCSs zu
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extrahieren, da aus einem Signal durch Zugabe drthénoids mehrere Signale wurden. Dies
war vor allem bei Dysprosium sehr deutlich zu erlean Daher konnte vermutet werden, dass
sowohl Dysprosium als auch Ytterbium die GTB in ddetallionenbindungsstelle in
unterschiedlichen Konformationen gebunden hat uadedMethode daher fir eine Zuordnung
nicht geeignet war. Fiur die Zuordnung mittels Ganlain sollten die unterschiedlichen
Konformationen jedoch keinen Einfluss auf die emdenen PREs haben.

Zum Abschluss ist anzumerken, dass obwohl die G&iits eine Metallionenbindungsstelle
besitzt, Untersuchungen mit Lanthanoiden nicht mpfehlen sind. Zum einem war keine
Aktivitdt der GTB vorhanden, zum anderen konnteeggizwerden, dass die Lanthanoide in
unterschiedlichen Konformationen binden, was esitnmndglich macht, mit diesen NMR-

spektroskopisch zu arbeiten.

B
GTB+UDP (0 uM Dy*) 0 =
GTB + UDP (178 uM Dy*) o O
0 [
.
|
00000 p 0 £
0 @0
) ) 0 0 @
A |
b .
A 0
_ [ =
0P
f -\2
" ]
L A L N A A N N B R L BN R AL R R R R AL R L R BN L B B
2,0 1,5 1,0 0,5 -0,0 -0,5 "H [ppm]

Abbildung 3.40 | Titration von u-H,"N {lle1-**CHg}-markierter GTB mit DyCl ;. Die NMR-Probe enthielt
100 pM  u?H,N,{lle 51-**CHg}-markierter GTB in Bis-Tris-¢s (pH 6,7 bei 25°C), 40 mM NaCl, 0,8 mM 2-
Mercaptoethanol«l 100 uM TSP-gisowie 6,5 mM UDP. Es wurden Methyl-TROSY-NMR-Spektmit steigenden
DyCls-Konzentrationen aufgenommen und die Linienbreitertrahiert. Alle Aufnahmeparameter sowie
Titrationsschritte sind unter 2.6.9 angegeben. @eaind die Spektren ohne DyQdblau) und mit 178 uM DyGl

(rot).
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Abbildung 3.41 | Titration von u-H,**N {lle1-**CHg}-markierter GTB mit YbCI 5. Die NMR-Probe enthielt
100 pM u?H,"N {lle 51-**CHg}-markierter GTB in Bis-Tris-¢ (pH 6,7 bei 25 °C), 40 mM NaCl, 0,8 mM 2-
Mercaptoethanol 100 uM TSP-gsowie 6,5 mM UDP. Es wurden Methyl-TROSY-NMR-Spektmit steigenden
YbCl;-Konzentrationen aufgenommen und die Linienbreitertrahiert. Alle Aufnahmeparameter sowie
Titrationsschritte sind unter 2.6.9 angegeben. {geaind die Spektren ohne YhQblau) und mit 178 uM YbGl
(rot).
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3.4 Charakterisierung der strukturellen Dynamik der West-Nil-Virus
Protease

Neben den NMR-spektroskopischen UntersuchungerGd@ sollte in dieser Arbeit auch die
West-Nil-Virus Protease untersucht werden. Da aunter die 61-Methylgruppen der
Isoleucinseitenketten ein gutes Gesamtbild derelBsat wiederspiegeln, wurden diese hier
ebenfalls spezifisch markiert und die Dynamik nistteCPMG-Relaxations-Dispersions
Experimenten untersucht. Dabei wurden zuséatzlidh Ainderungen in der Dynamik bei
Bindung zweier bekannter Inhibitoren untersucht.

3.4.1 Praparation isotopenmarkierter West-Nil-Virus Protease

Fir Untersuchungen an der WNV-Protease wurden a#éi, N {lle 51-"*CHs}-markierte
WNV-Protease-Praparationen nach Protokoll von Tingaret al. (Tugarinov, Kanelis et al.
2006) hergestellt. Fir WNV-Protease (1) wurde d@E@O-Vektor und fir WNV-Protease (2)
und (3) der pET22b-Vektor verwendet. Genauere Besmingen der Vektoren sind unter 2.2.1
zu finden. Fir die Praparation der WNV-Proteasaufid (2) wurden di&. coli Kulturen bei

37 °C wachsen gelassen, bei der Praparation der \Rifdtéase (3) wurde die Temperatur nach
der Induktion auf 17 °C herunter gestellt und dielleh wachsen gelassen, bis diese die
stationdre Phase erreicht hatten. Mit der WNV-Rrstg1) wurden alle Testmessungen mit den
Inhibitoren sowie flr die Testmessungen fur die @Relaxations-Dispersions Experimente
gemacht. Die WNV-Protease Praparationen (2) undwi®den fir die CPMG-Relaxations-
Dispersions Experimente bei 500 MHz und 700 MHzwesrdet.

Die Synthese fand analog zu der von GTB in Minimediam statt. Neben Salzen, Vitaminen
und Antibiotika diente'®N-Ammoniumchlorid als Stickstoffquelle und *H-Glucose als
Kohlenstoffquelle. Zusatzlich enthielten alle Arat20 % eines kommerziell erhdltlichen
H,"*N-markierten reichhaltigen Mediums. Dies bestehuphséchlich aus Aminosduren und
sollte die Proteinausbeute steigern. Alle Prapamati wurden wie unter 2.2 angegeberkin
coli synthetisiert und mittels Saulenchromatographiesimem AKTA-System gereinigt. Die
Qualitat der Praparationen wurde mit SDS-PAGE si@l8.1) Uberpriuft. Der Proteingehalt
wurde mit dem NanoDrop Spektralphotometer (sieBe2Pbestimmt. Anschliel3end wurden die
WNV-Protease Praparationen konzentriert und gegetspeechenden NMR-Probenpuffer
ausgetauscht.

Die Ausbeute von WNV-Protease (1) war mit 1,6 mg pd0 ml Kultur etwa halb so hoch wie
die der GTB mit gleicher Markierung. Fir die Hellsteg der WNV-Protease (2) wurde
anstelle eines pQE60-Vektors ein pET22b-Vektor eewet, hier betrug die Ausbeute nur
1,5 mg pro 300 ml Kultur. In Abbildung 3.42 ist solw das Profil, als auch die SDS-PAGE des
zweiten Reinigungsschrittes mittels einer GroResehlasschromatographie dargestellt. Es sind
deutlich zwei Fraktionen zu sehen. Laut SDS-PAGE iwaeiden Fraktionen WNV-Protease
vorhanden, in Fraktion 1 befanden sich jedoch neeitere Proteine. Da vermutet wurde, dass
sich die WNV-Protease in bakteriellen Einschluspkéchen ificlusion bodiek aggregierte,
wurde die Temperatur bei der Praparation der WNdtdaise (3) nach der Induktion auf 17 °C
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herabgesetzt. Die Ausbeute lag bei 9,4 mg pro S0Ruttur und war vergleichbar mit der
Ausbeute der WNV-Protease (1). In Abbildung 3.42senfalls das Profil und die SDS-PAGE
des zweiten Reinigungsschrittes dargestellt. Hstrziu sehen, dass die GroRRe der ersten
Fraktion deutlich reduziert ist, was darauf schdieasst, dass die Induktion bei niedrigerer
Temperatur die Bildung voimclusion bodiesverringert. Zukiinftige Praparationen der WNV-
Protease sollten nach der Induktion bei niedrigemperaturen (hier 17 °C) durchgefihrt
werden.
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Abbildung 3.42 | Absorptionsspektrum und SDS-PAGE dr GrolRenausschlusschromatographie von
isotopenmarkierter WNV-Protease.Dargestellt ist der Reinigungsschritt mittels Gréddesschlusschromatographie
von u?H,"N {lle 31-**CH,}-markierte WNV-Protease bei Temperaturen nach Iddoktion von (A,C) 37 C° und
(B,D) 17 °C. In (A) und (B) sind jeweils die Absorpigspektren im Bereich der Elution der Proteinfraieio zu
sehen, in (C) und (D) die dazugehorigen 15 %igen -SP®. Aufgetragen wurden je 13 pl (C) bzw. 30P) (
unterschiedlicher Fraktionen in reduzierendem Ripbffer sowie 7 pl eines Protein-Standards (S). Bdaden der
jeweiligen Signale sind entsprechend gekennzeichmde Proteinbande der WNV-Protease mit einem
Molekulargewicht von 26,5 kDa liegt etwas oberhddio 31 kDa Bande.

In Abbildung 3.43 sind die eindimensionalen Protmpektren aller drei H,N{lle§1-
¥CHa}-markierten WNV-Proteasen dargestellt. Da die $ggekin deuterierten Puffer gemessen
wurden, sollten keine Amidprotonen des Proteinri@ateysichtbar sein. Da diese aber bei allen
dreien noch erkennbar sind, kann davon ausgegamnggden, dass hier noch nicht der
komplette Austausch der Amidprotonen gegen Deutestattgefunden hat. Jedoch sind im
Bereich zwischen 1,5 und -0,5ppm deutlich die ldrle markierten Signale deil-
Methylgruppen der Isoleucine zu sehen. In AbbildBr## ist ein Methyl-TROSY-Experiment
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der WNV-Protease (1) gezeigt. Die WNV-Proteasetbeslf Isoleucine, davon 3 in NS2B und
8 in NS3. Besonders interessant ist das lle 68Nf&2B-Doméane, da dieses im Scharnier
zwischen der offenen und geschlossenen Konformaiiah Von den erwarteten elf Signalen
sind neun deutlich zu erkennen, sowie ein Sigredsdehr schwach ist. Dieses Signal, sowie
das fehlende Signal, hatten vermutlich eine sebiRgLinienbreite und waren daher nicht bzw.
nur schwer in den Spektren detektierbar. Diestshdlr die Amidprotonen des Rickgrades
beschrieben (Ekonomiuk, Su et al. 2009). Durch Begaines WNV-Protease Inhibitors
wurden die Linienbreiten der Signale sowie die Ubmmrung dieser im'H,"N-HSQC-
Spektrum geringer. Daher ist zu vermuten, dass highbei Zugabe dieses Inhibitors sich die
Linienbreite verringert und alle Signale sichtbaerden. Diese Experimente sowie weitere
allgemeine Untersuchungen werden im Folgenden Klagénauer beschrieben.
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| ‘ TSP
uH,*N-Ile”-PCH,-WNV__ (1) | ) M LJ.J [\JU
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Abbildung 3.43 | 1D*H-Spektren von u?H,'*N,{lle $1-"*CH}-markierter WNV-Protease. Die Spektren (A) und
(B) wurden mit einem 500 MHz NMR-Spektrometer, daeldrum (C) mit einem 700 MHz NMR-Spektrometer mit
Wasserunterdriickung aufgenommen und zeigen'tiBIMR-Spektren von (A) 300 pM &H,"*N {lle 51-**CHg}-
markierter WNV-Protease (1), (B) 92 pM;™N {lle §1-**CH,}-markierter WNV-Protease (2) und (C) 300 pM u-
2H 5N {lle 51-**CHg}-markierter WNV-Protease (3) in 20 mM (A) bzw. 88 (B,C) NgHPO,/NaH,PQ,-Puffer in
D,0O (pH 7 bei 25 °C) mit 100 uM TSP-dls interne Referenz gemessen bei 298 K. Im Bex&inh0,5 bis 1,5 ppm
sind die Signale der selektiv markier&rMethylgruppen der Isoleucine zu sehen.

u-"H,""N-Ile*'-PCH, -WNV_(3)

=
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Abbildung 3.44 | *H,**C-Methyl-TROSY-Spektrum von u-*H,"*N {lle31-**CHgz}-markierter WNV-Protease.
Das Spektrum wurde mit einem 500 MHz NMR-Spektraneufgenommen und zeigen dike-Methylgruppen der
Isoleucine einer 300 pM H,N {lle §1-*CH,}-markierten WNV-Protease (1) in 20 mM M#PO/NaH,PO,-Puffer
in D,O (pH 7 bei 25 °C) mit 100 uM TSPrdls interne Referenz gemessen bei 298 K.

3.4.2 Methyl-TROSY-Experimente mit der West-Nil-Virus Protease

Wie zuvor beschrieben verlief die Praparation déHN {lle §1-"*CHa}-markierten WNV-
Protease erfolgreich und konnte fur weitere NMRksppskopische Untersuchungen eingesetzt
werden. Eine Zuordnung in Anwesenheit des WNV-Iitbis war bereits vorhanden (Su,
Ozawa et al. 2009; Su, Ozawa et al. 2009). Zusétzliurde von der Arbeitsgruppe von Prof.
G. Otting (The Australian National University, Atedten) eine Zuordnung der Methylgruppen
der Isoleucinseitenketten mittels Mutagenese ireraireellfreien System speziell fur diese
Arbeiten durchgefuhrt. Hierbei fand eine Zuordnurigne und in Anwesenheit des WNV-
Inhibitors statt. In Abbildung 3.45 ist die Zuordmuder Signale der Methyl-TROSY-NMR-
Spektren von 300 pM der "N, {lle §1-**CH,}-markierten WNV-Protease (1) in 20 mM
Na,HPOy/NaH,PO,-Puffer in DO (pH 7 bei 25 °C), 100 uM TSR-dls internen Standard ohne
und mit 1 mM des WNV-Inhibitors dargestellt. DiggBale der Isoleucine, die sich im NS2B-
Teil befinden, wurden mit einem Stern markierte ainderen befinden sich im NS3-Teil der
WNV-Protease. lle 123 konnte ohne WNV-Inhibitor kawnd lle 162 gar nicht detektiert
werden. Das Signal von lle 155 war ohne WNV-Inlibisehr breit, wurde jedoch durch
Zugabe des WNV-Inhibitors schéarfer und erfuhr zzi&dt eine starke chemische
Verschiebung. In Abbildung 3.46 ist der Titratioadauf der Signale de¥l-Methylgruppen
der Isoleucinseitenketten der WNV-Protease gez®igtwendet wurde dieselbe NMR-Probe
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wie zuvor und schrittweise 100 pM (30 %), 240 uM €6) und 1 mM (95 %) des WNV-
Inhibitors hinzugegeben. In den Klammern steht jlsvder Sattigungsgrad des Proteins mit
dem WNV-Inhibitor. Dieser wurde mit einemyRNert von 40 uM berechnet (Ekonomiuk, Su
et al. 2009). Hier konnte die Verschiebung vonlB& deutlich verfolgt werden. Auch die
Verschiebung sowie Anderung der Linienbreite va@nli23 ist aus diesen Spektren ersichtlich.
Das Signal von lle 162 hingegen kann erst bei dpekBum mit der héchsten Konzentration an

WNV-Inhibitor detektiert werden.

s
WNV,, [ &
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Abbildung 3.45 | H,"*C-Methyl-TROSY-Spektren von u-2H,"*N,{lle 1-"*CHg}-markierter WNV-Protease mit

und ohne WNV-Inhibitor. Die Spektren wurde mit einem 500 MHz NMR-Spektranetufgenommen und zeigen
die 51-Methylgruppen der Isoleucine einer 300 uNH/2N {lle 51-**CH,}-markierten WNV-Protease (1) in 20 mM
Na,HPOy/NaH,POy-Puffer in DO (pH 7 bei 25 °C) mit 100 uM TSE;-dls interne Referenz gemessen bei 298 K. In
blau ist das Spektrum ohne WNV-Inhibitor und in d#ts Spektrum mit 1 mM WNV-Inhibitor dargestelltieD
Methyl-TROSY-Spektren wurden mit 16 Scans eineksp&n Breite von 8 ppm x 20 ppm, der Mitte deskipens

bei 0,5ppm in derH-Dimension, bzw. 12 ppm in defC-Dimension, 768 x 120 Datenpunkten sowie einer
Wasserunterdriickung aufgenommen. Zuséatzlich iszd@dnung der Isoleucinseitenketten angegebenSigieale
der Isoleucine die sich im NS2B-Teil befinden wurdweit einem Stern markiert, alle anderen befindeh sn NS3-

Teil der WNV-Protease.
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Abbildung 3.46 | Titration von u->H,™N,{lle51-**CH,}-markierter WNV-Protease mit dem WNV-Inhibitor.

Die NMR-Probe enthielt 300 uM  H,*N {lle 51-*CH}-markierten ~WNV-Protease (1) in 20 mM
Na,HPOyNaH,POy-Puffer in DO (pH 7 bei 25 °C) mit 100 uM TSRydls interne Referenz. Gezeigt sind Methyl-
TROSY-NMR-Spektren mit steigender WNV-Inhibitor-K@mtration aufgenommen bei 298 K. Zusatzlich eingefi
ist der Ausschnitt des Spektrums von Signal lle @28chnitten in einer tieferen Ebene. Die Spekivarden mit
16 Scans einer spektralen Breite von 8 ppm x 20 mtem Mitte des Spektrums bei 0,5 ppm in ddtDimension,
bzw. 12 ppm in der®C-Dimension, 768 x 120 Datenpunkten sowie einer Afasserdriickung aufgenommen.
Zusatzlich ist die Zuordnung der Isoleucinseitetdretangegeben, die Signale der Isoleucine dieisiddS2B-Teil
befinden wurden mit einem Stern markiert, alle aedéefinden sich im NS3-Teil der WNV-Protease.

3.4.3 Methyl-TROSY-Experimente zur Untersuchung der Bindung von
Aprotinin an die West-Nil-Virus Protease

Die WNV-Protease wird auch durch den Protease #tdhi\protinin mit einem KWert von
26 nM inhibiert (Shiryaev, Ratnikov et al. 2006)a i dieser Arbeit auch die Veranderung der
Dynamik der WNV-Protease durch Bindung dieses lindri& untersucht werden sollte, wurden
auch hier durch Titration eine Zuordnung der Sigredwie die Bestimmung des,XVertes
vorgenommen. Hierfiir wurden 100 pM defHj**N {lle 81-"*CHa}-markierten WNV-Protease
(1) in 20 mM NaHPQY/NaH,POy-Puffer in DO (pH 7 bei 25 °C) und 100 uM TSR-dls
internen Standard mit schrittweise 50 uM, 100 uN0 gM, 500 uM, 1 mM und 1,5 mM
Aprotinin versetzt. Die Titrationslosung enthiele djyleiche Menge an Protein wie die NMR-
Probe, damit wurde gewahrleistet, dass der Pratbaigin jedem Spektrum vergleichbar blieb.
In Abbildung 3.47 ist der Verlauf der Titration dastellt. Fir die Ubersichtlichkeit wurden
nicht alle Spektren abgebildet. Da in den Spekizesatzlich Signale von Aprotinin zu
beobachten waren, wurde ein Referenzspektrum m&mB] Aprotinin in 25 mM

133



Charakterisierung der strukturellen Dynamik der A& Virus Protease

Na,HPOy/NaH,POs-Puffer in DO (pH 7 bei 25 °C) und 100 uM TSR-dufgenommen (siehe
Abbildung 6.37) um diese von den Signalen éeiMethylgruppen der Isoleucine der WNV-
Protease unterscheiden zu kdnnen. Bei dieseriditrkbnnte im Gegensatz zu der Titration mit
dem WNV-Inhibitor schneller und langsamer Austaussobachtet werden. Ein schneller
Austausch konnte bei den Signalen von lle 60*68¢&, lle 98, lle 139 und lle 147 beobachtet
werden. Die Signale von lle 54*, lle 25, lle 155dulfe 165 zeigten langsamen Austausch. Am
deutlichsten ist dieser bei lle 25 zu beobachten.

Fir die Bestimmung desgdWertes wurden bei den Signalen im schnellen Asstauie
durchschnittlichen euklidischen Verschiebung (GLO2 berechnet und bei den Signalen im
langsamen Austausch die Intensitaten der Signalgelbundenen Zustand extrahiert. Aus den
Verschiebungen sowie Intensitaten und der Aprotinkonzentration wurde eine
Bindungsisotherme erstellt. Die Daten beider Austhtaten wurden anschlieBend an Gl. 2.11
angepasst und ein pKWert von 3,3+ 1,3 uM ermittelt. Die Bindungsisetinen sind in
Abbildung 3.48 zu sehen.
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Abbildung 3.47 | Titration von u-2H,"N {lle1-**CH,}-markierter WNV-Protease mit Aprotinin. Die NMR-
Probe enthielt 100 pM der 3, N {lle §1-*°CHg}-markierten WNV-Protease (1) in 20 mM P O/NaH,PO;-
Puffer in DO (pH 7 bei 25 °C) mit 100 uM TSPr-dls interne Referenz. Gezeigt sind Methyl-TROSY-NMR-
Spektren mit steigender Aprotinin-Konzentrationgamfommen bei 298 K. Die Aufnahmeparameter sindrin10
angegeben. Zusétzlich ist die Zuordnung der Isatseienketten angegeben, die Signale der Isoleudim sich im
NS2B-Teil befinden, wurden mit einem Stern markiafte anderen befinden sich im NS3-Teil der WN\btBase.
Nicht beschriftete Signale kommen vom Aprotinin.
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Abbildung 3.48 | Bindungsisotherme der Bindung vorAprotinin an u-2H,"N {lle 31-**CHg}-markierte WNV-
Protease. Die durchschnittlichen euklidischen Verschiebundgén Signale im schnellen Austausch sowie die
Signalintensitaten der Signale des gebundenen alestam langsamen Austausch wurden aus den MeBR@ISIY-
NMR-Spektren der Titration von Aprotinin zur WNVd@ease extrahiert (siehe Abbildung 3.47). Die Ddteider
Austauschraten wurden anschlieBend in einem glob@iean ein Modell fir eine Bindungsstelle angepassl
daraus ein K-Wert von 3,3 £ 1,3 uM ermittelt. Die Signale deoleucine die sich im NS2B-Teil befinden wurden
mit einem Stern markiert, alle anderen befindeh 8t NS3-Teil der WNV-Protease.

3.4.4 Methyl-TROSY CPMG-Relaxations-Dispersions Experimente mit der
West-Nil-Virus Protease

Mit der u®H,™N,{lle31-**CHs}-markierten WNV-Protease sollten anschlieRend CPMG
Relaxations-Dispersions Experimente durchgefihrd whese damit auf Bewegungen im
Bereich von Milli- bis Mikrosekunden untersucht wen. Wie auch bei den Messungen mit der
GTB (siehe 3.3.7) wurden zuerst verschiedene Maitdiz getestet. Hierfir wurden CPMG-
Relaxations-Dispersions Experimente mit 300 pM defH,"*N, {lle §1-*CH,}-markierten
WNV-Protease (1) in 20 mM NEPO/NaH,PO,-Puffer in DO (pH 7 bei 25 °C), 100 uM
TSP-d als internen Standard und mit 1 mM des WNV-Inloitst durchgefuihrt. Es wurden
Spektren bei 283 K und 298 K aufgenommen und Misitbz von 20 ms und 40 ms getestet.
Auch hier wurden die Signalintensitaten der Speking einer CPMG-Frequenz von 50 Hz mit
den Signalintensitaten des Referenzspektrums webegii In Abbildung 3.49 sind die
prozentualen Signalintensitaten der Messungen dgltfe Bei 283 K lagen die prozentualen
Signalintensitaten der Messung mit einer Mischezeit 20 ms bei etwa 70 % und die mit einer
Mischzeit von 40 ms bei 60 %. Beide also Uber deatimdum von 50 %. Wurde die Temperatur
jedoch auf 298 K erhéht, schwankten die prozentu8ignalintensitaten der einzelnen Signale
stark. Hier lagen die prozentualen Signalintensit&nit einer Mischzeit von 20 ms zwischen
40 % und 78 % und die mit einer Mischzeit von 40zawsschen 18 % und 65 %. Aus diesen
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Ergebnissen ist zu erkennen, dass optimal fur scherdliche Signale unterschiedliche
Mischzeiten verwendet werden sollten. Fur diesecErpente wurde jedoch eine Mischzeit von
20 ms gewahlt, da hier gerade bei hdheren Temperatdeutlich mehr Signale um das
Optimum von 50 % lagen.

A 100 - C—120ms B 100~ 120 ms

] ] 40 ms | ] 40 ms
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§ 404 § 404
k= 1 = |
204 204
04 04
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31-Isoleucin Signal 31-Isoleucin Signal

Abbildung 3.49 | Testen unterschiedlicher Mischzeite bei (A) 283 K und (B) 298 K fiir CPMG-Relaxations-
Dispersions Experimente mit der WNV-Protease Es wurden die Signalintensitaten der CPMG-Relaxation
Dispersions Methyl-TROSY-Spektren mit einer CPMGeferenz von 50 Hz gegentuiber den Referenzspektren einer
300 pM u2H,N,{lle §1-*3CHz}-markierten WNV-Protease (1) in 20 mM MPO/NaH,PO,-Puffer in DO (pH 7

bei 25 °C), 100 uM TSPjdhls internen Standard und mit 1 mM des WNV-Inlitstbei (A) 283 K und (B) 298 K
sowie Mischzeiten von 20 ms und 40 ms verglicheam&ssen wurden die Spektren an einem 500 MHz NMR-
Spektrometer, alle weiteren Messparameter sindr th€ée10 und 3.4.4ngegeben. Die Signale der Isoleucine die
sich im NS2B-Teil befinden wurden mit einem Sterarkiert, alle anderen befinden sich im NS3-Teil WX V-
Protease.

Es wurden anschlieRend fir alle drei Proben (ohrmwbitor, mit WNV-Inhibitor und mit
Aprotinin) CPMG-Relaxations-Dispersions Experimemtet vepue-Frequenzen von 50 bis
500 Hz und einer Mischzeit von 20 ms aufgenommesmé&ssen wurden die Spektren zuerst
bei einer Feldstarke von 500 MHz bei 283 K, 298K 310 K. Die Probe ohne Inhibitor wurde
zusatzlich bei 288 K gemessen, da diese bei gerihg@mperatur an Signalintensitat verlor. Da
bereits bei diesen Messungen Dispersionskurvereabdchten waren, wurden die Messungen
zusatzlich bei einer Feldstéake von 700 MHz durchigef Hier wurden die Spektren bei 288 K,
298 K und 310K aufgenommen. Die Messungen bei M@ wurden in doppelter
Bestimmung und die bei 700 MHz in einfacher Bestimm durchgefiihrt. Die
Aufnahmeparameter, sowie die Probenzusammensetzigige unter 2.6.10 sowie in Tabelle
2.17 zu finden. In Abbildung 3.50 (A) ist eine Ulagerung der Referenzspektren der WNV-
Protease ohne Inhibitor bei 288 K und 310 K zu seli@e Signale von lle 123 und lle 162
waren bei keiner Temperatur zu erkennen. Bei rgeden Temperaturen verloren alle Signale
an Intensitat bzw. wurden breiter. Dies ist besomdgit am Signal von lle 165 zu erkennen.
Durch Zugabe des WNV-Inhibitors bzw. durch Zugalen VAprotinin &nderten sich die
Spektren. Die Uberlagerung dieser Spektren beikk88&d 310 K sind in Abbildung 3.50 (B)
und (C) gezeigt. Hier sind die Signale von lle 128l lle 162 deutlich sichtbar. Jedoch war die
Signalintensitat bei niedrigeren Temperaturen ieselin Spektren deutlich gréRer. Besonders
auffallig ist dies an den Signalen lle 123 undli&®.
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Abbildung 3.50 | Methyl-TROSY-NMR-Spektren von u?H,"N {lle31-3CHg}-markierter WNV-Protease (A),

mit WNV-Inhibitor (B) und mit Aprotinin (C) bei 288 K (blau) und 310 K (rot). Die NMR-Probe enthielt
300 pM der 2H,°N {lle 51-"*CH}-markierten WNV-Protease in 25 mM btPO/NaH,PO,-Puffer in DO (pH 7

bei 25 °C) mit 100 uM TSP;dhls interne Referenz (A) sowie mit 2 mM WNV-Inhdrit(B) und 1,5 mM Aprotinin
(C). Gemessen wurden die Spektren an einem 700 MMR-Spektrometer. Die Aufnahmeparameter sind unter
2.6.10 angegeben. Zusatzlich ist die Zuordnungsi#eucinseitenketten angegeben, die Signale dézusine, die
sich im NS2B-Teil befinden, wurden mit einem Stararkiert, alle anderen befinden sich im NS3-Teil W&NV-

Protease.
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Wie bereits bei der GTB (siehe Abschnitt 3.3.7) deur erste Abschatzungen der Daten mit der
Differenz der Be“(vcpMG)-Werte mit denvcpmeg-Frequenzen von 50 und 500 Hz gemacht. In
Abbildung 3.51 ist ein Vergleich der Messungen @0 MHz und 700 MHz dargestellt. Wie
erwartet, sind die &-Werte bei 700 MHz groBer als bei 500 MHz. Auch dstutlich zu
erkennen, dass bei einigen Signalen Austausch ilit Iis Mikrosekundenbereich stattfand,
besonders lle 60*, lle 68*, lle 98 und lle 139. 185 zeigt bei den Messungen bei 700 MHz
einen deutlich héheren,#-Wert als bei den Messungen bei 500 MHz. Da jedtssh Signal
bei dieser NMR-Probe ohne Inhibitor sehr breit wad nicht sicher gesagt werden konnte, ob
sich nur ein Signal darunter befindet, ist es sehhrscheinlich, dass es sich um einen
Messfehler handelt. Alle weiteren Signale zeigemr sehr geringe KR'-Werte und die
jeweiligen Isoleucinseitenketten bewegen sich vdiaiu auRRerhalb des Milli- bis
Mikrosekundenbereiches.

1500 MHz

100 — [ 700 MHz

-20-54% 60* 68* 25 98 123 139 147 155 162 165
d1-Isoleucin Signal

Abbildung 3.51 | Vergleich der CPMG-Relaxations-Dipersions Experimente von *H,"N {lle31-**CH}-
markierter WNV-Protease aufgenommen bei 500 MHz und700 MHz. Dargestellt sind die\R,*" = Rze”(vcpMG

50 HD) - Rze“(vCpMG soon) Werte der Isoleucin-Signale der Methyl-TROSY CPMRR&laxations-Dispersions
Experimente mit (#H,'*N,{lle 51-"*CHg}-markierter WNV-Protease bei 288 KDie Aufnahmeparameter sind unter
2.6.10 angegeben. Die Signale der Isoleucine dreisi NS2B-Teil befinden wurden mit einem Stern kiext, alle
anderen befinden sich im NS3-Teil der WNV-Protease.

Wurden nun die beiden Proteaseinhibitoren, WNVBithr sowie Aprotinin, hinzugegeben,
fand eine deutliche Veranderung der Dynamik im &ysstatt. In Abbildung 3.52 ist dies
ebenfalls mit den Differenzen derzef-'(vcpMG)-Werte mit denvepue-Frequenzen von 50 und
500 Hz dargestellt. Bei Zugabe von Aprotinin sankke R°"-Werte der Signale, die ohne
Inhibitor Dispersion zeigten deutlich bis auf un®® s* ab. Interessanterweise konnte bei
Zugabe des WNV-Inhibitors bei 288 K bei keinem &gnale eine Dispersion beobachtet
werden. Fur weitere Auswertungen wurden anschlie@de Rze“(vcpMG)-Werte berechnet, die
Mittelwerte sowie Standardabweichungen bestimmt wmtiels GUARDD (Kleckner and
Foster 2011) gefittet. In Abbildung 3.53 sind disgi2rsionsprofile von lle 60*, lle 68*, lle 98
und lle 139 dargestellt, da nur diese deutlich Bisjpnen zeigten. Die Dispersionsprofile aller
weiteren Messungen sind im Anhang (6.6.4) aufgefiihd zeigten keine oder nur sehr geringe
Dispersionen. Bei den Messungen ohne Inhibitor ndierDispersion bei den hier gezeigten
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Isoleucin-Signalen ab, je hoher die Temperatur wuBki Zugabe der Inhibitoren kann auch
hier deutlich gesehen werden, dass sich die BevgeigaiProtein deutlich veranderte und keine
Dispersion bzw. nur geringe Dispersion zu sehen Dsther war es nur maoglich, fur die
Messungen ohne Inhibitor Parameter, wie zum Bdisgie Austauschraten {§ und
Populationen (B zu bestimmen. Erste Anpassungen der Daten sawee anschlieRende in
GUARDD integrierte Monte-Carlo Simulation zeigtetass die Werte gemessen bei 310 K der
Signale lle 60*, lle 98 und lle 139 keine eindeatigergebnisse lieferten. Dies lag vermutlich
an der fehlenden Dispersion, da bei den WerterSdgsals lle 68* dies nicht der Fall war und
dort eine leichte Dispersion vorhanden war. FurSignale lle 60*, lle 98 und lle 139 wurden
die Daten erneut ohne die Werte bei 310 K gefitiet.Tabelle 3.10 sind die erhaltenen
Austauschraten () sowie Populationen g angegeben.

100 _ I WNV-Protease
[ + WNV-Inhibitor
N .
204 [ 1+ Aprotinin
— 60+
5 404
a4
=] ]
20 -
04
-20-54% 60* 68* 25 98 123 139 147 155 162 165

d1-Isoleucin Signal
Abbildung 3.52 | Vergleich der CPMG-Relaxations-Dipersions Experimente von *H,*N {lle51-**CH}-
markierter WNV-Protease ohne und mit WNV-Inhibitor bzw. Aprotinin. Dargestellt sind die
AR = Rf(vepms 50 1) - RS (Vepms s00 1) Werte der Isoleucinsignale der Methyl-TROSY CPMGaRations-
Dispersions Experimente mit 4N, {lle §1-"*CH}-markierter WNV-Protease bei 288 K ohne (dunkelgrand
mit 2 mM WNV-Inhibitor (grau) bzw. 1,5 mM Aprotinirfhellgrau). Die Aufnahmeparameter sind unter 26.1
angegeben. Die Signale der Isoleucine die sich @2BiTeil befinden wurden mit einem Stern markiedte
anderen befinden sich im NS3-Teil der WNV-Protease.

Fir die Anpassung der Daten wurde ein Zweizustanodsthmit einem Austausch zwischen
den Zustanden A und B angenommen. Die Austauschvasehen diesen beiden Zusténden ist
bei den vier auswertbaren Signalen vergleichbar weidt auf eine einheitliche Dynamik im
gesamten Protein hin. Die Austauschrate liegt bee500 & bei Temperaturen zwischen
10 °C und 15 °C. Steigt die Temperatur bis auf@&af, erhoht sich auch die Austauschrate auf
2386 §. Dies lasst auf Bewegungen im MillisekundenberesdhlieRen. Die Verteilung
zwischen den Zustanden A und B ist jedoch niclgisbeitlich. Die Signale lle 60* und lle 68*
der NS2B-Domaéne befinden sich bei 10 °C zu 69 %. A6 in Zustand A, bei 25 °C zu ca.
80 % bis hin zu 89 % bei 37 °C fir lle 68*. Hingagdie Signale Ile 98 und lle 139 der NS3-
Domane befinden sich bei 10 °C zu 61 % bzw. 50 %uistand A, bei 15 °C zu etwa 76 % und
fallen anschlieRend bei 25 °C wieder auf 67 % &% ab.
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Tabelle 3.10 | Austauschraten und PopulationerAngegeben sind die Ergebnisse der gefitteten DdeerCPMG-
Relaxations-Dispersions Experimente miH2°N {lle §1-**CH,}-markierter WNV-Protease. Die gemessenen Daten
sind in Abbildung 3.53 zu sehen und die Messparamstwie Probenzusammensetzung unter 2.6.10 zenfind
Angegeben sind jeweils die Austauschrateg, {k s%) und Populationen des Zustandes A, ([ %) eines
Zweizustandsmodelles fiir ddd-Methylgruppen von lle 60%, lle 68*, lle 98 unakIL39.

lle 60* lle 68* lle 98 lle 139
Temperatur
[JZ:] Pa [%] Kex [S7] Pa [%0] Kex [S7] Pa [%] kex [s7] Pa [%] Kex [S7]
37 89+11 2386 +845
25 81+11 1465 + 380 806 846 +24& 6714 1754748 50+10 1921 +252
15 74+6 462 +111 71+£3 442 +111 759 500 + 163 77 £4 641 +114
10 69+7 478+ 251 754 412+131 6112 714+411 50+8 481 + 136
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WNV-Protease WNV-Protease WNV-Protease
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Abbildung 3.53 | Veradnderung der Relaxations-Dispesionsprofile der WNV-Protease in Anwesenheit von
WNV-Inhibitor und Aprotinin. Es wurden Methyl-TROSY CPMG-Relaxations-DispersionpdExnente mit u-
2H 5N {lle 51-**CHg}-markierter WNV-Protease bei 500 MHz (blau) undd?@Hz (rot), vepwsFrequenzen von 50
bis 500 Hz bei verschiedenen Temperaturen durchgefibezeigt sind die Dispersionsprofile von lle @),
lle 68* (B), lle 98 (C) und lle 139 (D) ohne (linksit WNV-Inhibitor (mitte) und mit Aprotinin (reck). Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung der &bppemmten Messwerte an und die Linien stellem \derlauf

dieser Messwerte da und wurden mit GUARDD (Kleclaredt Foster 2011) gefittet.
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4 Diskussion

Glycosyltransferasen sind verantwortlich fir die o8inthese von Oligosacchariden,
Polysacchariden und Glycokonjugaten. Da diese essentielle Rolle in vielen zellularen
Prozessen spielen, ist es von groRRer Bedeutungudiktionsweise der Glycosyltransferasen zu
verstehen. Bisher ist nur der katalytische Mechangsder invertierenden Glycosyltransferasen
geklart, wohingegen der Mechanismus der konfigorsgrhaltenden Glycosyltransferasen
immer noch unbekannt ist. Jedoch konnten beretthtigie Informationen, die Hinweise auf die
Funktionsweise von konfigurationserhaltenden Glyttoansferasen geben, erhalten werden.
Aus Kiristallstrukturen konnten zum Beispiel flexabBereiche identifiziert werden, die bei
Substratbindung von einer offenen in eine geschhmss Konformation tbergehen. Um ein
besseres Verstandnis der Funktionsweise der kaafignserhaltenen Glycosyltransferasen zu
bekommen, wurden in dieser Arbeit die humanen Blytgen Glycosyltransferasen,
hauptsachlich die humane Blutgruppe B Galactosyfexrase, genauer untersucht. Es wurden
Bindungsstudien von Substraten, Substratanaloga ainds Glycosyltransferase Inhibitors
durchgefuhrt sowie erstmals Daten zur Dynamik risitdVIR-Spektroskopie erhoben.

Ein weiterer Abschnitt widmet sich der West-Nil-\& Protease. Das WNV wird in die Familie
der Flaviviridae eingegliedert und kann bei immungeschwachten Mesrscschwere
Infektionen mit neurologischen Schaden zur Folgeeha Die WNV-Protease stellt dabei ein
attraktives Ziel fur die Entwicklung von Inhibitoradar, da sie verantwortlich fir die Spaltung
des Polyproteins ist. Die Protease besteht aus Raidnen, die essentiell fir die katalytische
Aktivitat sind. Kristallstrukturen sowie NMR-spekskopische Untersuchungen konnten
zeigen, dass die Protease in einer offenen, kigetynicht aktiven und einer geschlossenen,
katalytisch aktiven Konformation vorliegen kannn&imdgliche Inhibition basiert nun auf der
Stabilisierung der offenen Konformation durch Bindueines Inhibitors. In dieser Arbeit
sollten nun mit Hilfe der NMR-Spektroskopie die Rynik der WNV-Protease genauer
untersucht werden sowie die Verdnderung diesemwesenheit zweier bekannter Inhibitoren.
Dadurch soll eine Grundlage fur die Entwicklung teesr Inhibitoren geschaffen werden.

Im Folgenden werden die Ergebnisse beider Untetsgdm diskutiert.

4.1 Praparation unmarkierter humaner Blutgruppe A und B
Glycosyltransferasen

Fur die Untersuchungen zur Bindung von SubstratS8upstratanaloga sowie eines
Glycosyltransferase Inhibitors wurden SPR-, ITCd (®8TD-NMR-Experimente durchgefuhrt.
Fur diese Experimente mussten die Blutgruppen Glgloansferasen in ausreichender Menge
hergestellt werden. Es wurden insgesamt siebengéhammarkierter GTB und je eine Charge
unmarkierter GTA und unmarkierter AAGIyB in einenitdr Vollmedium hergestellt. Die
Reinigung der Proteine fand anschlieBend mit ei#rSepharose-Kationenaustauscher und
einer anschlieBenden UDP-Hexanolamin-Sepharoseif&fschromatographie statt. Der
Reinigungserfolg wurde jeweils mit einer SDS-PAGEV® der Bestimmung des,&/Aso
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Quotienten nachgewiesen. In den Gelen konnte lben &hargen nur eine Bande bei etwa
34 kDa unter reduzierenden Bedingungen detektierden, dies entsprach der monomeren
GTB. Es konnten daher grobe Verunreinigungen rmieaen Proteinen ausgeschlossen werden.
Auch die AgdfAzgo Quotient lagen spatestens nach dem AustauschufiessPunter 0,6, sodass
von nukleinsaurefreien Proben ausgegangen werdent&oDie Ausbeuten der GTB-Proben
lagen bei 23 mg bis 68 mg pro Liter Kultur und digezifischen Aktivitdten gegentiber UDP-u-
“C-Gal zwischen 8 und 18 U/mg. Damit lagen sie imeRd der normalen GTB-Aktivitaten.
Die Unterschiede kdnnen sowohl auf Fehler in detdtbestimmung als auch auf Fehler im
Aktivitatstest zurtickgefiihrt werden. Bei der Prob&stimmung kann nicht zwischen aktiven
und nicht aktiven Molekiilen unterschieden werdeoduvch ein Fehler in der Berechnung der
spezifischen Aktivitat entstand. Auch ist der Akfistest aufgrund hoher Verdinnungen,
geringe Volumina und der Flussigszintillationszagiunit einem relativ hohen Fehler belastet.
Die Ausbeuten der GTA- und AAGIyB-Proben lagen B2ibzw. 41 mg pro Liter Kultur und
damit im Bereich der Ausbeuten der GTB-Proben. Bkévitat der GTA gegenuber UDP-u-
“C-GalNAc war mit 3,3U/mg sehr gering. Bei der AABI handelt es sich um ein
dualspezifisches Enzym, welches sowohl UDB@rGal als auch UDP-H{C-GalNAc mit
ahnlicher Effizienz umsetzen kann (Pesnot, Jorgense al. 2010). Daher wurden die
Aktivitaten gegenuber beiden Donorsubstraten geamed3iese lagen bei 1,9 U/mg gegenuber
UDP-u*C-Gal und bei 0,7 U/mg gegeniiber UDP*@-GalNAc und damit deutlich unter den
spezifischen Aktivitditen gemessen fir die GTA undBG Die entscheidende Rolle der
Dualspezifitat von AAGIyB spielt die dritte der vikritischen Aminosauren. Das in AAGIlyB
enthaltene Glycin ist wesentlich kleiner als dagivtain in GTB wodurch ein gré3erer Raum
fur die Bindung des Donorsubstrats geschaffen eben UDP-Gal kann nun ebenfalls UDP-
GalNAc binden und die Gal- bzw. die GalNAc-Einhaif das H-Antigen tbertragen werden.

4.2 Charakterisierung der Bindung von Substraten und
Substratanaloga an die humanen Blutgruppe A und B
Glycosyltransferasen

Obwohl Uber die Jahre viele Daten Uber die Struktur Glycosyltransferasen bekannt wurden,
sind viele mechanistische Aspekte immer noch nrolistandig geklart. Dies gilt vor allem fur
die Klasse der konfigurationserhaltenden Glycoaghferasen. Fir die Aufklarung des
enzymatischen Mechanismus sind bindungsrelevantaneser wie Bindungskonstanten und
thermodynamische Daten von grol3er Bedeutung. Isediéirbeit dienten die humanen
Blutgruppe A und B Glycosyltransferasen als Moddir fkonfigurationserhaltende
Glycosyltransferasen. Die hier durchgefiihrten Wsuenungen bauten auf den Arbeiten von N.
Sindhuwinata auf (Sindhuwinata 2012). In diesenefdm wurde die Bindung verschiedener
Donorsubstrate an die GTB mit ITC-, SPR- und STDRExperimenten untersucht. Auch
wurden ITC-Experimente zum kooperativen Effekt v@wonor- und Akzeptorbindung
durchgefiuhrt. Hierzu liegen auch Daten aus ESI-MBeEimenten fir die GTA sowie GTB vor
(Shoemaker, Soya et al. 2008; Soya, Shoemaker 20G0).
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Fir die Untersuchungen fanden sowohl SPR- als &UCHExperimente mit unterschiedlichen
Substraten und Substratanaloga statt. Neben deirician Donorsubstrat UDP-Gal der GTB
wurden auch UDP-Glc, UDP, UMP und Uridin gemesddbBP diente hierbei als internen
Standard, um die Vergleichbarkeit der einzelnen €efirpente nachzuweisen. Fir
Untersuchungen der Kooperativitdt zwischen Donamd WAkzeptorsubstrat musste darauf
geachtet werden, dass wahrend der Messungen keitedyge stattfindet. Daher wurde als
Donorsubstrat UDP-Glc verwendet, welches mit eisehr viel geringeren Transferrate
umgesetzt wird als UDP-Gal. Eine weitere Mdglichkige Kooperativitat ohne Umsetzung des
Donorsubstrats zu untersuchen, ist die Verwendumg3DD. Dieses bindet vergleichbar wie
das H-Dis an die GTB, es fehlt jedoch die OH-Grypp# die der Galactoserest normalerweise
Ubertragen wird. Ein weiteres Akzeptorsubstratagatoist das 3AD, welches anstelle der OH-
Gruppe des H-Dis eine Aminogruppe tragt. Die Birglam die GTB unterscheidet sich aber
vom 3DD (Nguyen, Seto et al. 2003).

Die SPR-Untersuchungen mit GTA, GTB und AAGIyB wemndsowohl| mit MA" als auch mit
Mg?* als mdgliche lonen durchgefiihrt. Es ist zwar bekadass Glycosyltransferasen ein
bivalentes Kation verwenden, um welches es sich mbeivo handelt, ist jedoch noch nicht
geklart. Bei vielen wird vermutet, dass Mrmls bivalentes Kation dient (Witsell, Casey et al.
1990; Ramakrishnan, Boeggeman et al. 2004). Auclubtersuchungen der GTB wird meist
Mn?* verwendet. Im Vergleich zu MY weisen Experimente mit Mh sehr viel starkere
Bindungskonstanten auf (Sindhuwinata, Munoz e2@10). Des Weiteren ist bekannt, dass die
Aktivitat in Anwesenheit von Mii deutlich gegeniiber der in Anwesenheit vorfMeghoht ist
(Zhang, Wang et al. 2001; Blume, Angulo et al. 20@8e starkere Bindung von UDP-GalNAc
in Anwesenheit von Mfikonnte auch fiir die GTA gezeigt werden (Schwyzet Hiill 1977).

Da die Reinigung der humanen Blutgruppen Glycoagkferasen mit Mithaltigen Puffern
erfolgte, war es wichtig, dieses anschlieRend figr Experimente mit MY komplett zu
entfernen. Auch fiir folgende NMR-Experimente musite Mri* komplett entfernt werden, da
dieses paramagnetische Eigenschaften hat und daheiner starken Linienverbreiterung der
Signale fuhrt. Experimente zeigten, dass eine bliflyse nicht ausreichte dieses zu entfernen
(Sindhuwinata 2007), sondern eine KomplexierungcldulEDTA und anschlieBendem
Austausch des Puffers durchgefiihrt werden musste.

Die Bindungsaffinitaten von UDP-Gal, UDP-Glc, UDBMP, Uridin und 3DD wurden mit
SPR-Spektroskopie untersucht. Hierbei wurde sowliBindung in Anwesenheit von Nin
als auch in Anwesenheit von Kgbestimmt. Bindungskonstanten fiir die GTB diesdrsBate

in Anwesenheit von Mg wurden bereits mit STD-NMR-Experimenten bestimmt
(Sindhuwinata 2012). Diese Experimente liefertedogh nur einen Naherungswert der
Bindungsaffinitaten, da die Auswertung anhand watg@edlicher Protonen gemacht werden
konnte und dies zu unterschiedlichep-Werten fuhrte. Auch wurden Bindungskonstanten fur
UDP, UDP-Gal und UDP-Glc bereits mit ITC- (Sindhoafa 2012) und
massenspektrometrischen Experimenten (Soya, Sheemalkal. 2009) gemessen. Neben den
Bindungskonstanten der GTB wurden auch die Bindkmgsanten fir GTA und AAGIyB
bestimmt. Zusatzlich wurde untersucht, ob es euaterschied macht, ob auf der Referenzzelle
NA immobilisiert ist oder ob diese leer bleibt.
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Fur die Messungen wurden die Proteine auf einem -Sktisorchip immobilisiert.
Vorangegangene SPR-Experimente zeigten, dass Bejsdichten im Bereich von 2000-
4000 RU optimal waren. Die hier verwendeten Belggdithten von etwa 4000 RU erwiesen
sich als passend. Die zu messenden Liganden wimdeaufpuffer (50 mM MOPS, pH 6,7 bei
25°C, 100 mM NaCl und 5 mM Mnglbzw. MgC}h) far 3 min bei einer Flussrate von
30 pl/min Uber die Flusszellen gegeben und diepemtbenden Antworten gemessen. Die
maximalen theoretischen RU lagen fur diese Ligarmi@schen 42 und 70 RU. Da es fur SPR-
Experimente essentiell ist, eine geeignete Referenzerwenden, wurden als Referenz eine
leere Zelle, die nur aktiviert und deaktiviert wardnd eine mit NA belegte Zelle verglichen.
Die Messungen wurden mit GTB und den oben genanftestraten durchgefuhrt. Die
Sensorgramme zeigten bei beiden Messungen Rechteekk was auf eine schnelle
Assoziations- und Dissoziationsrate hinwies unce einschlieBende Regeneration der Zellen
unndtig machte. Aus den Gleichgewichtsantwortendemrunter Verwendung der Langmuir-
Gleichung die K-Werte sowie die RkkLy bestimmt. Die Ryl Werte lagen alle unter den
theoretischen R, -Werten, wodurch eine unspezifische Bindung bzwneeizweite
Bindungsstelle ausgeschlossen werden konnte. Die/gkten von UDP-Gal, UDP-Glc, UDP
und UMP waren in den Messungen gegen NA als Referammschen doppelt bis vierfach so
grol3 wie in den Messungen gegeniber der leerenrdReizelle. Dies lag daran, dass die
unspezifische Bindung dieser Substrate bei deeme&eferenzzelle groRer war als bei der
Referenzzelle mit NA. Die Bindung von Molekilen migativen Ladungen an der Oberflache
werden durch NA geringer gebunden. Daher ist beiMessungen mit Uridin und 3DD auch
kein groRRer Unterschied zwischen den Messungenderit unterschiedlichen Referenzzellen
festzustellen. Da die leere Zelle als Referenzdyedie unspezifischen Bindungen der Liganden
an die mit Protein belegte Zelle wiederspiegeligrde diese als Referenz verwendet.

Die Messungen wurden anschlieRend mit einer leRefarenzzelle und mit GTA, GTB sowie
AAGIyB immobilisiert auf den weiteren Flusszellenederholt. Auch fir die Messungen mit
GTA und AAGIyB zeigten die Sensorgramme Rechteckémrund die Is-Werte konnten wie
zuvor bestimmt werden. Auch hier konnte aufgrund Bé&J...Werte eine unspezifische
Bindung bzw. ein zweite Bindungsstelle ausgesckloswerden. Wie vermutet, hatte das
verwendete Metallion einen Einfluss auf die Bindsaffjnitdten. Diese waren bei den
Messungen mit M deutlich gréRBer als bei den Messungen mit*MgVie auch in
vorangegangen Arbeiten fir die GTB gezeigt werdamke, ist auch hier die Affinitat fir UDP
am groRten und liegt in Anwesenheit vonMbei 55 + 4uM (Boix, Zhang et al. 2002; Blume,
Angulo et al. 2006; Grimm 2010). Die Zusétzlichel-Gaw. Glc-Einheit bei UDP-Gal und
UDP-GIc fuhrte nicht zu einer Verbesserung, sonaerreiner leichten Verschlechterung der
Affinitat und stimmte somit mit vorherigen Experinten tberein (Blume, Angulo et al. 2006).
Die Bindungskonstanten lagen fur UDP-GIc bei 85 ghb und fir UDP-Gal bei 102 + 6M
und waren somit etwa doppelt so grof3 wie die fulPUDie Bindungskonstante von UMP lag
mit 107 + 7uM ebenfalls Gber der von UDP, aber im Bereich ddivierten Zucker. Uridin
zeigte hier die schlechteste Bindung und lag mit£20,3 mM im millimolaren Bereich. Die
Reihenfolge der Bindungsaffinitaiten stimmte mit delurch kompetitive STD-NMR-
Experimente -Werte tberein (Blume, Angulo et al. 2006). Bei déassungen mit GTA und
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AAGIyB lagen die Bindungskonstanten fir UDP und Ul gleichen Bereich wie fiur die
GTB. Deutlich geringer waren jedoch die Bindungskanten fur UDP-Gal und UDP-Glc.
Dieses Ergebnis war nicht Gberraschend, da beiGdek und AAGIyB die dritte der vier
kritischen Aminosauren deutlich kleiner ist als d&sthionin der GTB. Durch die vergroRRerte
Bindungstasche ist mehr Platz fir den Zuckerrest dinser wirkt sich nicht negativ auf die
Bindungsaffinitat des Donorsubstrats aus, welcheptséichlich durch UDP getrieben wird.
AbschlieRend kann gesagt werden, dass die Messungien diesen Bedingungen zu guten
Ergebnissen geflhrt haben, reproduzierbar und elideF sehr klein waren. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass die ermittelten Wertguées Bild Gber die Bindungsaffinitaten der
Donorsubstrate liefern. Durch den Versuchsaufbauesandglich mit geringen Proteinmengen,
die Affinitdten verschiedener Substrate an die GTA[B und AAGIyB gleichzeitig zu
bestimmen. Auch die Messungen mit unterschiedlidheffiern (hier MA" und Md¢") erwiesen
sich als gut durchfiihrbar, da es ohne Problemeiofbglar, durch einfaches Spulen die Puffer
auszutauschen. Die Bindungen sind jedoch nichtleiettpbar mit denen in freier Losung, da
hier die Proteine auf einer Oberflache immobilisieurden und es zusatzlich zu unspezifischen
Wechselwirkungen mit der Chipoberflache kommen kenn

Eine weitere Moglichkeit Bindungsaffinitaten zu rees ist die ITC. Hier ist der Vorteil, dass
zusatzlich auch Informationen uber die Bindungsapte und -entropie gewonnen werden
kénnen. Im Gegensatz zur SPR-Spektroskopie wird die Bindung in Loésung gemessen.
Jedoch ist die Menge an bendtigtem Protein deuliiter und Messungen von Bindungen im
millimolaren Bereich aufgrund von zu hohen Proteimentrationen nicht méglich.
Untersuchungen zur Bindung von UDP, UDP-Gal, UPD;®l-Dis sowie zur Kooperativitat
von UDP und H-Dis wurden bereits von N. Sindhuwandtirchgefiihrt (Sindhuwinata 2012).
UDP-Gal konnte bei den Untersuchungen des kooperattffektes nicht verwendet werden,
da dieses hydrolysiert wird. In dieser Arbeit soilt nun weitere Untersuchungen zur
Kooperativitat durchgefihrt werden. Zum einen solltanstelle von UDP das
Donorsubstratanalogon UDP-Glc zusammen mit dem $iDitersucht werden. Dieses zeigt
gegenlber der GTB nur 1 % der Aktivitat vom natimin Donorsubstrat UDP-Gal. Zuséatzlich
wurden anstelle von H-Dis das Akzeptorsubstratagmadlo 3DD verwendet und die
Kooperativitat gegentiber UDP-Gal und UDP-Glc gemes#®ulRerdem wurde auch das -
Fuc-(1,2)B-D-3-amino-3-deoxy-Gal-O-octyl (3AD) gemessen. Hi¢tiendelt es sich auch um
ein Akzeptorsubstratanalogon, das jedoch andefSTdh bindet als das 3DD (Nguyen, Seto et
al. 2003).

Da fur die Messungen ein anderes ITC-Gerat verwewdede als in den Messungen zuvor
(hier iITG,o anstelle eines VP-ITC), mussten die Messbedinguregaeut tberprift werden.
Der Unterschied zwischen diesen beiden Geratervaraallem das geringere Zellvolumen des
iTC,o-Gerédtes und damit der geringere Proteinverbralschea den Messungen mit einem VP-
ITC-Gerat. Die Messungen wurden bei 25 °C in 50 Mi@PS-Puffer (pH 6,7) mit 100 mM
NaCl und 5mM MnG durchgefiihrt. Fir die Stabilitat wurde dem ProtdimM 2-
Mercaptoethanol hinzugesetzt. Um konstante Messudgechfiihren zu kénnen, war es von
groRer Bedeutung, dass sich das Protein und dentden in demselben Puffer befanden. Nur
so konnte gewahrleistet werden, dass die gemes3aféememengen von der Bindung der
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Liganden an das Protein und nicht durch Pufferédfedurch Verwendung unterschiedlicher
Puffer stammten. Fir die Messungen wurde GTB in Ri@bezelle vorgelegt und mit dem
entsprechenden Liganden titriert. Bei Studien zaoperativitat wurde ein Bindungspartner in
10-fachem Uberschuss zusétzlich zur GTB in der épélle vorgelegt und mit dem anderen
Bindungspartner titriert. Testexperimente mit UDHgien, dass eine GTB-Konzentration von
etwa 400 uM noétig war, um einen vollstdndigen Kamerlauf messen zu kénnen. Trotz dieser
Konzentrationen war es nicht fir alle Experimentghioh einen optimalen Kurvenverlauf zu
messen. Da jedoch alle Experimente einen sigmaidiigrvenverlauf zeigten, konnten bei
allen Messungen die Bindungsparameter bestimmtemefdie Messungen mit UDP, UDP-Glc
sowie UDP in Anwesenheit von H-Dis zeigten alle egMergleichbarkeit mit den zuvor
erhobenen Daten von N. Sindhuwinata. Es konnte ddson ausgegangen werden, dass der
Versuchsaufbau reproduzierbare Daten lieferte. dbelle 4.1 und Tabelle 4.2 sind die hier
erhobenen Bindungskonstanten sowie thermodynamideaemeter mit bisher bekanten Daten
aus verschiedenen Arbeiten zusammengefasst (Shegn®dya et al. 2008; Soya, Shoemaker
et al. 2009; Polk 2010; Sindhuwinata, Munoz et28l10; Sindhuwinata 2012; Sindhuwinata,
Grimm et al. 2013). In Abbildung 4.1 sind die thedynamischen Parameter als
Balkendiagramm, aus (Sindhuwinata, Grimm et al32@bernommen, dargestellt.

Die thermodynamischen Parameter konnen nun miktstellen Eigenschaften der GTB in
Zusammenhang gebracht werden. Aus Kristallstruktuist das Vorhandensein drei
verschiedener Konformationen bekannt, die offein hdlbgeschlossene und die geschlossene
(Alfaro, Zheng et al. 2008). Bei der Bindung des nbBubstrats bilden sich
Wasserstoffbriickenbindungen und die Phosphatrestalinieren das bivalente Kation, was zu
einer enthalpisch begiinstigten Bindung fihrt. Img&eatz dazu fuhrt die Bindung des
Donorsubstrats zu einer konformationellen AnderimgEnzym und der interne sowie der C-
terminale Loop ordnen sich, wodurch der grol3e ustge entropische Beitrag zustande
kommt. Bei der Bindung vom Akzeptorsubstrat kondiese Umstrukturierung der flexiblen
Bereiche der GTB nicht beobachtet werden. Diesgsitiesich auch in den hier gemessenen
thermodynamischen Parametern wieder. Die BindumgWbP-Gal weist mit 14 kJ/mol einen
etwa finffach so grof3en entropisch unginstigenr&gitiuf als die Bindung von H-Dis mit
3 kd/mol. Deutlich zu erkennen ist auch, dass diesére Bindungsaffinitdt von H-Dis in
Anwesenheit von UDP auf einer stark erhdhten Biggenthalpie zu Kosten der Entropie
beruht. Dies konnte auch mit temperaturabhangigehMS-Untersuchungen gezeigt werden
(Shoemaker, Soya et al. 2008). Auch konnte die beeeits zuvor beschriebene starkere
Bindungsaffinitat von UDP und UDP-Gal in Anwesertlggs Akzeptorsubstrats H-Dis bzw.
3DD bestatigt werden (Sindhuwinata, Munoz et al.1®O0 Sindhuwinata 2012). Die
Affinitatssteigerung kommt durch eine deutlich EesBindungsenthalpie zustande.
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Tabelle 4.1 | Dissoziationskonstanten verschieden&ubstrate und Substratanaloga der GTB, gemessen mit
ITC, SPR und STD-NMR. Messungen wurden in Anwesenheit von #mder Md* und pH 6,7 oder 7
durchgefiihrt. Zum Vergleich sindgkWerte aufgelistet, die mit MS bei 24 °C und pH atemt wurden (Soya,

Shoemaker et al. 2009). Die Tabelle wurde aus {iwthata, Grimm et al. 2013) Gibernommen.

Substrate NI ITC SPR STD-NMR M3
Uridin Mn?* -c 3+0.3mM ¢ ¢
UMP Mn?* ¢ 107 + 7 uM d -c
UDP Mn?* 15 + 3 pM* 55+ 4 uM R 53+1.1puM
UDP (HDis) Mn?* 1.5 + 0.4 pM ¢ -d -c
UDP-Gal Mrf* 18 pMe 103 £ 6 uM d 50 + 18 M
UDP-Gal (3DD} Mn?* 3um - -d -c
UDP-Glc Mrf? 23 + 14 pM? 85+ 5 M R 83 +21 uM
UDP-Glc (HDis} Mn?* 12 +7 uM £ -d -¢
UDP-Glc (3DDJ Mn?* 5 UM -¢ -d -¢
HDis Mn?* 105 pM?® -c -d 59 + 10 uM
HDis (UDP) Mn? 2+1uM ¢ -d 6.7 +1.3 uM
3DD Mn?* -c 260 + 16 pM 8 -c
3AM Mn?* 66 + 14 uM ¢ -d -¢
3AD Mn?* 24 +10 uM ¢ -d -c
Uridin Mg -c 1.7 +0.1 mM 2.5 +0.6 mfif ¢
UMP Mg?* -C 1.0+0.1 mM 2.5+0.6 mif -c
uDP Mg?* -C 0.71+0.09mM  0.43 +0.04 mM -c
0.91 +0.12 mM©

UDP (HDis) Mg** 27 uMPE -¢ -¢ -¢
UDP-Gal Mg - 1.6 +0.2mM'  0.72 +0.05mM*® -c
UDP-Glc Mg -c 1.0 +0.1 mM 0.53 +0.05 m#f -¢
HDis Mg 70 +1 pM 67 +1uM 93 + 16 uM=ek -¢
HDis (UDP) Mg?* 7 pvee -c -c -c
3DD Mg?* -c -c 389 pm! -¢

3 Werte aus (Soya, Shoemaker et al. 20B%Yerte aus (Shoemaker, Soya et al. 2008rte nicht bestimmt?
Werte aufgrund paramagentischer Eigenschaften miebtimmt;® Werte aus (Sindhuwinata, Munoz et al. 2010;
Sindhuwinata 2012; Sindhuwinata, Grimm et al. 20113)/ie e, komplettiert mit Daten aus dieser Arbbﬁattigung
der entsprechenden Bindungsstellen der GTB lag hezi @b % Einfachbestimmund}Wert aus (Polk 2010%:Wert
von A. Gohlke, Puffer ohne M@ gemessen bei 300 kyert von Dr. E. Munoz.

Der unguinstige entropische Beitrag ist bei der Bimgdvon UDP in Anwesenheit von H-Dis
etwa doppelt so grof3 wie ohne H-Dis. Bei der Birgduon UDP-Gal in Anwesenheit von 3DD
ist dieser Effekt sogar noch starker ausgepragtkbDeperative allosterische Effekt konnte auch
fur die Bindung von UDP-Glc in Anwesenheit von HsDibzw. 3DD beobachtet werden.
Obwohl die Bindungsaffinititen von UDP-Gal und UDBR: im gleichen Bereich liegen,
unterscheiden sich die thermodynamischen Parardetdfich voneinander. Bei der Bindung
von UDP-Glc ist der ungiinstige entropische Beittagpelt so gro3 wie bei UDP-Gal. Die
bessere Bindung in Anwesenheit von H-Dis geschehtdurch geringe Veranderungen in der
Enthalpie und Entropie. In Anwesenheit von 3DD &nhdogar eine positive Entropieanderung
statt. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass beiBadwtung von UDP-Glc eine groRere
Ordnung im Enzym vorhanden ist als bei der Binduog UDP-Gal. Kommt es anschliel3end
zur Bindung des Akzeptors, hier H-Dis bzw. 3DD,df#h bei UDP-Glc im Enzym eine
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geringere Anderung der Entropie und Enthalpie alsUDP-Gal statt. Bei UDP-Gal fiihrt die
Bindung des Akzeptoranalogons 3DD zu einer stankeginstigen Entropie, die mit einer
gunstigeren Bindungsenthalpie einhergeht. Es kovetiemutete werden, dass das Enzym diese
grol3e Bindungsenthalpie fur die Aktivierung der &gse nutzt. Dies wirde auch erklaren,
warum die GTB UDP-GIc mit einer deutlich geringepgtivitat umsetzt.

Tabelle 4.2 | Enthalpie- und Entropiebeitrdge verschiener Substrate und Substratanaloga der GTB
gemessen mit ITC. DieMessungen wurden in Anwesenheit von ®oder Mg* und pH 6,7 durchgefiihrt. Die

Tabelle wurde aus (Sindhuwinata, Grimm et al. 2Q®rnommen.

M= AH [kJ mol] -TAS [kJ mot}]
uDP Mn? 57 +10 30+1P
UDP (HDis) Mn?* -85 +17F 51 +11°

Mgz+ Mook 642
UDP-Gal Mrf* -473¢ 142
UDP-Gal (3DD) M -109 77
UDP-Glc Mrf? 54 + 14 28+13
UDP-GIc (HDis) Mr* 62 +11 33+10
UDP-Glc (3DD) Mrf* 45 15
HDis Mn?* 25 32

Mg** 32+ T 8 +0.07
HDis (UDP) Mrt? -65 + 14 33+13

Mg** 75 46°¢
3AM Mn? 45+ 7 21+¢
3AD Mn** 277 1+8

& Werte aus (Sindhuwinata, Munoz et al. 2010; Simdhata 2012; Sindhuwinata, Grimm et al. 201@)/,vie a,

komplettiert mit Daten aus dieser Arbé&iEinfachbestimmund: Wert aus (Polk 2010).

Der kooperative allosterische Effekt der Donor- Wideptorsubstrate der GTB konnte auch
bei anderen Glycosyltransferasen aus der Fambigobachtet werden (Boix, Zhang et al. 2002;
Thiyagarajan, Pham et al. 2012). Es kann daher wtetmverden, dass diese einen &hnlichen
Mechanismus besitzen. Neben den Donorsubstratedlem#tooperativen Effekten wurde auch
das Akzeptorsubstratanalogon 3AD gemessen. AudvESSUntersuchungen ist bekannt, dass
das entsprechende Monosaccharid (3AM) an die GTwes&TB im mikromolaren Bereich
bindet und sich diese durch Zugabe von UDP in damomolaren Bereich verschiebt (Soya,
Shoemaker et al. 2009). ITC-Messungen mit 3AM (P200) sowie die aus dieser Arbeit
gemessenen Bindungskonstanten bestatigen diesemdefNobei die Bindungsaffinitat von
3AD etwas besser ist als die von 3AM. Dies kann airfen kleineren unglinstigeren
entropischen Beitrag zurlckgefuhrt werden.

Die hier erhobenen Daten zeigen, dass die Bindiiggat und Katalyse der GTB durch einen
sehr komplexen Mechanismus kontrolliert werden dodch strukturelle Daten alleine nicht
aufgeklart werden kénnen. Um weiter Einblicke ie dlynamik des Enzyms zu bekommen,
sollten strukturelle Dynamikuntersuchungen durctigef werden. Hierzu wurden in dieser
Arbeit NMR-spektroskopische Untersuchungen durdiigef und werden im Folgenden
diskutiert.

150



Diskussion

A N B
N GO o)
& &P N
¢ e %ﬁoq’\f \QS\ S ~e\‘§§ S 3 5 S
S (SO IV g s
FFHFF I & @ o ae®
80+ \§)Q 00? 3 » 3 »
] 80 -
60 0]
40- 40
204 = 2]
) b= E
g 04 =
5 =
= 20 20 |
-40 ] -40 4
-60 4 )
1 -60 4
-g0 -| I AG 80'-AAG
1 AH U aaH
'IOO__--TAS -100 - I -TAAS

Abbildung 4.1 | Thermodynamischer Fingerabdruck vershiedener Substrate und Substratanaloga der GTB
gemessen mit ITC.In (A) sind die thermodynamischen Parametds, AH und -TAS aus Tabelle 4.2 als
Balkendiagramm dargestellt. In (B) ist die Anderumg thermodynamischen Paramet&AG, AAH und -TAAS in
kJ/mol) der Bindung der Donorsubstrate bei Zugalitgeader Mengen eines Akzeptorsubstrats dargeskik
Abbildungen wurden aus (Sindhuwinata, Grimm eR@lL3) ibernommen.

4.3 Bindungsstudien mit einem Inhibitor der humanen Blutgruppe A
und B Glycosyltransferasen

Neben der Charakterisierung der Bindung von Sulestrand Substratanaloga, konnen auch
Inhibitoren der Glycosyltransferasen hilfreiche dmhationen zum Mechanismus der
Glycosyltransferasen liefern. Die Veranderung sglkxi Glycosylierungsmuster sowie die
Fehlfunktionen von Glycosyltransferasen koénnen Hatalen gesundheitlichen Schaden
einhergehen. Aus diesen Grinden ist die Entwickkorg Inhibitoren der Glycosyltransferasen
von grofBer Bedeutung. Der komplexe Reaktionsmeshars der Glycosyltransferasen mit
grofBen strukturellen Veranderungen bei Substratinigdnacht es jedoch schwer, geeignete
spezifische Inhibitoren zu entwickeln. Ein kirzliclon Rademacher et al. durchgefiihrtes
Screening konzentrierte sich darauf, Inhibitoren Akzeptorbindungsstelle zu identifizieren
(Rademacher, Landstrom et al. 2010). Dabei zeighgrirent382 die besten inhibitorischen
Eigenschaften. Mit STD-NMR- und SPR-Experimentennrke gezeigt werden, dass
FragmenB82 mit dem Akzeptorsubstrat H-Dis (K= 88 uM) mit einem Ig-Wert von 790 uM
um die Bindungsstelle konkurriert (Rademacher, Istnadn et al. 2010).

Um die Bindung dieses Fragmentes besser chara&teriszu kbnnen, wurden in dieser Arbeit
SPR- und STD-NMR-Experimente zur Bindung an GTABAInd AAGIlyB durchgefihrt. Die
Untersuchungen fanden sowohl mit Mgls auch mit M statt. Zusétzlich wurde der Einfluss
von UDP auf die Bindung des Fragmentes untersucht.

Fur die SPR-Messungen wurden die drei Glycosylfemasen GTA, GTB und AAGIyB mit
Belegungsdichten von 4000 RU auf einen CM5-Sengwiotmobilisiert. Fragmen882 wurde
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im entsprechenden Laufpuffer geldst, fir 3 min emier Flussrate von 30 pl/min Gber die
Flusszellen gegeben und die entsprechenden Antwogdemessen. Die maximalen
theoretischen RU lagen fiur dieses Fragment bei 80/RU. Gemessen wurde in 50 mM MOPS
(pH 6,7 bei 25°C) und 100 mM NaCl. Zusatzlich wamddie Bindungskonstanten in
Anwesenheit von 5mM Mg oder Mrif* sowie in Anwesenheit dieser Metallionen und
zusatzlich 1 mM UDP gemessen. Durch Spilen dese@gstzwischen den Messungen mit
EDTA in MOPS-Puffer wurden alle Metallionen aus deB8ystem entfernt. Bei den
Sensorgrammen aller Messungen konnte sowohl derozid®ns- als auch die
Dissoziationsvorgang beobachtet werden. Der Vorgamag jedoch recht schnell und ein
Gleichgewicht stellte sich bereits nach der Hadiée injizierten Ligandenlésung ein. Aus den
Gleichgewichtsantworten wurden unter Verwendung ldemgmuir-Gleichung die gWerte
sowie die RU.Werte bestimmt. Die maximalen RU-Antworten Ubegtin die theoretisch
maximalen 30 RU deutlich. Auch lieferte die Anpagsder Messdaten an ein Modell mit zwei
Bindungsstellen einen deutlich kleineren Fehleraal®in Modell mit nur einer Bindungsstelle.
Dies lies darauf schliel3en, dass Fragn88# zusatzlich unspezifisch an die Proteine bindet.
Jedoch lag die unspezifische Affinitat im millimota Bereich und konnte mit SPR-
Experimenten nicht gemessen werden. Der VerglesciBihdungskonstanten zeigte eindeutig,
dass Fragmer882 eine deutlich starkere Affinitdt gegeniber GTB gégeniber GTA und
AAGIlyB hatte. Die Bindungskonstanten fiir die Meggem ohne Metall, mit Mg bzw. Mrf*
zeigten keine Veranderungen in den Bindungskoretamies war nicht weiter verwunderlich,
da die Bindung der bivalenten Kationen erst duraidBng der Diphosphatgruppe des Donors
im aktiven Zentrum gehalten wird. Auch die Anweseihlvon UDP bei den Messungen mit
Mg** zeigte keine groRe Veranderung der BindungskotestaBefand sich jedoch Mhund
UDP im Puffer, fand eine drastische Erh6hung derdBngskonstanten statt. Daraus kann
geschlossen werden, dass der UDP-M¢omplex deutlich stérker an die Enzyme bindet als
der UDP-Md*-Komplex und dadurch deutlich schwerer vom Fragn®&averdrangt werden
konnte.

Um die Bindung von Fragmer282 an GTB besser charakterisieren zu kdénnen, wurden
Bindungsepitope mittels STD-NMR erstellt. Mit Hilidieser kann bestimmt werden, welche
Struktureinheiten nahe an der Proteinoberflachgetieund welche eher weiter weg. Da#¥n
paramagnetische Eigenschaften besitzt und in NMé&kisgn zu einer starken Verbreiterung
der Signale fuihrt, wurden die Experimente in Anvabssit von Mg" durchgefiihrt. Es wurden
die Bindungsepitope von Fragmed&2 an GTB, von UDP an GTB sowie von Fragm@8e in
Anwesenheit von UDP und von UDP in Anwesenheit Yoagment382 erstellt. Da es sich
jedoch aufgrund langer Messzeiten um Einzelbestingan handelte, wurde die GroRe der
STD-Effekte in drei Gruppen eingeteilt und so diedBingsepitope untereinander verglichen.
Es ist mdglich, die Bindungsepitope anhand dertivela STD-Effekte bei einer bestimmen
Sattigungszeit zu bestimmen (Mayer and Meyer 2@@Er anhand des Aufbaus des STD-
Effektes (Mayer and James 2004), wie in dieser ismewendet. Daflr wurde fir jedes Proton
die STD-Aufbaukurve ermittelt und anhand der Stegydieser Kurven mit einer Sattigungszeit
von Null die Bindungsepitope bestimmt. Bei dieseethbde bleiben die Fehler, die durch
Ubertragung der Séattigung innerhalb des Ligandestemen gering. Dabei ist auch wichtig,
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dass gerade der Anfang der Kurve gut definiert Jsdoch zeigen gerade die Signale bei
geringen Sattigungszeiten aufgrund des erst gerin§éttigungstransfers nur geringe
Intensitaten.

Aus dem Bindungsepitop von Fragm@®2 ist zu sehen, dass der Phenylrest eine geringflgig
grolBere Sattigung aufwies als der Piperazinringwigiteren énderte sich das Bindungsepitop
von FragmenB82 in Anwesenheit von UDP nur geringflgig. Auch daadBingsepitop von
UDP anderte sich durch Zugabe von Fragng&8# nur geringflgig. Aus diesen Ergebnissen
konnte jedoch nicht auf eine Verdrdngung von UDRv.bdes bivalenten Kations durch
Fragment382 geschlossen werden. Erst durch das BetrachteBT@rAufbaukurven und den
absoluten STD-Effekten konnte von einer gegensgitiderdrangung ausgegangen werden. Die
absoluten STD-Effekte nahmen in beiden Fallen adutb, was darauf zurickgefihrt werden
konnte, dass jeweils die andere Verbindung die Bigdstelle besetzte. Damit konnte gezeigt
werden, dass Fragme382und UDP einen kompetitiven Einfluss aufeinanddyema
Durchgefiihrte kompetitive Aktivitatstests zeigtdieefalls, dass FragmeB82 spezifisch GTB
mit einem K-Wert von 800 uM inhibiert (Jorgensen, Grimm et 2012). Getestet wurden
neben GTB auch GTA, AAGIyB sowie drei weitere Glggliransferasen. Um die Bindung von
Fragment382 besser charakterisieren zu kénnen, wurden Kigstakturen von GTB und
AAGIyB in Anwesenheit von Fragmer382 hergestellt (Jorgensen, Grimm et al. 2012). Mit
diesen Kristallstrukturen konnte gezeigt werderssddie Kristallstruktur GTEB82 eine offene
Konformation annimmt, wie sie fir die ungebunden&BGberichtet wurden. Es konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass Fragm@®2 mit der Aminogruppe des Piperazinrings die
Metallbindungsstelle belegt und durch das DXD-Motkwordiniert wird. Der Rest des
Fragmentes Uberlagerte mit der Bindungsstellgdenosphatgruppe und ragte zuséatzlich in die
Akzeptorbindungsstelle. Es handelt sich also urereiisubstratinhibitor und die Verdrangung
von UDP konnte dadurch deutlich gemacht werdenhAoader Kristallstruktur AAGlyB382
bindet das Fragment in der gleichen Art. Jedochdag Enzym in einer halbgeschlossenen
Konformation vor, wie es bei der Bindung von UDR Hall ist. In der Kristallstruktur konnte
neben der Elektronendichte von Fragm&8& auch Elektronendichte des Manganions sowie
von UDP gemessen werden. Da diese sich aber mivateirragmenB82 Uiberlagern, ist es
unwahrscheinlich, dass beide Verbindungen gleitigzebinden. Dies erklart auch die
halbgeschlossene Konformation. Diese Ergebnisganm&n sehr gut mit den gemessenen
Bindungskonstanten tberein, bei denen die Affinit&nwesenheit von UDP und Mhbei der
AAGIyB deutlich schwacher wird als bei der GTB. Maen Kristallstrukturen konnte
Argumentiert werden, dass vor allem die dritte dier kritischen Aminosduren 266 fur die
Spezifitat des Inhibitors verantwortlich ist. Di¢éarke Bindung an GTB wurde mit einer
passenden Bindungstasche erklart, die sich bei gBG&urch Gly in Position 235 und 266
vergroRert, was zu einer schwacheren Bindung flbBieBindung und Aktivitat von Fragment
382 an die GTA ist nur geringfligig schlechter als 8ei GTB. GTA besitzt an Position 235
ebenfalls ein Gly und an Position 266 anstelle et ein Leu, wodurch die Bindungstasche
ebenfalls vergrofRert wird.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Frag@B2nals spezifischer Inhibitor der
Blutgruppen Glycosyltransferasen dient und sowohke dAkzeptor, als auch die
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Donorbindungsstelle blockiert. Fragme382 bindet bevorzugt an GTB. Die Bindungstasche
spielt eine grof3e Rolle bei der Selektivitat ddshlitors, vor allem der Aminosaurerest 266, der
auch fur die Diskriminierung zwischen UDP-Gal undR}GalNAc verantwortlich ist.
Fragment 382 ist demnach nicht nur ein vielversprechender \ddga flr die weitere
Entwicklung von Inhibitoren, sondern kann auch 2derstandnis des Reaktionsmechanismus
beitragen.

4.4 Praparation isotopenmarkierter GTB

Die zuvor diskutierten Daten zeigen erneut, wie glem der Reaktionsmechanismus der
Glycosyltransferasen und die damit verbundenen drtamdtionellen Verdnderungen in der
Struktur sind. Eine Mdoglichkeit, Proteindynamik satbmarer Ebene zu untersuchen, ist die
NMR-Spektroskopie. Hierbei kénnen dynamische Przes Bereich von Pikosekunden bis
hin zu Sekunden untersucht werden (Mittermaier Hagt 2009). Auch ist es mdglich, die
Bindungsprozesse der Substrate von der Proteingegezu betrachten und dadurch weitere
Informationen Uber die Katalyse zu erhalten (Shukaiduk et al. 1996; Williamson 2013). Fur
solche Untersuchungen ist eine Isotopenmarkierugrg Rioteine sowie die Zuordnung der
Signale erforderlich.

Die Isotopenmarkierung der GTB sowie erste NMR-tpskopische Untersuchungen wurden
bereits von N. Sindhuwinata getestet und durchgef@indhuwinata 2012). Es konnte gezeigt
werden, dass es moglich war, isotopenmarkierte G&Rustellen, wenn auch mit geringeren
Ausbeuten als bei der unmarkierten GTB. Durch éxesterierung der Proteine konnte die
Auflésung sowie Sensitivitdt verbessert werden.ntechte keinen Unterschied ob Bis-Tris-
oder Phosphatpuffer verwendet wurde. Da mit der hoid nach Marley et al. keine
vollstdndige Deuterierung erreicht werden konnterde im Rahmen dieser Arbeit eine weitere
Methode der Proteinpraparation getestet. Dafir amrawei u?H,"*N-markierte Proben
hergestellt. Eine wie in den Arbeiten zuvor nachmd&rotokoll von Marley et al. (Marley, Lu et
al. 2001) und eine weitere nach dem Protokoll vagaFinov et al. (Tugarinov, Kanelis et al.
2006). Das Protokoll von Marley et al. sieht voass die Zellen zunachst in Vollmedium
angezogen werden, durch Waschen in Minimalmediuerfabrt und anschlie3end induziert
werden. Dadurch soll gewahrleistet werden, dase gewisse Zellmasse fir die Induktion
vorhanden ist. Jedoch sind auch nach dem Wasclwtnumonarkierte Substanzen in den Zellen,
die fur die Proteinsynthese verwendet werden kdnwedurch die Deuterierung der Proteine
nicht zu 100 % erfolgen kann. Bei dem Protokollmaagarinov et al. werden die Zellen nach
einer kurzen Anwachsphase in Vollmedium ebenfallscld Waschen in Minimalmedium
Uberfiihrt, dort wachsen gelassen und mit der 2eiejls frisches Minimalmedium zugesetzt.
So sollte gewahrleistet werden, dass zum Zeitpudat Induktion keine unmarkierten
Substanzen in der Zelle vorhanden sind und diee#eltlurch Zugabe von frischem
Minimalmedium genug Nahrstoffe zum Wachsen habene [Rusbeuten der im
Minimalmedium synthetisierten Proteinproben lagesutlich unter der im Vollimedium
synthetisierten Proteinproben. Dabei lag die Ausbbei der nach Marley et al. synthetisierten
Proteinprobe bei 34 mg pro Liter Kultur und die mdagarinov et al. bei nur 18 mg pro Liter.
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Die reduzierte Ausbeute kdnnte daran gelegen hatbess die Zellen im Minimalmedium
schlechter gewachsen sind als im Vollmedium. Jededften alle weiteren nach Tugarinov et
al. hergestellten Proteinpraparationen eine venighgire Ausbeute zwischen 24 und 35 mg pro
Liter Kultur. Die Qualitatskontrollen zeigten, ddsside Praparationen gut gereinigt wurden und
die Aktivitaten beider Proben vergleichbar wareie. 18gen bei 10 bzw. 12 U/mg und damit im
Bereich aktiver GTB. Der Deuterierungsgrad konnthaad von Protonenspektren verglichen
werden und war bei der nach Tugarinov et al. héetje=n Proteinprobe deutlich héher. Da der
Grad der Deuterierung ein essentieller Punkt beiAdgnahme von NMR-Spektren mit GTB
ist, insbesondere fir die Aufnahme von Tripelresaspektren sowie Methyl-TROSY-
Spektren, wurde im Folgenden nur noch die Methaad Tugarinov et al. verwendet.

Die selektive Markierung de¥l-Methylgruppen der Isoleucine fir die Aufnahme Wethyl-
TROSY-Spektren verlief erfolgreich. Auch die Prasaisbeuten sowie Aktivitdten waren
vergleichbar mit vorherigen Proteinpréaparationeie. Deuterierung konnte im Vergleich zu den
Proben davor sogar noch deutlich verbessert weiktfeman das lag, kann nicht genau gesagt
werden. Der einzige Unterschied war das deutliaingere Volumen bei der Proteinsynthese.
Die erfolgreiche selektive Markierung wurde mit M@tTROSY Experimenten Uberprift
(Ollerenshaw, Tugarinov et al. 2003). In den Spektwaren zehn intensive Signale fur jedes
der zehn Isoleucine der GTB sowie ein schwachesabiu erkennen. Wie schon weiter oben
diskutiert, ist die Zuordnung der Signale fur wedtéJntersuchungen von grof3er Bedeutung.
Eine Mdglichkeit der Zuordnung ist die Korrelatidar Methylgruppen mit den Amidprotonen
im Proteinrtickgrat (Tugarinov and Kay 2003). Dafiiissten alle Kohlenstoffatome der
Isoleucinseitenkette mit’C markiert sowie das Riickgrat mitN markiert werden. Damit
kdnnte die Magnetisierung von der Methylgruppe dief Amidgruppe ubertragen werden und
die Korrelation der beiden Signale in einem 3D-3pek detektiert werden. Allerdings ist
dafir die Zuordnung der Amidgruppe erforderlichsvieei der GTB jedoch nicht der Fall war.
Eine weitere Methode ist die selektive Mutagene=elsbleucine. Hierbei wird eine Mutation
auf DNA-Ebene eingefiigt, wodurch in der Proteinkgse anstelle eines Isoleucins eine andere
Aminosaure eingefiigt wird. Von den zehn Isoleucinender GTB sind zwei besonders
interessant. Das Isoleucin an Position 123 stehKontakt mit dem Donorsubstrat und das
Isoleucin an Position 192 befindet sich am Rand idegnen Loops. Anhand dieser beiden
sollte die Dynamik im Protein weiter untersucht ear. Bei der Mutation von Aminoséauren ist
es wichtig, darauf zu achten, dass durch die Maratie Ver&dnderungen im Rest des Proteins
moglichst klein gehalten werden. Andernfalls kars gassieren, dass die Mutante nicht
synthetisiert bzw. falsch gefaltet wird, was einerdthiebung der Signale zur Folge hat und
eine eindeutige Zuordnung nicht mehr moglich isaisAliesem Grund wurden die Isoleucin
durch Valine ersetzt. Diese besitzen lediglich éifethylgruppe weniger. Jedoch konnte trotz
der nur geringen Anderung die Mutante 1123V niatffiblgreich hergestellt werden. Es wurde
vermutet, da das Isoleucin an Position 123 wictitiglie Bindung von UDP ist, da die Mutante
nicht an die Affinitatschromatographie band. Es deurdaher die Reinigung nach der
lonenaustauschchromatographie beendet und die Raotzentriert und ein Methyl-TROSY-
Spektrum aufgenommen. Da die Mutante Gberexpriniarte und die Methylgruppen selektiv
markiert waren, kdnnten bereits in dem nicht vahslig gereinigten Produkt die Signale der
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1123V Mutante sichtbar sein. Dies war allerdingshnider Fall, was neben der verringerten
Affinitat gegentiber UDP auch auf eine deutlich weyerte Syntheserate schlieRen lief3. Im
Gegensatz dazu war es mdglich die 1192V Mutantsynihetisieren und zu reinigen. Jedoch
war auch hier die Ausbeute mit 5mg pro Liter Kolsehr gering, reichte aber fur die
Aufnahme eines Methyl-TROSY-Spektrums aus und esieodie Zuordnung des Signals von
lle 192 erfolgen.

Es kann zusammengefasst werden, dass der Deutgsgrad der isotopenmarkierten GTB-
Proben durch Verwendung des Protokolls nach Tugart al. (Tugarinov, Kanelis et al. 2006)
deutlich gesteigert werden konnte und es keinefustein der Ausbeute der Proteinmenge gab.
Auch die selektive Markierung déf.-Methylgruppen der Isoleucine verlief erfolgrerehd es
konnte die Zuordnung des Signals des Isoleucins dif2hgefiihrt werden. Anhand dieser
Proben konnten nun Untersuchungen zur StruktuDymamik der GTB durchgefiuhrt werden.

4.5 Struktur- und Dynamikuntersuchungen der GTB

Far Struktur- und Dynamikuntersuchungen von Preteimit NMR-Spektroskopie ist eine
Zuordnung der Signale in dem zugehdrigen HSQC-8pektinerlasslich. Hierfir wurden von
N. Sindhuwinata bereits erste Tripelresonanzexmartendurchgefiihrt (Sindhuwinata 2012). In
den Spektren konnten jedoch nur sehr wenige Keriteginander korreliert werden und eine
Zuordnung war nicht mdglich. Es sollte nun versuebtden, durch Erhéhung des Grads der
Deuterierung und der Proteinkonzentration die Qéfatier Spektren zu verbessern. Durch die
Verwendung des neuen Protokolls fur die Proteirtmse konnte der Grad der Deuterierung
deutlich verbessert und die Konzentration déi3C,">N-markierten GTB-Probe von 250 pM
auf 1 mM erhoht werden. Mit dieser Probe wurdenpdlresonanzexperimente bei einer
Feldstarke von 950 bzw. 600 MHz aufgenommen. DasGuundlage verwendetdH,™N-
HSQC-Spektrum wurde ebenfalls bei einer Feldstaoke950 MHz aufgenommen und war mit
294 Signalen von 351 erwarteten vergleichbar mimn dél,">N-HSQC-Spektrum von N.
Sindhuwinata welches 308 Signale zeigte. Die fatdarSignale konnten vom fehlenden sowie
unvollstandigen Austausch der Amidprotonen sowigldunginstige Relaxationseigenschaften
aufgrund von konformationellen Bewegungen im Milgksnden- bis Millisekundenbereich
kommen. Das Spektrum wurde bei 950 MHz aufgenomumereine moglichst hohe Auflosung
zu bekommen. Jedoch gab es auch bei dieser FéklsRggionen in denen eine starke
SignalUberlagerung zu erkennen war und nicht koth@efgeltst werden konnten. Unter
anderem war das die Region, in der die Signale Aeride der Asparagin- und
Glutaminseitenketten liegen. Diese waren auch m Tépelresonanzexperimenten deutlich zu
sehen und erschwerten die Auswertung erheblich.Sigaeale waren deutlich intensiver und
eine komplette Phasenkorrektur war nicht mogliclasveine starke Uberlagerung mit den
Amidsignalen des Proteinrickgrates zur Folge haBe Qualitdét der aufgenommenen
Tripelresonanzspektren konnten im Vergleich zu 8eektren von N. Sindhuwinata deutlich
verbesserte werden. Dennoch gab es viele Signédigleeungen sowie viele fehlende Signale,
wodurch keine vollstandige Signalzuordnung maoglialar. Es konnten jedoch einige
Korrelationen identifiziert werden. Hierbei hanee#s sich um Korrelationen zwischen zwei,
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drei, vier und sechs Aminosaureresten. Mit Hilfes d@NCACB-Spektrums ist es moglich,
aufgrund spezifischer Verschiebungsmuster spezatimosaurereste zu identifizieren (Sattler,
Schleucher et al. 1999). Mit Hilfe dieses Spektrukosinte allerdings nur die spezifische
Zuordnung der sechs korrelierenden Aminosaurenigenio alle weiteren konnten nicht
eindeutig identifiziert werden. Bei den sechs Kigrenden Aminosaureresten handelt sich um
die Positionen 161 bis 166 (Arg-Val-Thr-Leu-Gly-ThDie Lage dieser sechs Aminosaurereste
ist unerwartet und in Abbildung 4.2 dargestellt. dd@ese sechs korrelierenden Aminoséauren die
einzigen sind, bei denen eine Zuordnung maoglich Wwatte angenommen werden kdénnen, dass
sie sich in einer stabilen Sekundéarstruktur, wiegip-Faltblatt, einen-Helix oder in der Mitte
des Dimers liegen. Jedoch befinden sie sich denurgssnittel zugewandt am Rande des
Proteins kurz vor dem internen Loop. Obwohl einksté@ndige Signalzuordnung nicht das Ziel
dieser Arbeit war, sondern auch eine partielle doang gereicht hatte, liefern die hier
zugeordneten Aminosaurereste wahrscheinlich nunggernformationen tber Dynamik- und
Bindungsvorgange des Enzyms.

C-Terminus

N-Terminus

Abbildung 4.2 | Durch NMR-Spektroskopie zugeordneteéAminosaurereste der GTB.Dargestellt ist die I6slichen
katalytische Doméane von GTB in Abwesenheit von Sakest (PDB ID: 2RIT). Der interne Loop und der C-
Terminus ist in rot, das DXD-Motiv in hellblau unie zugeordneten Aminosaurereste in Gelb dargestelfgrund
von fehlender Elektronendichte fehlen die Aminoséeste 177-180 des internen Loops und die Amineséste
346-354 des C-Terminus (Alfaro, Zheng et al. 2008).

Da wie bereits erwéahnt der fehlende bzw. langsantaAdisch der Amidprotonen dazu gefiihrt
haben konnte, dass nicht alle Signale in den NMgek8en sichtbar waren, wurde dieser mit
'H,"*N-TROSY-HSQC-Spektren untersucht. Direkt nach Austh in DO-haltigen Puffer

waren nur noch etwa acht Amidprotonensignale zwerseNermutlich stammten diese von
Amiden, die geschutzt im Kern der GTB lagen undedahur schwer dem Ldsungsmittel
zuganglich waren. Jedoch konnten bereits nach eif@gnkeine Amidprotonensignale mehr
detektiert werden, diese Informationen sind voeralfir die Messungen von Methyl-TROSY-
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Spektren von grolRer Bedeutung, da hierfur einetgro@iche Deuterierung vorliegen sollte.
Aus der anschlieRenden Titration mit@dhaltigem Puffer konnte gezeigt werden, dass die
Protonen der GTB gréf3tenteils schnell ausgetausabén, es jedoch auch Bereiche gab, in
denen ein etwas langsamerer Austausch vorhandemagedoch keine Zuordnung der Signale
vorlag, konnten daraus keine weiteren Informatiogezrogen werden.

Auch bei der Untersuchung der Bindung von UDP anBGit *H,**N-TROSY-HSQC-
Spektren konnte aufgrund der fehlenden ZuordnungnekeAussagen Uber spezielle
Aminosaureseitenketten gemacht werden. Die Signaézhielten sich jedoch sehr
unterschiedlich. Es kamen bei Erh6hung der UDP-Kotration Signale hinzu bzw. es
verschwanden Signale. Auch konnte wie bereits m Aideiten von F. Fligge der Abbau von
UDP zu Uracil beobachtet werden (Fliigge 2014). ied_thienbreite der UDP-Signale deutlich
grolRer war als die der Uracil-Signale und die Afihvon UDP zu GTB deutlich gréRer ist als
die von Uracil, konnte davon ausgegangen werdess dauptsachlich UDP an GTB gebunden
hat. Zusatzlich konnte in weiteren ExperimentenAlgbau von UDP nicht weiter beobachtete
werden, woraus geschlossen werden konnte, dassresitich an der Proteinpraparation lag.
Wichtig fur die Auswertung war jedoch, dass UDPhhim den angegebenen Konzentrationen
vorlag und daher nur eine Auswertung auf quantgatEbene durchgefiihrt werden sollte. Etwa
22 % der Signale zeigten eine deutliche Vera&ndemsg chemischen Verschiebung durch
Erhéhung der UDP-Konzentration. Ohne eine Zuordndeig Signale ist es nicht méglich zu
sagen um welche Bereiche im Protein es sich hargelist jedoch sehr wahrscheinlich, dass
sich diese nahe der UDP-Bindungsstelle befindew, bzden flexiblen Bereichen, die sich bei
Substratbindung einer konformationellen Anderungtaiehen. Unterschieden werden konnten
Signale, bei denen sich bereits ab der ersten Ubizé&htration die chemische Verschiebung
anderte und Signale, die erst bei hoheren UDP-Kuret@onen eine Veranderung der
chemischen Verschiebung erfuhren. Zusatzlich kenateei Signale identifiziert werden, die
sich im langsamen Austausch befanden. Dies zeigwelcthen komplexen strukturellen
Verédnderungen im Protein die Bindung von UDP flhrt.

Gerade diese Experimente zeigen erneut, wie wiaitig zumindest partielle Zuordnung der
Signale ist, um gezielte Informationen Uber bestimmBereiche des Proteins und den
Mechanismus zu erhalten. Aufgrund der Gréf3e undRidaxationseigenschaften der GTB war
die Zuordnung mit Hilfen von Tripelresonanzexpentas nicht erfolgreich. Daher sollte ein
Markierungsschema, bei dem die Methylgruppen besten Aminoséurereste protoniert sowie
¥C markiert, bei einem ansonsten unifofkh,>N-markierten Protein vorliegen, angewandt
werden (Rosen, Gardner et al. 1996; Kay 2005; Tingar Kanelis et al. 2006). Aufgrund der
deutlich geringeren Anzahl an Signalen und der fedhd Sensitivitat der Methylgruppen im
Gegensatz zu den Amiden, ist diese Methode beseiidiegrole Proteine, wie die GTB, von
Vorteil. In dieser Arbeit wurden diél-Methylgruppen der Isoleucinseitenketten selektiv
markiert. Die GTB besitzt zehn Isoleucine, die Gdas Protein verteilt sind und daher einen
guten Uberblick tUber das gesamte Protein liefemmnkd. Wie bereits unter 4.4 diskutiert,
verlief die selektive Markierung sowie die Aufnahmer Methyl-TROSY-NMR-Experimente
erfolgreich. Durch Mutagenese konnte das Signal diér Methylgruppe des Isoleucins an
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Position 192 erfolgreich zugeordnet werden. Didsefsdet sich am Rand des internen Loops
und ist daher von groRem Interesse fur struktureitt dynamische Untersuchungen.

Durch Titration der (H,"N,{lle §1-**CHs}-markierten GTB-Probe mit UDP und H-Dis konnte
zusatzlich das Signal des Isoleucins an Positighidentifiziert werden. Bei Zugabe von UDP
verschoben sich nur zwei Signale deutlich, einodavar das lle 192. Wie in Abbildung 4.3 zu
sehen, ist das lle123 bei der Bindung von UDP ligteiveshalb das zweite Signal lle 123
zugeordnet wurde.

interner Loop

\ .
P \ é C-Terminus

Abbildung 4.3 | Uberlagerung der offenen (blau), hébgeschlossenen (gelb) und geschlossenen (rot)
Konformation von ABBB. Gezeigt ist die Uberlagerung einer offenen (PDB HRIZ) Konformation ohne
Substrate, einer halbgeschlossenen (PDB ID: 2RI0YB® und einer geschlossenen (PDB ID: 2RJ1) Konftoma
mit UDP (orange), H-Dis (orange) und Rr{griin) des chimeren Enzyms ABBB (Alfaro, Zheng eR8D8). Died1-
Methylgruppen von lle 123 und lle 192 sind als Klugfegebildet und das DXD-Motiv ist in hellblau dastellt.

b \ N\

Durch Erhéhung der UDP-Konzentration fand eine kari¢rliche Verschiebung der beiden
Signale statt, was auf einen schnellen Austauschschen der offenen und der
halbgeschlossenen Form hindeutet. Auch bei dehédeBenden Zugabe von H-Dis verschoben
sich beide Signale kontinuierlich, jedoch hier ha#phlich in der**C-Dimension. Anhand
dieser chemischen Verschiebungsanderungen konntdé/ert beider Vorgange berechnet
werden. Diese lagen fur UDP bei 76 +dd und fir H-Dis in Anwesenheit von UDP bei 4,3 £
5,2 uM. Der Kp-Wert fur UDP liegt um einen Faktor von 6,9 untdiohdes ks-Wertes von 710

+ 90 uM, der mit Hilfe von SPR-Experimenten bestimmt waur&ir den Is-Wert von H-Dis in
Anwesenheit von UDP liegt eingkWert von 7 uM als Vergleichswert aus ITC-Messungen
(Sindhuwinata 2012) und ist damit vergleichbar detm hier bestimmten g<Wert. Obwohl
sich gerade die Werte fur UDP deutlich unterscheideann trotzdem davon ausgegangen
werden, dass die hier gemessenen NMR-Spektrenidéuig von UDP gut wiedergeben und
die Unterschiede in dengWerten durch die unterschiedlichen Techniken ehtst. Auch
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kann aus diesen Experimenten eine untere Absclgitden Austauschraten zwischen den
jeweiligen Zustanden gemacht werden. Da es siclkinen schnellen Austausch zwischen dem
offenen und halbgeschlossenen sowie zwischen ddhydszhlossenen und geschlossenen
Zustand handelt, ist die Austauschratg)(keutlich gré3er als die Differenz der chemischen
Verschiebungen Ap|) (Mittermaier and Kay 2009). Die Differenz der eafischen
Verschiebungen zwischen offenem und halbgeschless&tustand liegen sowohl bei dét-
chemischen Verschiebung als auch bei tf&-chemischen Verschiebung fiir lle 123 und
lle 192 im Mittel bei etwa 36 Bei Zugabe von H-Dis zu GTB in Anwesenheit vonRJind
damit einer Veradnderung von der halbgeschlossenemie geschlossene Konformation,
verschieben sich die Signale nur sehr gering inidedimension, aber um 21'seim lle 123
und um 403 beim lle 192 in der*C-Dimension. Die Austauschraten sollten also dehutli
oberhalb dieser Werte und damit im Millisekunderi®r oder schneller liegen.

Um Bewegungen im Mirko- bis Millisekundenbereich zuntersuchen wurden CPMG-
Relaxations-Dispersions Experimente durchgefluhirfbr mussten zuerst die experimentellen
Bedingungen festgelegt werden. Ein wichtiger Patamei den Messungen ist die Lange der
Mischzeit. Je langer die Mischzeit, desto mehr hegit das Protein zu relaxieren und desto
kleiner werden die Signale. Fur die GTB wurde difischzeit von 20 ms verwendet. Diese
liegt im unteren Bereich von Proteinen. Bereitsadarkann geschlossen werden, dass die GTB
eine schnelle Dynamik besitzt. Es ist auch anzuewerklass sich die Bewegungen mit der
Temperatur und der Lage der Isoleucine im Protatenscheiden. Daher sollten, falls mdglich,
fur unterschiedliche Signale und Temperaturen soteedliche Mischzeiten gewahlt werden.
Dies ist jedoch sehr zeitintensiv und daher mag@ttrdurchfihrbar. Die Messungen wurden fir
alle Signale und alle Temperaturen mit derselbeschteit durchgefiihrt. Bei den CPMG-
Relaxations-Dispersions Messungen ohne Substratt&drei keinem der Signale Dispersion
beobachtet werden. Erst durch Zugabe von UDP wadldra Signal des lle 192 Dispersion zu
beobachten, welche durch anschlieliende Zugabe vbis Mieder verschwand. Auch lle 123
zeigte bei Zugabe von UDP eine geringe Dispersiom,aufgrund der grof3en Fehler jedoch
nicht weiter interpretiert wurde. Da sich lle 192 &ande des internen Loops befindet, ist es
nicht verwunderlich, dass sich dieses anders vedfgildie anderen Isoleucine. Durch Zugabe
von UDP und H-Dis erfahrt dieses eine deutlichedviderung in der Dynamik. Ist kein Substrat
vorhanden, kann angenommen werden, dass sich derndén Loop in einer offenen
unstrukturierten Konformation befindet. Es kanno@u nicht ausgeschlossen werden, dass ein
schneller Austausch zwischen offenem und geschiesseZustand stattfindet. Dieser liegt,
falls vorhanden, jedoch in einem Zeitbereich dert rGiPMG-Relaxations-Dispersions
Messungen nicht mehr wahrgenommen werden kann.ndBfisich nun UDP in der
Substratbindungsstelle, wird die Bewegung des neter_oops verlangsamt und sie rutscht in
das Zeitfenster, das mit CPMG-Relaxations-Dispessiexperimenten gemessen werden kann.
Allerdings war dies nur bei niedrigeren Temperatum beobachten, woraus geschlossen
werden kann, dass sich die Bewegung des interneopd.overmutlich im schnellen
Mikrosekundenbereich befindet. Bei Temperaturen 26n°C war keine Dispersion mehr zu
beobachten. Diese Ergebnisse konnten auch ein kinwef die halbgeschlossenen
Konformation sein, wie sie in Kristallstrukturen ahgewiesen wurde (Alfaro, Zheng et al.
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2008). Die Dispersion bei den geringeren Tempeeatwveist auch darauf hin, dass sich die
halbgeschlossene Konformation im Austausch mit reareeren Konformation befindet. Es
liegt nahe, dass es sich hierbei um die offene &mmdition handelt und erst durch Bindung von
H-Dis sich die geschlossenen Konformation ausbildeater sich sowohl der interne Loop als
auch die C-terminale Schleife Uber das aktive Zemtrlegen. Es ist jedoch nochmal
anzumerken, dass es sich hier um &lieMethylgruppe eines Isoleucins handelt, welches am
Rand des internen Loops liegt und dadurch evenhigit die Bewegungen des internen Loops
wiederspiegelt. Im restlichen Protein konnten keMeranderungen in der Dynamik bei
Substratbindung beobachtet werden, daher wird amgenen, dass schnellere Bewegungen
vorliegen, als mit CPMG-Relaxations-Dispersions éxpenten gemessen werden kénnen.
Eine Mdglichkeit schnellere Bewegungen im niedriféikrosekunden Bereich zu messen sind
sogenannterotating frame Relaxations-Dispersions-Messungen (Kleckner anstefo2011;
Vallurupalli, Bouvignies et al. 2011). Bei dieserpErimenten werden anstelle von spin-echo
Pulsen, wie sie bei CPMG-Frequenzen genutzt werggim-lock Pulse eingesetzt. Dadurch
kénnen héhere Frequenzen erreicht werden, mit declamellere Austauschraten nachgewiesen
werden konnen. Die verwendeten GTB-Proben mit §pelai markierten Methylgruppen
eigneten sich sehr gut fur die hier durchgefih&&uktur- und Dynamikuntersuchungen und
sollten ebenfalls fir weitere Experimente eingdseterden. Auch die Verwendung von
weiteren selektiv markierten Methylgruppen in zureidpiel Alanin, Leucin, Valin oder
Methionin kdénnen vielversprechende Informationed eimen grofReren Gesamtiiberblick Gber
die Dynamik der GTB liefern. Jedoch ist auch hier flordnung der Signale unerlasslich. Sie
kann durch Mutagenese erfolgen, dies ist jedochr geltaufwandig und es kénnte sich
zusatzlich durch Veranderung eines Aminosaurereieshemischen Verschiebungen in den
NMR-Spektren &ndern, wodurch eine Zuordnung ersaohwied.

Eine weitere Moglichkeit der Zuordnung ist die Vemdung von paramagnetischen
Metallionen. Hierfir sind lediglich die dreidimeosale Struktur, zum Beispiel aus
Rontgenstrukturanalysen, und eine Bindungsstetleifiparamagnetisches Metallion nétig. Da
beides bei der GTB vorhanden ist, sollte in dieg®tbeit die Verwendung von
paramagentischen Metallionen getestet werde. Nstrekturellen Untersuchungen kénnen mit
Hilfe von paramagnetischer NMR-Spektroskopie aucforimationen Uber Substratbindung
sowie Uber Austauschprozesse erhalten werden ¢(OR010). Fir die hier durchgefihrten
Experimente, wurde die Bindung von verschiedenenthanoiden getestet. Hierfir wurden
zuerst Aktivitatstests durchgefiihrt. Jedoch zeidie GTB bei keinem der verwendeten
Lanthanoide Aktivitdt. Dadurch konnte aber nichégaschlossen werden, dass die Lanthanoide
nicht an in der Metallbindungsstelle binden, sondtdiglich, dass die Ubertragung der
Galactoseeinheit nicht stattgefunden hat. Dies t&ren dem groReren lonenradius der
Lanthanoide gegeniiber Kirbzw. Md¢f* liegen (Su and Otting 2010). Deshalb wurde mit SPR
Experimenten die Bindung von UDP an GTB in Anwesdintler Lanthanoide untersucht. In
friheren Experimenten konnte gezeigt werden, d&#8 bhne Metallion die GTB nicht bindet
und daher auch keine Antworten in den SPR-Messudgégktierbar waren. Die Messungen
mit den Lanthanoiden unterschieden sich deutliah denen mit Mg bzw. Mrf*. Es konnten
keine Rechteckkurven beobachtet werden und diesBasi stieg kontinuierlich an. Auch
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wurden bei den Messungen mit ¥ megative Antworten gemessen. Jedoch konnten lesi al
verwendeten Lanthanoiden eine Bindung von UDP arB GdBobachtet werden, woraus
geschlussfolgert werden konnte, dass eine BindumgyWDP an GTB mit den Lanthanoiden
maglich ist. Erste NMR-Experimente mit Gadoliniuowdée Lanthan als Referenz zeigten, dass
es moglich ist, anhand der PREs eine abstandsalgleangordnung zu machen. Allerdings sind
die Unterschiede der Abstéande zwischen einigeiMethylgruppen der Isoleucine und dem
Manganion, die aus der Kristallstruktur berechnetrden, sehr gering. Die Zuordnung der
Signale sollte daher nur als eine vorlaufige Zuargnbetrachtete werden. Eine Moglichkeit,
die Zuordnung zu bestatigen, ist die Messung voBf’®iese beeinflussen die Signale nicht
nur abstandsabhangig durch den PRE-Effekt, sondmroh aufgrund der rdumlichen
Orientierung zum Paramagneten. Jedoch wurde aulliiéirSpektren ersichtlich, dass sowohl
das hier getestete Dysprosium als auch das Ytrarbiwnterschiedlichen Konformationen die
GTB binden. Daher war es nicht mdglich, PCSs zutilnesen und die Zuordnung zu
bestédtigen. Aus diesem Grund sind Struktur- und dbyikuntersuchungen mit Hilfe von
Lanthanoiden mit der GTB nicht zu empfehlen. Fakstere Untersuchungen gemacht werden
sollten, ist eine Verwendung von speziellen Tagsldinthanoide fest in einer Konformation
binden von Vorteil (Bertini, Luchinat et al. 200Sy, McAndrew et al. 2008; Su and Otting
2010; Koehler and Meiler 2011).

4.6 Charakterisierung der strukturellen Dynamik der West-Nil-Virus
Protease

Neben den NMR-spektroskopischen UntersuchungeiGd@&, sollte in dieser Arbeit auch die
Dynamik der WNV-Protease genauer untersucht werdenWNV-Protease ist verantwortlich
fur die proteolytische Spaltung des viralen Polypires und stellt damit ein attraktives Ziel fur
die Entwicklung von Inhibitoren dar. Kristallstruken zeigten, dass die C-terminale Domane
von NS2B in An- und Abwesenheit eines Inhibitorsenschiedliche Konformationen annimmt
(Aleshin, Shiryaev et al. 2007). Zum einem nimnat @hne Inhibitor eine offene Konformation
an, bei der sich die C-terminalen Doméane von NS2@8 weg vom aktiven Zentrum befindet
und mit Inhibitor nimmt sie eine geschlossene Kamfation an, bei der sich die C-terminale
Doméne von NS2B um NS3 herum legt und so das akivdrum bildet. NMR-Experimente
zeigten aber auch, dass ohne die Anwesenheit Bihdstors die geschlossene Konformation
vorliegt und diese durch Bindung eines Inhibitaediglich verstarkt wird (Su, Ozawa et al.
2009). Da die C-terminale Domé&ne von NS2B esserfiiel die katalytische Aktivitat der
Protease ist (Chappell, Stoermer et al. 2008; RaglicShiryaev et al. 2008), wird vermutet,
dass die geschlossenen Konformation Voraussetzurgrfe vollstandige katalytische Aktivitat
ist (Su, Ozawa et al. 2009). Eine Inhibition deptBPase kann daher nicht nur durch kompetitive
Bindung eines Inhibitors im aktiven Zentrum erfaigesondern auch durch Inhibierung der
Konformationsanderung der C-terminalen Doméane v@&2Blund der daraus resultierenden
Bildung des aktiven Zentrums. In dieser Arbeitteoiun die Dynamik der WNV-Protease ohne
Inhibitor und in Anwesenheit zwei bekannter Intobén untersucht werden, um eine Grundlage
fur die Entwicklung weiterer Inhibitoren zu schaiffe
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Es wurden, wie bei der GTB, di&l-Methylgruppen der Isoleucine selektiv markierie D
Synthese sowie Markierung verlief erfolgreich. Zakéh konnte gezeigt werden, dass durch
Herabsetzen der Temperatur nach der Induktion VotC3auf 17 °C die Bildung voimclusion
bodiesverringert und dadurch die Ausbeute erhdht wurdenden Protonenspektren waren
noch Amidprotonen des Proteinriickgrats sichtbas, luil3t, dass bei der WNV-Protease der
Austausch deutlich langsamer stattfand als beGd@8. Jedoch konnte auch hier ein sehr guter
Deuterierungsgrad erreicht werden und die AufnaliareMethyl-TROSY-NMR-Spektren war
moglich. In den Spektren ohne Inhibitor waren jédoar zehn der erwarteten elf lle-Signale
sichtbar. Dabei war das Signal von lle 123 sehit lored kaum detektierbar, das Signal von
lle 162 war Uberhaupt nicht detektierbar und dag@ille 155 war zwar sehr intensiv, aber
auch sehr breit. Diese drei Isoleucine befindeh ait der Kontaktflache zwischen NS3 und der
C-terminalen Doméne von NS2B im geschlossenen ddst@a die WNV-Protease auch ohne
Inhibitor hauptséachlich in der geschlossenen Kanédion vorliegt bzw. sich im Austausch mit
der offenen Konformation befindet, kdnnten die Eimierbreiterungen der drei Isoleucine
darauf zurickgefiihrt werden. Wie bereits erwéhnitd wdurch Anwesenheit des WNV-
Inhibitors die Bildung der geschlossenen Konforomatverstarkt. In den Spektren mit dem
WNV-Inhibitor waren alle elf Isoleucinsignale deati zu erkennen. Der g&Wert vom WNV-
Inhibitor an die WNV-Protease liegt bei 40 uM (Ekamuk, Su et al. 2009) und der Inhibitor
befindet sich im schnellen Austausch zwischen gdboem und freiem Zustand, da die
Titration der WNV-Protease mit dem Inhibitor zu einkontinuierliche Verschiebung der
Signale fuhrte. Da sich alle Signale verschiebghrtfdie Bindung des WNV-Inhibitors, neben
einer starkeren Bindung der C-terminalen Domane N&2B an NS3 auch zu strukturellen
Verédnderungen im gesamten Protein.

Ein weiterer Inhibitor, der in dieser Arbeit untecht wurde, ist Aprotinin. Auch als
pankreatischer Trypsin-Inhibitor bekannt (BPEngl. bovine pancreatic trypsin inhibitor),
bindet Aprotinin an flavivirale Proteasen (Li, Liet al. 2005). Im Gegensatz zum WNV-
Inhibitor konnte bei einigen Signalen auch ein Earger Austausch zwischen gebundenen und
freien Zustand beobachtet werden. Der hier bestarkgtWert lieg bei 3,3 £ 1,3 uM und ist
damit geringfligig kleiner, als derpkWert vom WNV-Inhibitor.

Mit CPMG-Relaxations-Dispersions Experimenten wuatechlielRend die WNV-Protease auf
Bewegungen im Bereich von Milli- bis Mikrosekundemtersucht. Hierfir wurde sowonhl
Messungen mit der WNV-Protease ohne Anwesenhedisdimhibitors, sowie in Anwesenheit
des WNV-Inhibitors bzw. Aprotinin durchgefuhrt. Dadh war es moglich, Veranderungen in
der Dynamik durch Bindung eines Inhibitors zu er@m Es wurden bereits
Dynamikmessungen mit der WNV-Protease durchgef{ha, Ozawa et al. 2009). Hierbei
wurden die Relaxationsraten, R°N) der Riickgratamide ohne und mit WNV-Inhibitor
gemessen. Es konnte jedoch kein groRRer Unterschigidchen der offenen und der
geschlossenen Konformation beobachtet werden. ligldiBaten der C-terminale Doméane von
NS2B zeigten in Anwesenheit des Inhibitors die tgtlRWerte, woraus geschlossen wurde,
dass die Bindung des Inhibitors den chemischenaiigsh nicht vollstéandig verhindert.

Fur die CPMG-Relaxations-Dispersions Messungen taussich hier erst die optimale
Mischzeit bestimmt werden. Da bei den Spektren dnhéitor nicht alle Signale zu sehen
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waren, wurden die verschiedenen Mischzeiten in Amnbeit des WNV-Inhibitors getestet.
Auch hier wurde eine Mischzeit von 20 ms gewah#, ldngere Mischzeiten bei hoheren
Temperaturen zu einer zu starken Relaxation deraBigfiihrten. Die Experimente wurden bei
Temperaturen zwischen 283 und 310 K sowie bei defldskrken 500 und 700 MHz
durchgefiihrt. Beim Vergleich der beiden Feldstarkennte festgestellt werden, dass di€"R
Werte bei 700 MHz grélRer waren als bei 500 MHz. lAkonnten bei einigen Signalen der
WNV-Protease ohne Inhibitor Austausch im Milli- bMikrosekundenbereich beobachten
werden. Dies war besonders deutlich bei lle 60* 68% die sich beide in der NS2B Doméane
befinden. Dabei liegt das lle 68* direkt im Scharndes flexiblen Bereiches, der sich im
Austausch zwischen offener und geschlossener Koefioon befindet. Etwas geringere, aber
noch messbare,f{-Werte weisen die Signale von Ile 98 und 139 aufA\bbildung 4.4 sind die
AR Werte (R®(vso 1) - R=(vso 1)) der Isoleucinsignale in der Kristallstruktur anid ihrer
GroRe farblich dargestellt. Es ist deutlich zu aren, dass die Isoleucine der N-terminalen
Doméane von NS2B sowie die daran angrenzenden Sokewon NS3 sich im Milli- bis
Mikrosekundenbereich bewegen. Auffallig ist auerdedass die Isoleucine, die bei
geschlossener Konformation im Kontakt mit der Gri@ealen Doméane von NS2B stehen, keine
Dispersionen zeigten bzw. die Signale aufgrund Mmenverbreiterung nicht sichtbar waren.
Da auch ohne Inhibitor hauptséchlich die geschiessénformation vorliegt, wird auch hier
davon ausgegangen, dass die Signale den gescldnsgantand darstellen. Aus den CPMG-
Relaxations-Dispersions Experimenten konnten bgi Signalen, die eine Dispersion zeigten,
die Austauschraten sowie die Populationen bestiwentlen. Hierbei handelt es sich vermutlich
um den Austausch zwischen geschlossener und offpaformation. Die Relaxations-
Dispersions Profile zeigten auch, dass bei héh@emperaturen die Dynamik der Proteine
zunahm und kein Austausch mehr mit diesen Expetienegemessen werden konnte. Daher
konnten die Austauschraten sowie Populationen nsirzbh einer Temperatur von 25 °C
bestimmt werden. Einzige Ausnahme war das lle @8fer konnte eine Population von
89 + 11 % bei 37 °C sowie einer Austauschrate irilenen Mikrosekundenbereich bestimmt
werden. Wird die Temperatur bis auf 10 °C herahgdseerlangsamt sich der Austausch bis in
den niedrigen Millisekundenbereich und auch die Weteinlichkeit fir den offenen Zustand
wird groRer. Obwohl sich das lle 60* im Gegensatmzlle 68* nicht in der C-terminalen
Domane von NS2B befindet, sondern im N-terminalemeih, sind die Austauschraten und
Populationen vergleichbar mit denen vom lle 68*cAulie Austauschraten der beiden Signale
lle 98 und lle 139 liegen im gleichen Bereich. Eynanterscheiden sich hier die Populationen,
die sich zwischen 50 und 77 % befinden und audht men der Temperatur abhéangig sind. Hier
kdnnte vermutet werden, dass die Daten aufgruridrider Dispersion bei 37 °C und einer nur
geringen Dispersion bei 25 °C stark fehlerbehaited.

Sobald ein Protease Inhibitor anwesend war, verémgeh die Dynamik im System drastisch.
Sowohl bei dem WNV-Inhibitor als auch bei Aprotirkionnten keine bzw. nur sehr geringe
Dispersionen beobachtet werden. Die Ergebnissar&immit denen von Su et al. Uberein, das
eine Bindung der Inhibitoren die geschlossene Kion&tion stabilisiert und kein bzw. nur ein
sehr geringer Austausch zwischen der offenen ursthiessenen Konformation stattfinden
kann (Su, Ozawa et al. 2009). Auch zeigen die Dsipesprofile, dass bei der Bindung von
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Aprotinin, im Gegensatz zu der Bindung des WNV-hitaors, noch geringe Dispersionen zu
beobachten sind. Es kdnnte also vermutet werdess di# Bindung des WNV-Inhibitors die
geschlossene Konformation besser stabilisiert,dasBindung von Aprotinin. Dabei ist die
Bindungsaffinitat von Aprotinin starker als die voMNV-Inhibitor. Dies zeigt, wie wichtig
Untersuchungen zur Dynamik bei der Entwicklung irwibitoren sind.

Die hier durchgefihrten Experimente legen eine g@eundlage fir die genauere
Charakterisierung von Inhibitoren der WNV-Proteasech kdnnten diese Experimente fur die
Entwicklung von Inhibitoren, die eine Konformati@émslerung in den geschlossenen Zustand
unterbinden, von grof3em Interesse sein.

lle 68*

NS2B \ ® , ﬁ] NS3

Achrr (S-l)
g I 60 - 100
20 - 60
o-20
P <0, keine Daten

z ~7

Abbildung 4.4 | Ergebnisse der CPMG-Relaxations-Diggrsions Experimente der WNV-Protease ohne
Inhibitor. Gezeigt ist die Kristallstruktur der WNV-Proteasedffener Konformation (PDB ID: 2GGV) (Aleshin,
Shiryaev et al. 2007). In dunkelgrau ist die NS2Bd in hellgrau die NS3-Doméne dargestellt. Zugitzind die
Isoleucine mit ders1-Methylgruppen als Kugel gezeigt sowie die Positangegeben. Farblich markiert ist die
Abstufung denA\R,-Werte (R (vso 1y) - RS (Vs0 1)) gemessen bei 288 K mit einer Feldstarke vonNBR.
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4.7 Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden zwei Systeme genauer untéts Zum einen die humane Blutgruppe B
Galactosyltransferase und zum anderen die WestiNis Protease. Bei der GTB konnten neue
Erkenntnisse  Uber  Bindungsvorgange von  SubstrateSubstratanaloga  sowie
Glycosyltransferase Inhibitoren gewonnen werdenséailich konnten erste Studien zur
Dynamik im System durchgefiihrt werden und somit eeiGrundlage fir weitere
Untersuchungen der Dynamik und Aufklarung des noohekannten Katalysemechanismus
geschaffen werden. Bei der WNV-Protease wurde dieabikanderung bei Bindung von
Inhibitoren genauer beleuchtet und bereitet daméreWeg fiir eine bessere Charakterisierung
sowie die Entwicklung von neuen Inhibitoren.

ITC-Experimente lieferten neue thermodynamischeeB®aiber die Bindung von Donor- und
Akzeptorsubstraten sowie Substratanaloga an die .GVBrvollstandigt wurden die
Bindungsparameter mit SPR-Experimenten. Es konestabigt werden, dass bei der Bindung
an die GTB ein kooperativer Effekt zwischen Donond Akzeptorsubstrat vorliegt. Auch
konnten neue Erkenntnisse Uber die Substrats@gzif@wonnen werden. Obwohl die Bindung
des natdrlichen Substrats UDP-Gal und des Substiaga UDP-Glc eine vergleichbare
Affinitat aufweisen, konnte hier gezeigt werden,ssladeutliche Unterschiede in den
entropischen sowie enthalpischen Beitrdgen vorhrasthel. Diese Unterschiede kdnnten sich in
den Bewegungen des internen Loops sowie des fexiGl Terminus, die sich bei Bindung der
Substrate schlieBen, widerspiegeln. Daher ist as gr@l3em Interesse, neben den bereits
vorhandenen Kristallstrukturen, weitere dynamisBlagameter zu erheben. Hierbei bietet die
NMR-Spektroskopie die Méglichkeit Bewegungen im @&eh von Pikosekunden bis Sekunden
zu untersuchen (Kempf and Loria 2003; Mittermaisdt &ay 2006; Kleckner and Foster 2011).
Jedoch kénnten auch andere Methoden, wie unterremdelie Fluoreszenzspektroskopie
(Michalet, Weiss et al. 2006; Myong, Stevens e2806), aber auch spezielle Methoden der
Kristallographie (Bourgeois and Royant 2005) verdetrwerden.

Neben Untersuchungen der Substrate und Substraggndionnen auch Inhibitoren hilfreiche
Informationen zum Mechanismus der Glycosyltransfenaliefern. In dieser Arbeit wurde ein
Inhibitor, der aus einem Screening gegen die Alabptdungsstelle der GTB identifizierte
wurde, genauer charakterisiert. SPR- sowie STD-NBARerimente zeigten, dass der Inhibitor
neben der Akzeptorbindungsstelle auch die Donotlrigdstelle blockiert und spezifisch gegen
die Blutgruppen Glycosyltransferasen wirkt. Auchkte gezeigt werden, dass der Inhibitor
bevorzugt die GTB bindet. Dabei spielt die Binduagshe eine gro3e Rolle bei der Selektivitat
des Inhibitors, insbesondere der Aminosaurerest Pasition 266, der auch fir die
Diskriminierung zwischen UDP-Gal und UDP-GalNAc [6&TB und GTA verantwortlich ist.
Der hier untersuchte Inhibitor ist demnach ein weetprechender Vorlaufer fir die
Entwicklung weiterer spezifischer Inhibitoren, dmuséatzlich auch zu einem besseren
Verstandnis des Reaktionsmechanismus fihren kénnten

Aufgrund von vorliegenden kinetischen Daten, koreabdgenommen werden, dass der fir die
Konformationsanderungen relevante Zeitbereich deffB Gbei Mikrosekunden bis
Millisekunden liegt. Daher sollten Relaxations-Bisgions-Messungen durchgefiihrt werden,
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die speziell diesen Bereich von dynamischen Preressfassen (Kempf and Loria 2003;
Palmer, Grey et al. 2005; Loria, Berlow et al. 2088eckner and Foster 2011). Fur die
Messungen sollte eine Signalzuordnung mit Hilfe Joipelresonanzspektren erfolgen. Daflr
wurde durch Verwendung eines neuen Protokolls fér Rfoteinbiosynthese, der Grad der
Deuterierung der GTB, im Vergleich zu vorherigen limstitut durchgefiihrten Experimenten,
deutlich verbessert. Auch wurden hohere Konzeotmati der NMR-Probe eingesetzt. Jedoch
konnte auch mit dieser Optimierung, lediglich eifigordnung von sechs Aminoséaureresten
erfolgen. Da diese sich weit entfernt vom aktivem#@um und nicht in den flexiblen Bereichen
der GTB befinden, wird diese Zuordnung keine weiteinformationen zur Dynamik liefern.
Titrationsexperimente mit UDP zeigten, welche koemph Veranderungen die Bindung von
UDP in GTB hervorruft. Allerdings konnten bei deachs zugeordneten Aminosaureresten
keine Verschiebung der Signale beobachtet werden. Wwekitere Informationen Uber die
Dynamik zu erhalten, wurden hier erstmals dlieMethylgruppen der Isoleucine selektiv
13CH,, in einem ansonsten deuterierten Protein, markidese Methode eignet sich besonders
fur grof3e Proteine, da die Anzahl der Signale ddutkduziert wird und somit das Problem der
Signaluberlagerung minimiert wird und zusatzlica 8ensitivitat aufgrund der drei Protonen in
den Methylgruppen deutlich erhéht ist. Mit CPMG-&eltions-Dispersions Messungen konnte
gezeigt werden, dass sich die Dynamik des intebio@ps bei Substratbindung einer deutlichen
Verédnderung unterzieht. Die Bindung von UDP vertamgt die Loopbewegung und gibt
dadurch einen Hinweis auf das Vorhandensein uritexdlicher Konformationen. Im restlichen
Protein konnten jedoch keine Verdnderungen der Diinaurch Substratbindung beobachtet
werden. Es wurde vermutet, dass die Bewegungsvoeghier deutlich schneller sind, als sie
mit CPMG-Relaxations-Dispersions Experimenten massind. Fir weitere Untersuchungen
sollten Bewegungen im niedrigen Mikrosekundenbérgemessenen werden. Hierflr eigenen
sich zum Beispielotating frame Relaxations-Dispersions-Messungen (Kleckner anstefo
2011; Vallurupalli, Bouvignies et al. 2011). Zudiz geben Messungen der Relaxationsraten
Auskunft Gber Bewegungen im Piko- bis Nanosekundegibh. Da sich fur die CPMG-
Relaxations-Dispersions Messungen die selektiv imgdn Methylgruppen der Isoleucine sehr
gut geeignet haben, sollten auch diese Experiméateit durchgefihrt werden. Um einen
grolReren Bereich der GTB abzudecken, sollten Ziddtweitere Methylgruppen, wie zum
Beispiel die der Alanin-, Leucin-, Valin- sowie Nidninseitenketten untersucht werden.

Da die Markierung des1l-Methylgruppen der Isoleucine und auch die Messorder CPMG-
Relaxations-Dispersions Experimente bei der GTBlgréich waren, wurde auch die Dynamik
der WNV-Protease auf diese Weise untersucht. Hi&doante gezeigt werden, dass sich die C-
terminale Doméne von NS2B in Losung mit einer Austhrate im mittleren
Mikrosekundenbereich zwischen einer offenen unéregeschlossenen Konformation bewegt
und diese durch senken der Temperatur, verlangsande. Diese Ergebnisse sind vergleichbar
mit denen von Su et al.,, die gezeigt haben, dash ahne Inhibitor hauptsachlich die
geschlossene Konformation vorliegt. Die Bindung Wmbitoren stabilisierte die geschlossene
Konformation und es konnte kein Austausch im Mikbis Millisekundenbereich zwischen
offener und geschlossener Konformation mehr bedbackerden. Die hier durchgefihrten
Experimente legen eine gute Grundlage fir die gemaharakterisierung von Inhibitoren.
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Auch sind die Informationen, die durch Dynamikmeggn erhalten wurden, sehr hilfreich fur
die Entwicklung neuer Inhibitoren, die eine Konfatmnsanderung von den offenen in den
geschlossenen Zustand unterbinden.

Aus den beiden hier untersuchten System wird etkehn wie wichtig es ist, nicht nur
Informationen Uber Struktur und Bindungsaffinititemu erheben, sondern auch
thermodynamische Parameter sowie InformationerDgymamik. Dadurch ist es méglich, neue
Erkenntnisse, wie bei der GTB Uber die Funktionseeades katalytischen Mechanismus zu
erhalten oder bei der WNV-Protease weitere Infoionahn tUber mégliche Inhibitionsarten, die
sich nicht nur auf kompetitive Inhibierung des ati Zentrums und auf die Verdrangung des
Substrats beziehen, sondern auf einer Stabiligieder inaktiven Konformation beruhen. In
dieser Arbeit konnten wesentliche neue Grundlagdegy werden, die neue Wege flur weitere
Untersuchungen bereiten.
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6 Anhang

6.1 Materialien

6.1.1 Chemikalien

Tabelle 6.1 | Verwendete Chemikalien.

Substanz Hersteller
[4-(carbamimidoylsulfanylmethyl)-2,5-dimethylphehyl Maybridge
methylsulfanylmethanimidamide (WNV-Inhibitor)
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) &iore
2-Keto-43C-butyrat CortecNet
2-Mercaptoethanol Sigma Aldrich
2-Mercaptoethanol{98 % D) Euriso-Top
2-Propanol Merck, Roth

3AD (a-L-Fuc-(1,2)$-D-3-amino-3-deoxy-Gal-O-methyl)
3DD (a-L-Fucp-(1,2)$-D-(3-desoxy)-Gal-(1,0)-(CH),CHa)

3-Phenyl-5-(piperazin-1-yl)-1,2,4-thiadiazol (Fragm38Z)

Ammoniumchlorid *NH,CI, 99 %*N)
Ammoniumchlorid (NHCI)
Ammoniumpersulfat

Ampicillin Natriumsalz

Aprotinin

Bis-Tris

Bis-Tris-dig (98 % D)

Bovines Serumalbumin, Fraktion V, pH7

Bradford-Reagenz Bio-Rad Protein Assay Farbstoff-Kotmaen

Bromphenolblau

Calciumchlorid-Dihydrat (CaGl- 2H,0)
Casaminosauren, Caseinhydrolysat
Cholinchlorid

Cobaltclorid-Hexahydrat (Cogl 6H,0)
D-Biotin

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

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

D-Glucose (98 % u-13C6, 1,2,3,4,5,6,6 D7)
di-Natriumhydrogenphosphat (b4POy)
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (PO, - H,0)
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Maybridge
Cambridge Isotope Laboratories
ICN Biomedicals, Merck
Sigma Aldrich
Gerbu
Sigma Aldrich
Fluka
Cambridge Isotope Laboratories,
Euriso-Top

Serva
Bio-Rad
Sigma
Merck, Sigma Aldrich
Merck
Fluka
Merck
Sigma Aldrich
Eurisio-Top, CortecNet

Eurisio-Top

Merck
Euriso-Top

Euriso-Top
Merck
Merck



Anhang

D-Pantothenséaure Hemicalciumsalz

DTT

Dysprosiumchlorid (DyG)
Dysprosiumchlorid-Hexahydrat (Dyg&l 6H,0)
Eco E. coli OD 2 CDN

Eco E. coli OD 2 DN

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (Titrierkomplex III)

Eisenchlorid-Hexahydrat (Fe{| 6H0)
Ethanol, absolut

Ethanol, vergallt

Ethanolaminhydrochlorid

Folsaure

Gadoliniumchlorid (GdG)
Gadoliniumchlorid-Hexahydrat (Gdg&d 6H,0)
Gel Code® Blue Stain Reagent

Glycerin

Glycin

Harnstoff

H-Dis-O-**CH,

H-Dis-octyl

Hefeextrakt

Imidazol

IPTG (IsopropylB-D-1-thiogalactopyranosid)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KiRO,)
Lanthanchlorid (LaG)
Lanthanchlorid-Heptaydrat (Lag! 7H,0)
Magensiumchlorid-Hexahydrat (MgCl 6H,0)
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (Mge©7H,0)
Manganchlorid-Tetrahydrat (Mn&l 4H,0)
Methanol

MOPS

myo-Inositol

Natriumazid (Naly)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat (N#0, - 2H0)

Natriumhydroxid (NaOH)
NeutrAvidin®
N-Hydrosysuccinimid (NHS)
Nicotinamid

Proteaseinhibitortabletten, cOmplete, EDTA-free

Proteinstandard Bovines Gammaglobulin

Proteinstandard SDS-PAGE Molecular Weight Standd&dsad Range

Pyridoxalhydrochlorid
Riboflavin

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

Sigma Aldrich
Gerbu
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Silantes
Silantes
Rbt
Merck
Roth
Biifa Chemikalien
Biacore
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Pierce
Roth
Merck, Sigma
Gerbu
W. Hellebrandt (Institut fir Chemie)
W. Hellebrandt (Institut fir Chemie)
Roth, Serva
Fluka
Gerbu
Merck, Sigma Aldrich, Fluka
Merck, Roth
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck
Merck
Sigma Aldrich
Merck
Gerbu
Sigma Aldrich
Merck
Roth, Merck
Merk
Merck
Pierce
Biacore
Sigma Aldrich
Roch
Pierce
Bio-Rad
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Roth
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SDS

SP-Sepharose TM Fast Flow
Szinti Mix Aquasafe 800
TEMED

Thiaminhydrohlorid

Tris/HCI

Trypton

TSP-d, Natriumsalz (98 % D)
UDP Dinatriumsalz
UDP-GalNAc Dinatriumsalz
UDP-Glc
UDP-Hexanolamin-Sepharose

UDP-u#C-Gal Lithiumsalz
UDP-u*C-GalNAc Lithiumsalz
UDP-u-D-Gal Dinatriumsalz

Serva, Sigma Aldrich
GE Healthcare
Zinsser Analytik
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Roth, Merck
Roth

Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Prof. Dr. M. M. Palcic, Kopenhagen,
Déanemark / W. Hellebrandt (Institut fur

Chemie)
Amersham Biosciences

ARC

Prof. Dr. B. Ernst, Basel, Schweiz

UMP Dinatriumsalz Fluka

Uridin Fluka

Vitamin B12 (Cyanocabalamin) Sigma Aldrich
Ytterbiumchlorid (YbC§) Sigma Aldrich
Ytterbiumchlorid-Hexahydrat (Ybgl 6H,0) Sigma Aldrich

6.1.2 Gebrauchsmaterialien

Name Hersteller
Dialysekassetten, Slide-A-Lyzer, 10 kDa Thermo Stifie
Dialyseschlauch, SnakeSkin® Pleated, 10 kDa TheSnientific, Pierce
Filtereinheit, Steritoﬂ"-GP, 500 ml, 0,22 pm Millipore
Filtereinheit, Flow Bottle Top Filter, aPES Membr& um Thermo Scientific
Kandlen, steril B/Braun

Kuvetten, Einmal-Viereck- Sarstedt
Mikrotestplatten, 96 Vertiefungen, flach Roth
NMR-R6hrchen, 3 mm fir Bruker MatchTM System Hilgergoe
NMR-R6hrchen, 5 mm Whigemie fir D20, Bruker Shigemi
pH-Universalindikatorpapier Merck

QlAprep Spin Miniprep Kit Qiagen

QuickChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit
Sensor Chip CM5

Sep-Pak® Vac RC (100 mg) C18-Cartridges
Spritzen, steril

Spritzenfilter, Millex®-GB, steril, PVDF, 0,22 pm
Spritzenfilter, Rotilabo®, steril, CME, 0,22 pm
Spritzentilter, Rotilabo®, unsteril, CME, 0,8 um
Szintillationsflaschen mit Deckel, PE, 20 ml
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Zentrifugen-Filtereinheit, Amicon® Ultra-4, 10 kDa
Zentrifugen-Filtereinheit, Vivaspin 15R, 10 kDa

Millipore

sails stedium biotech

6.1.3 Geridte

Gerat

Hersteller

AKTA purifier 10: CU-950, Frac-950, Mixer M-925, Mdnr UV-900, Monitor
pH/C-900, Pump P-903, Valve INV-907, Valve PV-908
Autoklav 3850 ELV

Autoklav Laboklav MSV 55

Biacore 3000

Bradford-Reagenz Bio-Rad Protein Assay Farbstoff-Kotmaen
Detektor Uvicord SlI

Elektroporator Gene Pulser Il

Flussigkeitsszintillationszahler Wallac 1409
Fraktionssammler SuperFracTM

French Press Cell Disrupter: French-Pressure CedsPFeench Pressure Cell
40K, rapid Fill Kit

Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-2 LD plus
Gefriertrocknungsanlage BETA A

Geltrockner Model 543

Glasfritte P3

Glasfritte P4

HiLoad 26/600 Superdex TM 75 pepgrade

Inkubator Innova 4330 Refridgerated Incubator Shaker
Inkubator Orbital Shaker Model 420

iTCu0

MRX Microplate Reader

NMR-Spektrometer Bruker Avance DRX-500/AVIII-500 rii€CI-
Kryoprobenkopf (Liibeck), SampleXpress

NMR-Spektrometer Bruker Avance 1l 600 mit TCI-Kryopenkopf (Frankfurt)

NMR-Spektrometer Bruker Avance 111 950 mit TCI-Kryafrenkopf (Frankfurt)

NMR-Spketrometer Bruker Avance | 700 mit TXI-Kryopenkopf (Hamburg)

Orbitalschuttler IKA KS 125 basic
Pumpe Econo Pumpe
Reinstwassersystem RS 90-4/UF

Saule XK 15/20 + Adapter

Saule XK 26/40 + Adapter

Saulen Econo-Column® + Flow Adaptor
Schreiber Rec 112, Rec 102
SDS-PAGE-Zubehér Mini-PROTEAN® 3

GE Healthcare

tuttnauer Systec
SHP Steriltechnik AG
Biacore
Bio-Rad
Pharmacia Biotech
Bio-Rad

Wallac
Pharmacia Biotech
Thermo IEC

Christ
Christ
Bio-Rad

GE Healthcare Life Science
New Brunswick Scientific
Forma Scientific

MicroCal

Dynex Technologies

Bruker

Bruker

Bruker

Bruker

IKA Labortechnik
Bio-Rad

SG Wasseraufbereitung und
Regenerierstation GmbH
Pharmacia Biotech

Pharmacia Biotech
Bio-Rad
Pharmacia Biotech
Bio-Rad
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Protein Praparation

Spannungsquelle Power Pac 300
Spektralphotometer MRX TC
Spektralphotometer NanoDrop ND-1000
Spektralphotometer V550 UV/VIS
TGradient

Thermomixer 5436

Thermomixer comfort

Thermomixer Thermostat 5320
Thermomixer Thermostat plus
Vakuum-Controlller B161
Vakuumkammer BAKER spe-12G
Vakuumpumpe Duo 5

Waage KERN BA BC 200

Waage KERN PCB 1000-2

Waage Microwaage MC 210 S
Zentrifuge 5415 D

Zentrifuge Heraeus Pico 17

Zentrifuge MiniSpin

Zentrifuge Optim&" LE-80K

Zentrifuge Sorvall RC 5B Plus, Rotor GS3, Rotor SA 600

Bio-Rad

Dynex Tehcnologies
peqglab

Jasco

Biometra
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Buchi

J. T. Baker
Pfeiffer Vakuum
Kern

Kern

Sartorius
Eppendorf
Thermo Scientific
Eppendorf
Beckmann Coulter

Du Pont

6.2 Protein Praparation

6.2.1 Mutageneseprimer

GTB I123V

*

Forward: 5' CGTCGTATGGAAATGGTCAGCGACTTCTGCG 3
Reverse: 5' CGCAGAAGTCGCTGACCATTTCCATACGACG 3
GC content: 54.84%
Melting temp: 79.3°C Mismatched bases:
Length: 31 bp Mutation: Substit

5' flanking region: 15 bp Forward primer MW
3' flanking region: 15 bp Reverse primer MW

Location: 391-421

GTB I192V

*

Forward: 5' CGTCGTATGGAAATGGTCAGCGACTTCTGCG 3'
Reverse: 5' CGCAGAAGTCGCTGACCATTTCCATACGACG 3
*
GC content: 54.84%
Melting temp: 79.3°C

Location: 391-421
Mismatched bases:
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Length: 31 bp Mutation: Substit ution
5' flanking region: 15 bp Forward primer MW 1 9567.31 Da
3' flanking region: 15 bp Reverse primer MW 1 9465.27 Da

6.2.2 Sequenzierungsergebnis

Angegeben sind die Sequenzierungsergebnisse dehtgéen Mutagenese GTB 1123V und
GTB 1192V:

-10GTB AAAGACGTTCTGGTTGTTACCCCGTGGCTGGCTCCGATCGTTTGGGAAGGCACCTTCAAC 60
GTBI192V AAAGACGTTCTGGTTGTTACCCCGTGGCTGGCTCGATCGTTTGGGAAGGCACCTTCAAC 60
GTBI123V AAAGACGTTCTGGTTGTTACCCCGTGGCTGGCTCGATCGTTTGGGAAGGCACCTTCAAC 60

-10GTB ATCGATATCCTGAACGAACAGTTCCGTCTGCAAAA CACCACCATCGGTCTGACCGTTTTC 120
GTBI192V ATCGATATCCTGAACGAACAGTTCCGTCTGCAAAACACCACCATCGGTCTGACCGTTTTC 120
GTBI123V ATCGATATCCTGAACGAACAGTTCCGTCTGCAAAACACCACCATCGGTCTGACCGTTTTC 120

-10GTB GCTATCAAAAAATACGTTGCTTTCCTGAAACTGTT CCTGGAAACTGCTGAAAAACACTTC 180
GTBI192V GCTATCAAAAAATACGTTGCTTTCCTGAAACTGTTCCTGGAAACTGCTGAAAAACACTTC 180
GTBI123V GCTGTCAAAAAATACGTTGCTTTCCTGAAACTGTTCCTGGAAACTGCTGAAAAACACTTC 180

*kk

-10GTB ATGGTTGGTCACCGTGTTCACTACTACGTTTTCAC CGACCAGCCGGCCGCGGTTCCGCGT 240
GTBI192V ATGGTTGGTCACCGTGTTCACTACTACGTTTTCACCGACCAGCCGGCCGCGGTTCCGCGT 240
GTBI123V ATGGTTGGTCACCGTGTTCACTACTACGTTTTCACCGACCAGCCGGCCGCGGTTCCGCGT 240

-10GTB GTTACCCTGGGCACCGGTCGTCAACTGTCCGTTCTGGAAGTGGGCGCCTACAAACGTTGG 300
GTBI192V GTTACCCTGGGCACCGGTCGTCAACTGTCCGTTCEGAAGTGGGCGCCTACAAACGTTGG 300
GTBI123V GTTACCCTGGGCACCGGTCGTCAACTGTCCGTTCEGAAGTGGGCGCCTACAAACGTTGG 300

-10GTB CAGGACGTTTCCATGCGTCGTATGGAAATGATCAGCGACTTCTGCGAACGTCGTTTCCTG 360
GTBI192V CAGGACGTTTCCATGCGTCGTATGGAAATGGTCAGGACTTCTGCGAACGTCGTTTCCTG 360
GTBI123V CAGGACGTTTCCATGCGTCGTATGGAAATGATCAGGACTTCTGCGAACGTCGTTTCCTG 360

*kkk

-10GTB TCCGAAGTTGACTACCTGGTTTGCGTTGACGTTGACATGGAGTTCCGTGACCACGTTGGT 420
GTBI192V TCCGAAGTTGACTACCTGGTTTGCGTTGACGTTGAEATGGAGTTCCGTGACCACGTTGGT 420
GTBI123V TCCGAAGTTGACTACCTGGTTTGCGTTGACGTTGAEATGGAGTTCCGTGACCACGTTGGT 420

-10GTB GTTGAAATCCTGACCCCGCTGTTCGGTACCCTGCACCCGAGCTTCTACGGTTCCTCCCGT 480
GTBI192V GTTGAAATCCTGACCCCGCTGTTCGGTACCCTGCBCCGAGCTTCTACGGTTCCTCCCGT 480
GTBI123V GTTGAAATCCTGACCCCGCTGTTCGGTACCCTGCBCCGAGCTTCTACGGTTCCTCCCGT 480

-10GTB GAAGCATTCACCTACGAACGTCGTCCGCAGTCCCAGGCCTACATCCCGAAAGACGAAGGT 540
GTBI192V GAAGCATTCACCTACGAACGTCGTCCGCAGTCCCAGCCTACATCCCGAAAGACGAAGGT 540
GTBI123V GAAGCATTCACCTACGAACGTCGTCCGCAGTCCCAGCCTACATCCCGAAAGACGAAGGT 540

-10GTB GACTTCTACTACATGGGCGCCTTCTTCGGTGGTTCCGTTCAGGAAGTTCAGCGTCTGACC 600
GTBI192V GACTTCTACTACATGGGCGCCTTCTTCGGTGGTTCGTTCAGGAAGTTCAGCGTCTGACC 600
GTBI123V GACTTCTACTACATGGGCGCCTTCTTCGGTGGTTCGTTCAGGAAGTTCAGCGTCTGACC 600

-10GTB CGTGCATGCCACCAGGCTATGATGGTTGACCAGGEGAACGGTATCGAAGCTGTTTGGCAC 660
GTBI192V CGTGCATGCCACCAGGCTATGATGGTTGACCAGGBEAACGGTATCGAAGCTGTTTGGCAC 660
GTBI123V CGTGCATGCCACCAGGCTATGATGGTTGACCAGGBEAACGGTATCGAAGCTGTTTGGCAC 660

-10GTB GACGAATCCCACCTGAACAAATACCTGCTGCGTCACAAACCGACCAAAGTTCTGTCCCCG 720
GTBI192V GACGAATCCCACCTGAACAAATACCTGCTGCGTCBAAACCGACCAAAGTTCTGTCCCCG 720
GTBI123V GACGAATCCCACCTGAACAAATACCTGCTGCGTCBAAACCGACCAAAGTTCTGTCCCCG 720
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NMR-Pulsprogramme

-10GTB GAATACCTGTGGGACCAGCAACTGCTGGGTTGGCGGCTGTTCTGCGTAAACTGCGTTTC 780
GTBI192V GAATACCTGTGGGACCAGCAACTGCTGGGTTGGERGCTGTTCTGCGTAAACTGCGTTTC 780
GTBI123V GAATACCTGTGGGACCAGCAACTGCTGGGTTGGEERGCTGTTCTGCGTAAACTGCGTTTC 780

-10GTB ACTGCAGTTCCGAAAAACCACCAGGCTGTTCGTAACCCG 819
GTBI192V ACTGCAGTTCCGAAAAACCACCAGGCTGTTCGTARCCG 819
GTBI123V ACTGCAGTTCCGAAAAACCACCAGGCTGTTCGTARCCG 819

*kkk

6.3 NMR-Pulsprogramme

Es sind jeweils die verwendeten NMR-Pulsprogramnmgegeben die sich nicht im
Standardkatalog von Bruker befinden.

b_trosyetf3gpsi.tb

;b_trosyetf3gpsi.th

;modifiziert am 15. November 2012, T.Biet

;avance-version (10/02/12)

;best-TROSY

;2D H-1/X correlation via TROSY

; using sensitivity improvement

;phase sensitive using Echo/Antiecho gradient selec tion
;using f3 - channel

;uncompensated version d25=d26

;(use parameterset B_TROSYETF3GPSI)

;(E. Lescop, P. Schanda & B. Brutscher,

;J. Magn. Reson. 187 163-169 (2007))

;(T. Schulte-Herbrueggen & O.W. Sorensen, J. Magn. Reson. 144,
;123 - 128 (2000))

;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

prosol relations=<triple>
#include <Avance.incl>

#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

define list<gradient> EA3 = { 1.0000 0.8750 }
define list<gradient> EA5 = { 0.6667 1.0000 }
define list<gradient> EA7 = { 1.0000 0.6595 }

"p22=p21*2"
"d11=30m"

"d25=2.7m"
"d26=2.7m"

"p29=300u"

"d0=3u"

"in0=inf1/2"

"DELTA1=026-p29-d16-p4l*cnstd1-p42+cnstd0”
"DELTAG6=025-p29-d16-larger(p22,p42)/2"
"DELTA7=026-p16-d16-p42/2"
"DELTA8=p43*cnstd4-de"

# ifdef LABEL_CN

"DELTA=d0*2+p8+p21*4/3.1416"
# else
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"DELTA=d0*2+p21*4/3.1416"
# endif *LABEL_CN*/

"spoff13=bf2*(cnst26/1000000)-02"

“spoff25=bf1*(cnst19/1000000)-01"
“spoff26=bf1*(cnst19/1000000)-01"
"spoff27=bf1*(cnst19/1000000)-01"
“spoff28=bf1*(cnst19/1000000)-01"
"spoff29=bf1*(cnst19/1000000)-01"

"acqt0=0"
baseopt_echo

1d11 ze
2d11
3d1 pli:fl
50u UNBLKGRAD

(p41:sp25 ph3)

p29:gpl

d16

DELTA1

(center (p42:sp26 ph2) (p22 ph1):f3)
DELTA1

p29:gpl

d16

(p41:sp27 ph2):fl

p16:gp2
d16

(p21 ph5):f3
do

# ifdef LABEL_CN
(p8:sp13 phl):f2

# else

# endif *LABEL_CN*/

do
(p22 ph1):f3
DELTA

p16:gp3*EA3
d16

(p43:sp28 ph6)

p29:gp4

d16

DELTA6

(center (p42:sp26 ph2) (p22 ph2):f3)
DELTA6

p29:gp4

d16

(p43:sp29 phl)

p16:gp5*EAS
di6

(p21 ph1):f3

p16:gp6

d16

DELTA7 plO:f1

(center (p42:sp26 ph2) (p22 ph2):f3)
DELTA7

p16:gp6

d16 pl1:fl

(p21 ph7:r):f3

p16:gp7*EA7
d16

DELTAS8

4u BLKGRAD

go=2 ph31
d11 mc #0 to 2
F1EA(calgrad(EA3) & calgrad(EA5) & calgrad(EA7
caldel(dO, +in0) & calph(ph5, +180) & calph(ph31, +
exit

180))

) & calph(ph6,

+180) & calph(ph7,

+180),
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ph1=0
ph2=1
ph3=2
ph4=3
ph5=0 2
ph6=1
ph7=1
ph31=0 2

;pl0 : OW

;pI1 : f1 channel - power level for pulse (default)

;pI3 : f3 channel - power level for pulse (default)
;sp13: f2 channel - shaped pulse 180 degree (Ca and
;Sp25: f1 channel - shaped pulse 90 degree (Pc9_4_
;Sp26: f1 channel - shaped pulse 180 degree (Reburp
;sp27: f1 channel - shaped pulse 90 degree (Pc9_4_
; for time reversed pulse

;Sp28: f1 channel - shaped pulse 90 degree (Eburp2
;Sp29: f1 channel - shaped pulse 90 degree (Eburp2
; for time reversed pulse

;p16: homospoil/gradient pulse

;p21: f3 channel - 90 degree high power pulse

;p22: f3 channel - 180 degree high power pulse

;p8 : f2 channel - 180 degree shaped pulse for inve
;p29: gradient pulse 3

;p41: f1 channel - 90 degree shaped pulse for exci

; Pc9_4_90.1000 (2
;p42: f1 channel - 180 degree shaped pulse for refo
; Reburp.1000 @

;p43: f1 channel - 90 degree shaped pulse for exci
; Eburp2.1000/Eburp2tr.1000 (1

;d0 : incremented delay (F1)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d11: delay for disk 1/0

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

:d25: 1/(4J'(NH)

:d26: 1/(4J(NH)

;enst19: H(N) chemical shift (offset, in ppm)
;cnst26: Call chemical shift (offset, in ppm)

;cnst40: compensation of chemical shift evolution d
; Reburp.1000: 0.5

; compensate to the extend the other dela
;enst41: compensation of chemical shift evolution d
; Pc9_4 90.1000: 0.529

;cnst44: compensation of chemical shift evolution d
; Eburp2.1000: 0.69

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

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

;nd0: 2

iNS:2*n

;DS: >=16

;td1: number of experiments in F1

;FNMODE: echo-antiecho in F1

;for z-only gradients:
;,apzl: 2%

,9pz2: 21%

;,gpz3: -80%

;,gpz4: 5%

;,9pz5: 30%

,gpz6: 45%

;,gpz7: 30.13%

;use gradient files:
;gpnaml: SMSQ10.32
;gpnam2: SMSQ10.100
;gpnam3: SMSQ10.100
;gpnam4: SMSQ10.32
;gpnam5: SMSQ10.100
;gpnam6: SMSQ10.100
;gpnam?7: SMSQ10.100

;Processing

:PHCO(F1): 45.0
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metr_hmqcph.tb

;b_trosyetf3gpsi.tb

:modifiziert am 15. November 2012, T.Biet

;avance-version (10/02/12)

;best-TROSY

;2D H-1/X correlation via TROSY

; using sensitivity improvement

;phase sensitive using Echo/Antiecho gradient selec tion
;using f3 - channel

;uncompensated version d25=d26

;(use parameterset B_TROSYETF3GPSI)

;(E. Lescop, P. Schanda & B. Brutscher,
J. Magn. Reson. 187 163-169 (2007))

;(T. Schulte-Herbrueggen & O.W. Sorensen, J. Magn. Reson. 144,
123 - 128 (2000))

;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

prosol relations=<triple>

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

define list<gradient> EA3 = { 1.0000 0.8750 }
define list<gradient> EA5 = { 0.6667 1.0000 }
define list<gradient> EA7 = { 1.0000 0.6595 }

"p22=p21*2"
"d11=30m"

"d25=2.7m"
"d26=2.7m"

"p29=300u"

"do=3u"

"in0=inf1/2"

"DELTA1=d26-p29-d16-p41*cnstd1-p42+cnstd0”
"DELTA6=d25-p29-d16-larger(p22,p42)/2"
"DELTA7=d26-p16-d16-p42/2"
"DELTA8=p43*cnst44-de"

# ifdef LABEL_CN
"DELTA=d0*2+p8+p21*4/3.1416"
# else
"DELTA=d0*2+p21*4/3.1416"

# endif *LABEL_CN*/

"spoff13=bf2*(cnst26/1000000)-02"

“spoff25=bf1*(cnst19/1000000)-01"
“spoff26=bf1*(cnst19/1000000)-01"
“spoff27=bf1*(cnst19/1000000)-01"
“spoff28=bf1*(cnst19/1000000)-01"
"spoff29=bf1*(cnst19/1000000)-01"

"acqt0=0"
baseopt_echo

1d11 ze
2d11
3d1 pli:fl
50u UNBLKGRAD

(p41:sp25 ph3)
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p29:gpl

d16

DELTA1

(center (p42:sp26 ph2) (p22 ph1):f3)
DELTA1

p29:gpl

d16

(p41:sp27 ph2):fl

p16:gp2
d16

(p21 ph5):f3
do

# ifdef LABEL_CN
(p8:sp13 phl):f2

# else

# endif *LABEL_CN*/

do
(p22 ph1):f3
DELTA

p16:gp3*EA3
d16

(p43:sp28 ph6)

p29:gp4

d16

DELTA6

(center (p42:sp26 ph2) (p22 ph2):f3)
DELTA6

p29:gp4

d16

(p43:sp29 phl)

p16:gp5*EAS
d16

(p21 ph1):f3

p16:gp6

dié

DELTA7 plO:fl

(center (p42:sp26 ph2) (p22 ph2):f3)
DELTA7

p16:gp6

d16 pl1:f1

(p21 ph7:r):f3

p16:gp7*EA7
d16

DELTAS8

4u BLKGRAD

go=2 ph31
d11 mc #0 to 2
F1EA(calgrad(EA3) & calgrad(EA5) & calgrad(EA7
caldel(dO, +in0) & calph(ph5, +180) & calph(ph31, +
exit

ph1=0
ph2=1
ph3=2
ph4=3
ph5=0 2
ph6=1
ph7=1
ph31=0 2

;pl0 : OW

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)

;pI3 : f3 channel - power level for pulse (default)
;sp13: f2 channel - shaped pulse 180 degree (Ca and
;sp25: f1 channel - shaped pulse 90 degree (Pc9_4_
;Sp26: f1 channel - shaped pulse 180 degree (Reburp
;Sp27: f1 channel - shaped pulse 90 degree (Pc9_4_
; for time reversed pulse

;sp28: f1 channel - shaped pulse 90 degree (Eburp2
;Sp29: f1 channel - shaped pulse 90 degree (Eburp2
; for time reversed pulse

;p16: homospoil/gradient pulse
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;p21: f3 channel - 90 degree high power pulse
;p22: f3 channel - 180 degree high power pulse
;p8 : f2 channel - 180 degree shaped pulse for inve
;p29: gradient pulse 3

;p41: f1 channel - 90 degree shaped pulse for exci

; Pc9_4_90.1000 (2
;p42: f1 channel - 180 degree shaped pulse for refo
; Reburp.1000 @

;p43: f1 channel - 90 degree shaped pulse for exci
; Eburp2.1000/Eburp2tr.1000 (1

;d0 : incremented delay (F1)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d11: delay for disk 1/0

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

:d25: 1/(4J'(NH)

:d26: 1/(4J(NH)

;enst19: H(N) chemical shift (offset, in ppm)
;cnst26: Call chemical shift (offset, in ppm)

;cnst40: compensation of chemical shift evolution d
; Reburp.1000: 0.5

; compensate to the extend the other dela
;enst41: compensation of chemical shift evolution d
; Pc9_4_90.1000: 0.529

;cnst44: compensation of chemical shift evolution d
; Eburp2.1000: 0.69

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

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

;nd0: 2

iNS:2*n

;DS: >=16

;td1: number of experiments in F1

;FNMODE: echo-antiecho in F1

;for z-only gradients:
;,gpzl: 2%

,apz2: 21%

;,gpz3: -80%

;,gpz4: 5%

;,9pz5: 30%

,gpz6: 45%

;,gpz7: 30.13%

;use gradient files:
;gpnaml: SMSQ10.32
;gpnam2: SMSQ10.100
;gpnam3: SMSQ10.100
;gpnam4: SMSQ10.32
;gpnam5: SMSQ10.100
;gpnam6: SMSQ10.100
;gpnam?7: SMSQ10.100

;Processing

:PHCO(F1): 45.0

metr_hmqcph-ILtb

;b_trosyetf3gpsi.tb
;modifiziert am 15. November 2012, T.Biet
;avance-version (10/02/12)
;best-TROSY
;2D H-1/X correlation via TROSY
using sensitivity improvement
;phase sensitive using Echo/Antiecho gradient selec
;using f3 - channel
;uncompensated version d25=d26
;(use parameterset B_TROSYETF3GPSI)

;(E. Lescop, P. Schanda & B. Brutscher,

;J. Magn. Reson. 187 163-169 (2007))

;(T. Schulte-Herbrueggen & O.W. Sorensen, J. Magn.
;123 - 128 (2000))

;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

rsion (adiabatic)
[300 usec]

tation

.2ms)

cussing

.5ms)

tation

.Ams)
[3 usec]

[30 msec]

[2.7 msec]
[2.7 msec]

[101 ppm]
uring p42

ys allow
uring p41

uring p43

tion
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prosol relations=<triple>

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

define list<gradient> EA3 = { 1.0000 0.8750 }
define list<gradient> EA5 = { 0.6667 1.0000 }
define list<gradient> EA7 = { 1.0000 0.6595 }

"p22=p21*2"
"d11=30m"

"d25=2.7m"
"d26=2.7m"

"p29=300u"

"d0=3u"

"in0=inf1/2"

"DELTA1=026-p29-d16-p41*cnstd1-p42+cnstd0”
"DELTA6=025-p29-d16-larger(p22,p42)/2"
"DELTA7=026-p16-d16-p42/2"
"DELTA8=p43*cnstd4-de"

# ifdef LABEL_CN
"DELTA=d0*2+p8+p21*4/3.1416"
# else
"DELTA=d0*2+p21*4/3.1416"

# endif *LABEL_CN*/

"spoff13=bf2*(cnst26/1000000)-02"

"spoff25=bf1*(cnst19/1000000)-01"
"spoff26=bf1*(cnst19/1000000)-01"
"spoff27=bf1*(cnst19/1000000)-01"
"spoff28=bf1*(cnst19/1000000)-01"
"spoff29=bf1*(cnst19/1000000)-01"

"acqt0=0"
baseopt_echo

1d11 ze
2d11
3d1pl1:fl
50u UNBLKGRAD

(p41:sp25 ph3)

p29:gpl

d16

DELTA1

(center (p42:sp26 ph2) (p22 ph1):f3)
DELTA1

p29:gpl

d16

(p41:sp27 ph2):f1

p16:gp2
di16

(p21 ph5):f3
do

# ifdef LABEL_CN
(p8:sp13 ph1):f2

# else

# endif *"LABEL_CN*/

do

(p22 ph1):f3
DELTA

194



Anhang

p16:gp3*EA3
d16

(p43:sp28 ph6)

p29:gp4

d16

DELTA6

(center (p42:sp26 ph2) (p22 ph2):f3)
DELTA6

p29:gp4

di6

(p43:sp29 phl)

p16:gp5*EAS
di16

(p21 ph1):f3

p16:gp6

d16

DELTA7 plO:f1

(center (p42:sp26 ph2) (p22 ph2):f3)
DELTA7

p16:gp6

d16 pl1:f1

(p21 ph7:r):f3

p16:gp7*EA7
d16

DELTAS8

4u BLKGRAD

go=2 ph31
dll1 mc#0to 2

F1EA(calgrad(EA3) & calgrad(EA5) & calgrad(EA7

caldel(dO, +in0) & calph(ph5, +180) & calph(ph31, +
exit

ph1=0
ph2=1
ph3=2
ph4=3
ph5=0 2
ph6=1
ph7=1
ph31=0 2

;pl0 : OW

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)

;pI3 : f3 channel - power level for pulse (default)
;sp13: f2 channel - shaped pulse 180 degree (Ca and
;sp25: f1 channel - shaped pulse 90 degree (Pc9_4_
;Sp26: f1 channel - shaped pulse 180 degree (Reburp
;Sp27: f1 channel - shaped pulse 90 degree (Pc9_4_
; for time reversed pulse

;sp28: f1 channel - shaped pulse 90 degree (Eburp2
;sp29: f1 channel - shaped pulse 90 degree (Eburp2
; for time reversed pulse

;p16: homospoil/gradient pulse

;p21: 3 channel - 90 degree high power pulse

;p22: 3 channel - 180 degree high power pulse

;p8 : f2 channel - 180 degree shaped pulse for inve
;p29: gradient pulse 3

;p41: f1 channel - 90 degree shaped pulse for exci

; Pc9_4_90.1000 (2
;p42: f1 channel - 180 degree shaped pulse for refo
; Reburp.1000 1

;p43: f1 channel - 90 degree shaped pulse for exci

; Eburp2.1000/Eburp2tr.1000 (1

;d0 : incremented delay (F1)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d11: delay for disk I/O

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;d25: 1/(4J'(NH)

;d26: 1/(43(NH)

;enst19: H(N) chemical shift (offset, in ppm)

;cnst26: Call chemical shift (offset, in ppm)

;cnst40: compensation of chemical shift evolution d
Reburp.1000: 0.5
compensate to the extend the other dela

;cnst4l: compensation of chemical shift evolution d
Pc9_4_90.1000: 0.529

;cnst44: compensation of chemical shift evolution d

) & calph(ph6, +180) & calph(ph7,
180))

C=0, adiabatic)
90.1000)

.1000)

90.1000)

.1000)
tr.1000)

[1 msec]

rsion (adiabatic)
[300 usec]

tation

.2ms)

cussing

.5ms)

tation

.4Ams)
[3 usec]

[30 msec]

[2.7 msec]
[2.7 msec]

[101 ppm]
uring p42

ys allow
uring p41

uring p43

+180),
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; Eburp2.1000: 0.69

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

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

;nd0: 2

iNS:2*n

;DS: >=16

;td1: number of experiments in F1
;FNMODE: echo-antiecho in F1

;for z-only gradients:
;,gpzl: 2%

,9pz2: 21%

;,gpz3: -80%

;,gpz4: 5%

;,9pz5: 30%

,gpz6: 45%

;,gpz7: 30.13%

;use gradient files:
;gpnaml: SMSQ10.32
;gpnam2: SMSQ10.100
;gpnam3: SMSQ10.100
;gpnam4: SMSQ10.32
;gpnam5: SMSQ10.100
;gpnam6: SMSQ10.100
;gpnam?7: SMSQ10.100

;Processing

;PHCO(F1): 45.0

metr_hmqcph-IlL.tb

;b_trosyetf3gpsi.tb
;modifiziert am 15. November 2012, T.Biet
;avance-version (10/02/12)
;best-TROSY
;2D H-1/X correlation via TROSY
using sensitivity improvement

;phase sensitive using Echo/Antiecho gradient selec

;using f3 - channel
;uncompensated version d25=d26
;(use parameterset B_TROSYETF3GPSI)

;(E. Lescop, P. Schanda & B. Brutscher,
;J. Magn. Reson. 187 163-169 (2007))

;(T. Schulte-Herbrueggen & O.W. Sorensen, J. Magn.

;123 - 128 (2000))

;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

prosol relations=<triple>

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

define list<gradient> EA3 = { 1.0000 0.8750 }
define list<gradient> EA5 = { 0.6667 1.0000 }
define list<gradient> EA7 = { 1.0000 0.6595 }

"p22=p21*2"
"d11=30m"

"d25=2.7m"
"d26=2.7m"

"p29=300u"
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"do=3u"

"in0=inf1/2"

"DELTA1=026-p29-d16-p4l*cnstd1-p42+cnstd0”
"DELTAG6=025-p29-d16-larger(p22,p42)/2"
"DELTA7=026-p16-d16-p42/2"
"DELTA8=p43*cnstd4-de"

# ifdef LABEL_CN
"DELTA=d0*2+p8+p21*4/3.1416"
# else
"DELTA=d0*2+p21*4/3.1416"

# endif *LABEL_CN*/

"spoff13=bf2*(cnst26/1000000)-02"

"spoff25=bf1*(cnst19/1000000)-01"
"spoff26=bf1*(cnst19/1000000)-01"
"spoff27=bf1*(cnst19/1000000)-01"
"spoff28=bf1*(cnst19/1000000)-01"
"spoff29=bf1*(cnst19/1000000)-01"

"acqt0=0"
baseopt_echo

1d11 ze
2d11
3d1pl1:fl
50u UNBLKGRAD

(p41:sp25 ph3)

p29:gpl

d16

DELTA1

(center (p42:sp26 ph2) (p22 ph1):f3)
DELTA1

p29:gpl

d16

(p41:sp27 ph2):f1

p16:gp2
di16

(p21 ph5):f3
do

# ifdef LABEL_CN
(p8:sp13 ph1):f2

# else

# endif *"LABEL_CN*/

do
(p22 ph1):f3
DELTA

p16:gp3*EA3
di6

(p43:sp28 ph6)

p29:gp4

d16

DELTA6

(center (p42:sp26 ph2) (p22 ph2):f3)
DELTA6

p29:gp4

d16

(p43:sp29 phl)

p16:gp5*EAS
d16

(p21 ph1):f3

p16:gp6

d16

DELTA7 plO:f1

(center (p42:sp26 ph2) (p22 ph2):f3)
DELTA7

p16:gp6

d16 pl1:f1
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(p21 ph7:r):f3

p16:gp7*EA7
d16

DELTAS8

4u BLKGRAD

go=2 ph31
d11 mc #0 to 2
F1EA(calgrad(EA3) & calgrad(EA5) & calgrad(EA7
caldel(do, +in0) & calph(ph5, +180) & calph(ph31, +
exit

ph1=0
ph2=1
ph3=2
ph4=3
ph5=0 2
ph6=1
ph7=1
ph31=0 2

;pl0 : OW

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)

;pI3 : f3 channel - power level for pulse (default)

;sp13: f2 channel - shaped pulse 180 degree (Ca and

;sp25: f1 channel - shaped pulse 90 degree (Pc9_4_

;Sp26: f1 channel - shaped pulse 180 degree (Reburp

sp27 f1 channel - shaped pulse 90 degree (Pc9_4_
for time reversed pulse

sp28 f1 channel - shaped pulse 90 degree (Eburp2

sp29 f1 channel - shaped pulse 90 degree (Eburp2
for time reversed pulse

p16 homospoil/gradient pulse

;p21: 3 channel - 90 degree high power pulse

;p22: 3 channel - 180 degree high power pulse

;p8 : f2 channel - 180 degree shaped pulse for inve

;p29: gradient pulse 3

,p41 f1 channel - 90 degree shaped pulse for exci

Pc9_4_90.1000 (2
,p42 f1 channel - 180 degree shaped pulse for refo
Reburp.1000 1

p43 f1 channel - 90 degree shaped pulse for exci
Eburp2.1000/Eburp2tr.1000 (1

dO incremented delay (F1)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d11: delay for disk I/O

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;d25: 1/(4J'(NH)

;d26: 1/(43(NH)

;enst19: H(N) chemical shift (offset, in ppm)

;cnst26: Call chemical shift (offset, in ppm)

;cnst40: compensation of chemical shift evolution d
Reburp.1000: 0.5
compensate to the extend the other dela

;cnst4l: compensation of chemical shift evolution d
Pc9_4_90.1000: 0.529

;cnst44: compensation of chemical shift evolution d

; Eburp2.1000: 0.69

‘infl: 1/SW(N) = 2 * DW(N)

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

;ndO: 2

NS:2*n

;DS: >= 16

;td1: number of experiments in F1

;FNMODE: echo-antiecho in F1

;for z-only gradients:
;,gpzl: 2%

,apz2: 21%

,apz3: -80%

,apz4: 5%

,apz5: 30%

,apz6: 45%

,gpz7: 30.13%

;use gradient files:
;gpnaml: SMSQ10.32
;gpnam2: SMSQ10.100
;gpnam3: SMSQ10.100
;gpnam4: SMSQ10.32
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;gpnam5: SMSQ10.100
;gpnam6: SMSQ10.100
;gpnam?7: SMSQ10.100

;Processing

:PHCO(F1): 45.0

metr-hmqcph.tb / metr-hmqcph_new.tb

Hierbei handelt es sich um dieselben Pulsprogranedech wurden bei metr-hmgcph_new.tb

zwei 4 us Wartezeiten eingefiigt und sind hervorgeho

;metr-hmqcph.tb

;avance-version (09/04/17)

;Methyl-TROSY HMQC with optional Water supression

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

;phase sensitive

;with decoupling during acquisition

;V. Tugarinov, P.W. Hwang, J.E. Ollerenshaw & L.E. Kay,
; J. Magn. Reson. 125, 10420-10428 (2003)

;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

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

"p2=p1*2"

"d2=3.6m"
"d11=30m"
"d12=20u"
"d13=4u"

"do=3u"
"in0=inf1/2"

"DELTA1=d2-p19-d16-d13"

1ze
2 d11 do:f2
34u

# ifdef WATER
d11 fq=cnst20 (bf ppm) :f1
di1 pl9:fl
d1 cw:fl ph29
d13 do:fl
d13 pl2:f2
# else
d1 pl2:f2
# endif

p3:f2 phO
d13 UNBLKGRAD

# ifdef WATER
4u
p16:gpl
d16 fq=0 :f1
# else
4u
pl6:gpl
d16
# endif
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d12 pl1:f1
pl phl
d13
p19:gp2
d16
DELTA1
p3:f2 ph3

p19:gp2

d16 pl12:f2

d13 BLKGRAD

go=2 ph31 cpd2:f2

d11 do:f2 mc #0 to 2 F1PH(calph(ph3, +90) & calph
exit

ph0=0
ph1=0
ph2=0
ph3=02
ph4=0022
ph29=0
ph31=0220

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl2 : f2 channel - power level for pulse (default)
;pl9 : f1 channel - power level for presaturation
;pl12: f2 channel - power level for CPD/BB decoupli
;p1: f1 channel - 90 degree high power pulse

;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse

;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse
;p16: homospoil/gradient pulse

;p19: gradient pulse 2

;d0 : incremented delay (2D)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

:d2 1 1/(2J)XH

;d11: delay for disk 1/0

;d12: delay for power switching

;d13: short delay

;d16: delay for homospoil/gradient recovery
;enst20: chemical shift of residual Water peak (in
;infl: 1/SW(X) = 2 * DW(X)

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

;nd0: 2

iNS:4*n

;DS: 16

;td1: number of experiments

;FNMODE: States-TPPI, TPPI, States or QSEQ
;cpd2: decoupling according to sequence defined by
;pepd2: f2 channel - 90 degree pulse for decoupling

;for z-only gradients:
;,gpzl: 30%
,apz2: 40%

;use gradient files:
;gpnaml: SMSQ10.100
;gpnam?2: SMSQ10.100

;preproce
;WATER: for optional Watersupression start experime
; option -DWATER (eda: ZGOPTNS)
;preproce

metr-hmqcphnd.2.tb

;metr-hmqcph.tb

;avance-version (09/04/17)

;Methyl-TROSY HMQC with optional Water supression
;2D H-1/X correlation via heteronuclear zero and do

; coherence

;phase sensitive

;with decoupling during acquisition

;V. Tugarinov, P.W. Hwang, J.E. Ollerenshaw & L.E.
; J. Magn. Reson. 125, 10420-10428
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;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

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

"p2=p1*2"
"d2=3.6m"
"d11=30m"
"d12=20u"
"d13=4u"

"d0=3u"
"in0=inf1/2"

"DELTA1=d2-p19-d16-d13"

1ze
2d11
34u

# ifdef WATER
d11 fg=cnst20 (bf ppm) :f1
d11 pl9:f1
d1 cw:fl ph29
d13 do:fl
d13 pl2:f2
# else
di pl2:f2
# endif

p3:f2 phO
d13 UNBLKGRAD

# ifdef WATER
p16:gpl
d16 fg=0 :f1
# else
pl6:gpl
d16
# endif

d12 pl1:f1
pl phl
d13
p19:gp2
d16
DELTA1
p3:f2 ph3

4u BLKGRAD

go=2 ph31

d11 mc #0 to 2 F1PH(calph(ph3, +90) & calph(ph29, +90), caldel(dO, +in0))
exit

ph0=0
ph1=0
ph2=0
ph3=02
ph4=0022
ph29=0
ph31=0220

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl2 : f2 channel - power level for pulse (default)
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;pl9 : f1 channel - power level for presaturation
;p1: f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse
;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse

;p16: homospoil/gradient pulse [1 msec]
;p19: gradient pulse 2 [500 usec]
;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d2 : 1/(2J)XH [3.6 ms]

;d11: delay for disk I/O [30 msec]
;d12: delay for power switching [20 usec]

;d13: short delay [4 usec]

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;enst20: chemical shift of residual Water peak (in ppm) [4.7 ppm]

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

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

:nd0: 2

NS:4*n

;DS: 16

;td1: number of experiments

;FNMODE: States-TPPI, TPPI, States or QSEQ

;for z-only gradients:
;gpzl: 30%
,apz2: 40%

;use gradient files:
;gpnaml: SMSQ10.100
;gpnam2: SMSQ10.100

;preprocessor-flags-start

;WATER: for optional Watersupression start experime nt with
; option -DWATER (eda: ZGOPTNS)

;preprocessor-flags-end

hmgqcrexgpphpr.tb / hmqgcrexgpphpr_new.tb

Hierbei handelt es sich um dieselben Pulsprogrammedoch wurden
hmaqcrexgpphpr_new.tb zwei 4 ps Wartezeiten eingefiid sind hervorgehoben.

;hmqacrexgpphpr.tb

;avance-version (09/04/17)

:HMQC

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

;phase sensitive

;with decoupling during acquisition

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

;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

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

"p2=p1*2"
"d2=1s/(cnst2*2)"
"d11=30m"
"d12=20u"
"d13=4u"
"d0=3u"
"in0=inf1/2"

"DELTA1=d2-p19-d16-d13"
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1ze
2 d11 do:f2
34u

# ifdef WATER
d11 fg=cnst20 (bf ppm) :f1
d11 pl9:fl
d1 cw:fl ph29
d13 do:fl
d13 pl2:f2
# else
di pl2:f2
# endif

"if (cnst9 == 0) \
{\
DELTA3=1s; \
COUNTER=0; \

DELTA3=(1 / (cnst9*4) ) - p30/2000000; \
COUNTER=d21*cnsto*2; \
y

p3:f2 phO
d13 UNBLKGRAD

# ifdef WATER
4u
pl6:gpl
d16 fq=0 :f1
# else
4u
pl6:gpl
d16
# endif

d12 pl1:fl
pl phl
d13
p19:gp2
d16
DELTA1
p3:f2 ph3
4u pl23:f2

if "cnst9 == 0"
{
4u
}

else
{
4u

6 DELTA3

(p30 ph5):f2
DELTA3
lo to 6 times COUNTER
}

p2 ph6

if "cnst9 == 0"
{
4u
}
else
{
4u
7 DELTA3
(p30 ph5):f2
DELTA3
lo to 7 times COUNTER
}
do
p2 ph2
do pl2:f2
p3:f2 ph4
p2 phl
DELTA1
p19:gp2
d16 pl12:f2
d13 BLKGRAD
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go=2 ph31 cpd2:f2
d11 do:f2 mc #0 to 2 F1PH(calph(ph4, -90) & calph
exit

ph0=0

ph1=0

ph2=0

ph3=02

ph4=0

ph5=1
ph6=00112233
ph29=0
ph31=0220

;pI1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;pI2 : f2 channel - power level for pulse (default)
;P19 : f1 channel - power level for presaturation
;pl12: f2 channel - power level for CPD/BB decoupli
;pI23: £3 channel - power level for 13C CPMG pulse
;p1 : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse

;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse
;p30: f2 channel - 180 degree pulse at pl23 (CPMG b
;p16: homospoil/gradient pulse

;p19: gradient pulse 2

;d0 : incremented delay (2D)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d2 : 1/(2J)XH

;d11: delay for disk I/O

;d12: delay for power switching

;d13: short delay

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;d21: length of mixing time per CPMG block [1/2 T]
;enst2: = J(XH)

;enst9: RF-field for CPMG block [Hz]

;enst20: chemical shift of residual Water peak (in
;infl: 1/SW(X) = 2 * DW(X)

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

:ndO: 2

'NS:8*n

;DS: 16

;td1: number of experiments

;FNMODE: States-TPPI

;cpd2: decoupling according to sequence defined by
;pcpd2: f2 channel - 90 degree pulse for decoupling

;for z-only gradients:
;gpzl: 10%
,apz2: 40%

;use gradient files:
;gpnaml: SMSQ10.100
;gpnam2: SMSQ10.100

;preprocessor-flags-start

;WATER: for optional Watersupression start experime
;option -DWATER (eda: ZGOPTNS)
;preprocessor-flags-end

metr-hmqcph-HH.tb

;metr-hmqcph.tb

;avance-version (09/04/17)

;Methyl-TROSY HMQC with optional Water supression

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

;phase sensitive

;with decoupling during acquisition

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

;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=
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(ph29, +90), caldel(dO, +in0))

ng

lock) [60 usec]
[1 msec]
[500 usec]
[3 usec]

[3.6 ms]
[30 msec]
[20 usec]

[4 usec]

[10 - 20 ms]

[0 - 500]
ppm) [4.7 ppm]

cpdprg2
sequence

nt with

uble quantum

Kay,
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#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"p2=p1¥2"
"d2=1s/(cnst2*2)"
"d11=30m"
"d12=20u"
"d13=4u"

"do=3u"
"in0=inf1/2"

"DELTA1=d2-p19-d16-d13"

1ze
2 d11 do:f2
34u

# ifdef WATER
d11 fg=cnst20 (bf ppm) :f1
d11 pl9:f1
d1 cw:fl ph29
d13 do:fl
d13 pl2:f2
# else
d1 pl2:f2
# endif

p3:f2 phO
d13 UNBLKGRAD

# ifdef WATER
pl6:gpl
d16 fg=0 :f1
# else
pl6:gpl
di6
# endif

d12 pli:f1

pl phl

d13

p19:gp2

d16

DELTA1

p3:f2 ph3

do

p2 ph2

do

p3:f2 ph4

DELTA1

p19:gp2

d16 pl12:f2

d13 BLKGRAD

go=2 ph31 cpd2:f2

d11 do:f2 mc #0 to 2 F1PH(ip3 & ip29, id0)
exit

ph0=0

ph31=0220

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)

;pl2 : f2 channel - power level for pulse (default)

;pl9 : f1 channel - power level for presaturation

;pl12: f2 channel - power level for CPD/BB decoupli ng
;p1: f1 channel - 90 degree high power pulse

;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse

;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse

;p16: homospoil/gradient pulse [1 msec]
;p19: gradient pulse 2 [500 usec]
;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]
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;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d2 ¢ 1/(2J)XH

;d11: delay for disk I/O

;d12: delay for power switching

;d13: short delay

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;enst2: = J(XH)

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

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

:ndO: 2

NS:4*n

;DS: 16

;td1: number of experiments

;FNMODE: States-TPPI, TPPI, States or QSEQ
;cpd2: decoupling according to sequence defined by
;pcpd2: f2 channel - 90 degree pulse for decoupling

;for z-only gradients:
;gpzl: 30%
,gpz2: 40%

;use gradient files:
;gpnaml: SMSQ10.100
;gpnam2: SMSQ10.100

;preproce
;WATER: for optional Watersupression start experime
option -DWATER (eda: ZGOPTNS)
;preproce

;$1d: hmgcephpr,v 1.5 2009/07/02 16:40:44 ber Exp $

hmqcrexgpphpr_HH.2.tb

;hmgcrexgpphpr.tb

;avance-version (09/04/17)

;HMQC

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

;phase sensitive

;with decoupling during acquisition

;D.M. Korzhnev, K. Kloiber, V. Kanelis, V. Tugarino
J. Magn. Reson. 126, 3964-3973 (2004)

;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

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

"p2=p1¥2"
"d2=1s/(cnst2*2)"
"d11=30m"
"d12=20u"
"d13=4u"

"do=3u"

"in0=inf1/2"

"DELTA1=d2-p19-d16-d13"

1ze
2 d11 do:f2
34u

# ifdef WATER

d11 fq=cnst20 (bf ppm) :f1
di1 pl9:fl
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[3.6 ms]
[30 msec]
[20 usec]
[4 usec]

ppm) [4.7 ppm]

cpdprg2
sequence

ssor-flags-start
nt with

ssor-flags-end

uble quantum
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d1 cw:fl ph29
d13 do:fl
d13 pl2:f2
# else
d1 pl2:f2
# endif

if "cnst9 == 0"

{
"DELTA3=1s"
"COUNTER=0"
}

else

"DELTA3=(1 / (cnst9*4) ) - p30/2000000"
"COUNTER=d21*cnst9*2+0.5"

}

p3:f2 phO
d13 UNBLKGRAD

# ifdef WATER
pl6:gpl
d16 fg=0 :f1
# else
pl6:gpl
d16
# endif

d12 pl1:f1
pl phl
d13
p19:gp2
d16
DELTA1
p3:f2 ph3
4u pl23:f2

if "cnst9 == 0"

{
4u

else
{
4u
6 DELTA3
(p30 ph5):f2
DELTA3
lo to 6 times COUNTER

}
p2 ph6

if "cnst9 == 0"
{
4u
}
else
{
4u
7 DELTA3
(p30 ph5):f2
DELTA3
lo to 7 times COUNTER
}
do
p2 ph2
do pl2:f2
p3:f2 ph4
p2 phl
DELTA1
p19:gp2
d16 pl12:f2
d13 BLKGRAD
go=2 ph31 cpd2:f2
d11 do:f2 mc #0 to 2 F1PH(ip4 & ip29, id0)
exit

ph0=0
ph1=0
ph2=0
ph3=02
ph4=0
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ph5=1
ph6=00112233
ph29=0
ph31=0220

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl2 : f2 channel - power level for pulse (default)
;pl9 : f1 channel - power level for presaturation
;pl12: f2 channel - power level for CPD/BB decoupli
;pI23: £3 channel - power level for 13C CPMG pulse
;p1 : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse

;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse
;p30: f2 channel - 180 degree pulse at pl23 (CPMG b
;p16: homospoil/gradient pulse

;p19: gradient pulse 2

;d0 : incremented delay (2D)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

:d2 1 1/(2J)XH

;d11: delay for disk 1/0

;d12: delay for power switching

;d13: short delay

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;d21: length of mixing time per CPMG block [1/2 T]
;enst2: = J(XH)

;cnst9: RF-field for CPMG block [Hz]

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

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

;nd0: 2

iNS:8*n

;DS: 16

;td1: number of experiments

;FNMODE: States-TPPI

;cpd2: decoupling according to sequence defined by
;pcpd2: f2 channel - 90 degree pulse for decoupling

;for z-only gradients:
;gpzl: 10%
,gpz2: 40%

;use gradient files:
;gpnaml: SMSQ10.100
;gpnam?2: SMSQ10.100

;preproce
;WATER: for optional Watersupression start experime
option -DWATER (eda: ZGOPTNS)

;preproce

;$1d: hmgcphpr,v 1.5 2009/07/02 16:40:44 ber Exp $

ng

lock) [60 usec]
[1 msec]
[500 usec]
[3 usec]

[3.6 ms]

[30 msec]
[20 usec]

[4 usec]

[10 - 20 ms]

[0 - 500]
ppm) [4.7 ppm]

cpdprg2
sequence

ssor-flags-start
nt with

ssor-flags-end

6.4 Substrate und Substratanaloga

6.4.1 SPR-Daten

Verwendung unterschiedlicher Referenzen
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UDP-Galactose
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Abbildung 6.1 | Sensorgramme der Bindung von UDP-Gaan immobilisierte GTB bei Verwendung

unterschiedlicher Referenzen.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25400 mM NaCl und
(A, B) 5 mM MnCl, bzw. (C, D) 5 mM MgC mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 2) dbgefiihrt
(siehe Tabelle2.10. Als Referenz wurde eine leere Flusszelle (A, Gy.beine mit NA belegte Flusszelle (B, D)
verwendet. Alle Messungen wurden in dreifacher Basting mit UDP-Gal Konzentrationen von 5 pM bis 1@ m
fur die Messungen mit Mnglnd mit von 50 uM bis 10 mM fir die Messungen MgCl, durchgefuhrt. Gezeigt ist

jeweils die erste Messung.
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Abbildung 6.2 | Bindungsisotherme der Bindung von UP-Gal an immobilisierte GTB bei Verwendung
unterschiedlicher Referenzen.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25400 mM NaCl und
(A, B) 5 mM MnCl, bzw. (C, D) 5 mM Mgd mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 2) dbgefiihrt
(siehe Tabelle2.10. Als Referenz wurde eine leere Flusszelle (A, Gy.beine mit NA belegte Flusszelle (B, D)
verwendet. Alle Messungen wurden in dreifacher Basting mit UDP-Gal Konzentrationen von 5 pM bis 1@ m
fur die Messungen mit Mnglund von 50 uM bis 10 mM fur die Messungen mit Mg@urchgefuhrt. Stark
abweichende Messwerte wurden bei der Auswertunit ierticksichtigt und sind in den Abbildungen niclt
sehen. Eingefugt in den Graphen wurden die jeveiliDissoziationskonstantery ksowie die maximalen Antworten
RUmas
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UDP-Glucose
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Abbildung 6.3 | Sensorgramme der Bindung von UDP-@| an immobilisierte GTB bei Verwendung
unterschiedlicher Referenzen.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25400 mM NaCl und
(A, B) 5 mM MnCl, bzw. (C, D) 5 mM MgQd mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 2) dtgefiihrt
(siehe Tabelle2.10. Als Referenz wurde eine leere Flusszelle (A, Gy.beine mit NA belegte Flusszelle (B, D)
verwendet. Alle Messungen wurden in dreifacher Basting mit UDP-Glc Konzentrationen von 5 uM bis 181 m
fur die Messungen mit Mnglund von 50 uM bis 10 mM fir die Messungen mit Mg@lrchgefuhrt. Gezeigt ist
jeweils die erste Messung.
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Abbildung 6.4 | Bindungsisotherme der Bindung von UP-Glc an immobilisierte GTB bei Verwendung
unterschiedlicher Referenzen.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25400 mM NaCl und
(A, B) 5 mM MnCl, bzw. (C, D) 5 mM Mgd mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 2) dbgefiihrt
(siehe Tabelle2.10. Als Referenz wurde eine leere Flusszelle (A, Gy.beine mit NA belegte Flusszelle (B, D)
verwendet. Alle Messungen wurden in dreifacher Basting mit UDP-Glc Konzentrationen von 5 uM bis 101 m
fur die Messungen mit Mnglund von 50 uM bis 10 mM fur die Messungen mit Mg@urchgefuhrt. Stark
abweichende Messwerte wurden bei der Auswertunit ierticksichtigt und sind in den Abbildungen niclt
sehen. Eingefugt in den Graphen wurden die jeveiliDissoziationskonstantery ksowie die maximalen Antworten
RUmas
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ubpP
A 25 ] B 60 —
20 50
15 40 - 4
1 30
10 4 1
0 1 ol i SN 10 ] ‘\\'\\
] I 0 T
-5 T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300
Zeit [s] Zeit [s]
C 12 7 D 60
g 50
40
4 304
E 1 ‘ & 20
0 ‘ e e e e S | iRy 10
h 0 b - e —— e
-4 T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300
Zeit [s] Zeit [s]

Abbildung 6.5 | Sensorgramme der Bindung von UDP animmobilisierte GTB bei Verwendung
unterschiedlicher Referenzen.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25400 mM NaCl und
(A, B) 5 mM MnCl, bzw. (C, D) 5 mM MgC mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 2) dbgefiihrt
(siehe Tabelle2.10. Als Referenz wurde eine leere Flusszelle (A, Gy.beine mit NA belegte Flusszelle (B, D)
verwendet. Alle Messungen wurden in dreifacher Basting mit UDP Konzentrationen von 5 uM bis 10 mM fi
die Messungen mit Mngund von 50 pM bis 10 mM fur die Messungen mit Mgfiirchgefiihrt. Gezeigt ist jeweils
die erste Messung.
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Abbildung 6.6 | Bindungsisotherme der Bindung von DP an immobilisiete GTB bei Verwendung
unterschiedlicher Referenzen.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25400 mM NaCl und
(A, B) 5 mM MnCl, bzw. (C, D) 5 mM MgQ mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 2) dhgefiihrt
(siehe Tabelle2.10. Als Referenz wurde eine leere Flusszelle (A, Gy.bgine mit NA belegte Flusszelle (B, D)
verwendet. Alle Messungen wurden in dreifacher Basting mit UDP Konzentrationen von 5 uM bis 10 mM fu
die Messungen mit Mnglund von 50 uM bis 10 mM fur die Messungen mit Mg@urchgefiihrt. Stark
abweichende Messwerte wurden bei der Auswertunit tierticksichtigt und sind in den Abbildungen niclt
sehen. Eingefugt in den Graphen wurden die jeveiliDissoziationskonstantery ksowie die maximalen Antworten
RUmax-
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Abbildung 6.7 | Sensorgramme der Bindung von UMP animmobilisierte GTB bei Verwendung
unterschiedlicher Referenzen.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25400 mM NaCl und
(A, B) 5 mM MnCl, bzw. (C, D) 5 mM MgQ mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 2) dbgefiihrt
(siehe Tabelle2.10. Als Referenz wurde eine leere Flusszelle (A, Gy.bgine mit NA belegte Flusszelle (B, D)
verwendet. Alle Messungen wurden in dreifacher Basiing mit UMP Konzentrationen von 5 uM bis 10 mM fii
die Messungen mit Mngund von 50 pM bis 10 mM fur die Messungen mit Mgfiirchgefiihrt. Gezeigt ist jeweils
die erste Messung.
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Abbildung 6.8 | Bindungsisotherme der Bindung von WP an immobilisierte GTB bei Verwendung
unterschiedlicher Referenzen.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25400 mM NaCl und
(A, B) 5 mM MnCl, bzw. (C, D) 5 mM MgC mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 2) dtgefihrt
(siehe Tabelle2.10. Als Referenz wurde eine leere Flusszelle (A, Gy.bgine mit NA belegte Flusszelle (B, D)
verwendet. Alle Messungen wurden in dreifacher Basiing mit UMP Konzentrationen von 5 uM bis 10 mM fii
die Messungen mit Mnglund von 50 uM bis 10 mM fiir die Messungen mit Mg@urchgefuhrt. Stark
abweichende Messwerte wurden bei der Auswertunigt iieriicksichtigt und sind in den Abbildungen nicit
sehen. Eingefugt in den Graphen wurden die jeveiliDissoziationskonstantery ksowie die maximalen Antworten
RUmax-
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Uridin
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Abbildung 6.9 | Sensorgramme der Bindung von Uridin an immobilisierte GTB bei Verwendung
unterschiedlicher Referenzen.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25400 mM NaCl und
(A, B) 5 mM MnCl, bzw. (C, D) 5 mM MgQ mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 2) dbgefiihrt
(siehe Tabelle2.10. Als Referenz wurde eine leere Flusszelle (A, Gy.bgine mit NA belegte Flusszelle (B, D)
verwendet. Alle Messungen wurden in dreifacher Basting mit Uridin Konzentrationen von 5 uM bis 10 nfild
die Messungen mit Mngund von 50 pM bis 10 mM fur die Messungen mit Mgfiirchgefiihrt. Gezeigt ist jeweils
die erste Messung.
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Abbildung 6.10 | Bindungsisotherme der Bindung von tdin an immobilisierte GTB bei Verwendung
unterschiedlicher Referenzen.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25400 mM NaCl und
(A, B) 5 mM MnCl, bzw. (C, D) 5 mM MgQ mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 2) dbgefiihrt
(siehe Tabelle2.10. Als Referenz wurde eine leere Flusszelle (A, Gy.bgine mit NA belegte Flusszelle (B, D)
verwendet. Alle Messungen wurden in dreifacher Basting mit Uridin Konzentrationen von 5 uM bis 10 nfild
die Messungen mit Mnglund von 50 uM bis 10 mM fiir die Messungen mit Mg@urchgefuhrt. Stark
abweichende Messwerte wurden bei der Auswertunigt iieriicksichtigt und sind in den Abbildungen nicit
sehen. Eingefugt in den Graphen wurden die jeveiliDissoziationskonstantery ksowie die maximalen Antworten
RUmax-
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Abbildung 6.11 | Sensorgramme der Bindung von 3DD ra immobilisierte GTB bei Verwendung
unterschiedlicher Referenzen.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25400 mM NaCl und
5 mM MnCL mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 2) dbhgefiihrt (siehe Tabell2.10. Als Referenz
wurde eine leere Flusszelle (A) bzw. eine mit NAebee Flusszelle (B) verwendet. Alle Messungen waride
dreifacher Bestimmung mit 3DD Konzentrationen vop\s bis 10 mM durchgefiihrt. Gezeigt ist jeweils diste
Messung.
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Abbildung 6.12 | Bindungsisotherme der Bindung vonUMP an immobilisierte GTB bei Verwendung
unterschiedlicher Referenzen.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25%00 mM NaCl und
5 mM MnCL mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chip (Chip 2) dbhgefiihrt (siehe Tabell2.10. Als Referenz
wurde eine leere Flusszelle (A) bzw. eine mit NAebee Flusszelle (B) verwendet. Alle Messungen waride
dreifacher Bestimmung mit 3DD Konzentrationen vauhs bis 10 mM fir die Messungen mit MnQlurchgefihrt.
Stark abweichende Messwerte wurden bei der Auswgnticht berlicksichtigt und sind in den Abbildungecht zu
sehen. Eingefugt in den Graphen wurden die jevailiDissoziationskonstantern, lsowie die maximalen Antworten
RUmax-
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Vergleich der Glycosyltransferasen GTA, GTB und AAGIlyB

UDP-Galactose
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Abbildung 6.13 | Sensorgramme der Bindung von UDP-&@ an immobilisierte GTA, GTB und AAGIlyB mit
Mn?Z* und Mg?* als bivalentes Kation.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 2510p mM NacCl
und 5 mM MnC} (A-C) bzw. 5 mM MgC} (D-F) mit GTA (A, D), GTB (B, E) und AAGIyB (C, F) imobilisiert
auf einem CM5 Chip (Chip 1) durchgefiihrt (siehe Tib2110. Alle Messungen wurden in dreifacher Bestimmung
mit UDP-Gal Konzentrationen von 5 uM bis 10 mM dlie Messungen mit Mnglund von 50 uM bis 10 mM fiir die
Messungen mit MgGldurchgefihrt. Gezeigt ist jeweils die erste Megsun
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Abbildung 6.14 | Bindungsisotherme der Bindung vorUDP-Gal an immobilisierte GTB mit (A) Mn?" und (B)
Mg?* als bivalentes Kation.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 2510p mM NaCl und 5 mM
MnCI, (A-C) bzw. 5 mM MgC} (D-F) mit GTA (A, D), GTB (B, E) und AAGIyB (C, F) imobilisiert auf einem
CMS5 Chip (Chip 1 und 2) durchgefihrt (siehe Tabelled. Alle Messungen wurden in dreifacher Bestimmung mi
UDP-Gal Konzentrationen von 5 uM bis 10 mM fir dlessungen mit MnGlund von 50 pM bis 10 mM fur die
Messungen mit MgGldurchgefiihrt. Stark abweichende Messwerte wurdemlér Auswertung nicht beriicksichtigt
und sind in den Abbildungen nicht zu sehen. Die $dagen von Chip 1 und Chip 2 wurden zusammen mitreine
Kp-Wert und zwei Ry, gefittet (GI1.2.2). Eingefiigt in den Graphen wurdke jeweiligen Dissoziationskonstanten
Kp sowie die maximalen Antworten R,
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UDP-Glucose
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Abbildung 6.15 | Sensorgramme der Bindung von UDP-& an immobilisierte GTA, GTB und AAGIyB mit
MnZ* und Mg?* als bivalentes Kation.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 2510p mM NaCl
und 5 mM MnC} (A-C) bzw. 5 mM MgC} (D-F) mit GTA (A, D), GTB (B, E) und AAGIyB (C, F) imobilisiert
auf einem CM5 Chip (Chip 1) durchgefiihrt (siehe Tb2110. Alle Messungen wurden in dreifacher Bestimmung
mit UDP-GIc Konzentrationen von 5 uM bis 10 mM flie Messungen mit Mnglund von 50 uM bis 10 mM fiir die
Messungen mit MgGldurchgefihrt. Gezeigt ist jeweils die erste Megsun
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Abbildung 6.16 | Bindungsisotherme der Bindung vorUDP-Glc an immobilisierte GTB mit (A) Mn?* und (B)
Mg?* als bivalentes Kation.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 2510p mM NaCl und 5 mM
MnCI, (A-C) bzw. 5 mM MgC} (D-F) mit GTA (A, D), GTB (B, E) und AAGIyB (C, F) imobilisiert auf einem
CMS5 Chip (Chip 1 und 2) durchgefihrt (siehe Tabelled. Alle Messungen wurden in dreifacher Bestimmung mi
UDP-Glc Konzentrationen von 5 pM bis 10 mM fiur diessungen mit MnGlund von 50 pM bis 10 mM fur die
Messungen mit MgGldurchgefiihrt. Stark abweichende Messwerte wur@gmdr Auswertung nicht berlicksichtigt
und sind in den Abbildungen nicht zu sehen. Die $dagen von Chip 1 und Chip 2 wurden zusammen mitreine
Kp-Wert und zwei Ry, gefittet (GI.2.2). Eingefiigt in den Graphen wurdke jeweiligen Dissoziationskonstanten
Kp sowie die maximalen Antworten RiJ.
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Abbildung 6.17 | Sensorgramme der Bindung von UDPraimmobilisierte GTA, GTB und AAGlyB mit Mn %*
und Mg?" als bivalentes Kation.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 2590p mM NaCl und

5 mM MnCl, (A-C) bzw. 5 mM MgC} (D-F) mit GTA (A, D), GTB (B, E) und AAGIyB (C, F) imobilisiert auf
einem CM5 Chip (Chip 1) durchgefiihrt (siehe TabglE). Alle Messungen wurden in dreifacher Bestimmung mi
UDP Konzentrationen von 5 uM bis 10 mM fiir die Mesgen mit MnC} und von 50 uM bis 10 mM fiir die
Messungen mit MgGldurchgefihrt. Gezeigt ist jeweils die erste Megsun
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Abbildung 6.18 | Bindungsisotherme der Bindung votUDP an immobilisierte GTB mit (A) Mn?* und (B) Mg?*
als bivalentes Kation.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 2510p mM NaCl und 5 mM Mngl
(A-C) bzw. 5 mM MgC} (D-F) mit GTA (A, D), GTB (B, E) und AAGIyB (C, F) impobilisiert auf einem CM5 Chip
(Chip 1 und 2) durchgefiihrt (siehe TabeBel). Alle Messungen wurden in dreifacher Bestimmung biDP
Konzentrationen von 5 pM bis 10 mM fiur die Messunggt MnCl, und von 50 uM bis 10 mM fir die Messungen
mit MgCl, durchgefiihrt. Stark abweichende Messwerte wur@gmiér Auswertung nicht berticksichtigt und sind in
den Abbildungen nicht zu sehen. Die Messungen vap Chind Chip 2 wurden zusammen mit einepi\Wert und
zwei RUy. gefittet (GI.2.2). Eingefugt in den Graphen wurdia jeweiligen Dissoziationskonstanteg Bowie die
maximalen Antworten Rk,
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Abbildung 6.19 | Sensorgramme der Bindung von UMPraimmobilisierte GTA, GTB und AAGIyB mit Mn %*
und Mg?" als bivalentes Kation.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei®5100 mM NaCl und
5 mM MnCl, (A-C) bzw. 5 mM MgC} (D-F) mit GTA (A, D), GTB (B, E) und AAGIyB (C, F) imobilisiert auf
einem CM5 Chip (Chip 1) durchgefiihrt (siehe TabglE). Alle Messungen wurden in dreifacher Bestimmung mi
UMP Konzentrationen von 5 uM bis 10 mM fir die M@sgen mit MnCJ und von 50 uM bis 10 mM fiir die
Messungen mit MgGldurchgefihrt. Gezeigt ist jeweils die erste Megsun
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Abbildung 6.20 | Bindungsisotherme der Bindung vorUMP an immobilisierte GTB mit (A) Mn?* und (B)
Mg?* als bivalentes Kation.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 2510p mM NaCl und 5 mM
MnCI, (A-C) bzw. 5 mM MgC} (D-F) mit GTA (A, D), GTB (B, E) und AAGIyB (C, F) imobilisiert auf einem
CMS5 Chip (Chip 1 und 2) durchgefihrt (siehe Tabelled. Alle Messungen wurden in dreifacher Bestimmung mi
UMP Konzentrationen von 5 puM bis 10 mM fir die M&sgen mit MnCJ und von 50 pM bis 10 mM fir die
Messungen mit MgGldurchgefuhrt. Stark abweichende Messwerte wurdemlér Auswertung nicht beriicksichtigt
und sind in den Abbildungen nicht zu sehen. Die $dagen von Chip 1 und Chip 2 wurden zusammen mitreine
Kp-Wert und zwei Ry, gefittet (GI.2.2). Eingefiigt in den Graphen wurdke jeweiligen Dissoziationskonstanten
Kp sowie die maximalen Antworten RiJ.
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Uridin
A 30+ B C30
20 10 ~ 20
210 DT o 10
~ 0] ~ 0 { ; S | ~ 0
T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300
Zeit [s] Zeit [s] Zeit [s]
D 30 - E 20+ F .
i i 30
20 - 104 20
D 10+ o 2104
e 0] X e 0]
L B B B 1 — 1 T T T 1 ' 1 LS T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300
Zeit [s] Zeit [s] Zeit [s]

Abbildung 6.21 | Sensorgramme der Bindung von Uridi an immobilisierte GTA, GTB und AAGlyB mit Mn
und Mg?" als bivalentes Kation.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei®5100 mM NaCl und
5 mM MnCl, (A-C) bzw. 5 mM MgC} (D-F) mit GTA (A, D), GTB (B, E) und AAGIyB (C, F) imobilisiert auf
einem CM5 Chip (Chip 1) durchgefiihrt (siehe TabglE). Alle Messungen wurden in dreifacher Bestimmung mi
Uridin Konzentrationen von 5 uM bis 10 mM fiir dieebsungen mit MnGlund von 50 uM bis 10 mM fir die
Messungen mit MgGldurchgefiihrt. Gezeigt ist jeweils die erste Megsun
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Abbildung 6.22 | Bindungsisotherme der Bindung vorUridin an immobilisierte GTB mit (A) Mn 2" und (B)
Mg?* als bivalentes Kation.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 2510p mM NaCl und 5 mM
MnCI, (A-C) bzw. 5 mM MgC} (D-F) mit GTA (A, D), GTB (B, E) und AAGIyB (C, F) imobilisiert auf einem
CMS5 Chip (Chip 1 und 2) durchgefihrt (siehe Tabelled. Alle Messungen wurden in dreifacher Bestimmung mi
Uridin Konzentrationen von 5 pM bis 10 mM fiir dieebsungen mit MnGlund von 50 pM bis 10 mM fiir die
Messungen mit MgGldurchgefuhrt. Stark abweichende Messwerte wurdemlér Auswertung nicht beriicksichtigt
und sind in den Abbildungen nicht zu sehen. Die $dagen von Chip 1 und Chip 2 wurden zusammen mitreine
Kp-Wert und zwei Ry, gefittet (GI.2.2). Eingefiigt in den Graphen wurdke jeweiligen Dissoziationskonstanten
Kp sowie die maximalen Antworten RiJ.
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Abbildung 6.23 | Sensorgramme der Bindung von UDP-I& an immobilisierte GTA, GTB und AAGIyB mit
n2* als bivalentes Kation.Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 2510p mM NaCl und 5 mM
MnCl, mit GTA (A), GTB (B) und AAGIyB (C) immobilisiert auéinem CM5 Chip (Chip 1) durchgefiihrt (siehe
Tabelle2.10. Alle Messungen wurden in dreifacher Bestimmung ainzentrationen von 5 pM bis 10 mM fir die
Messungen mit MnGlund mit UDP-Glc Konzentrationen von 50 uM bis 1®irfiir die Messungen mit Mgégl

durchgefiihrt. Gezeigt ist jeweils die erste Messung
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Abbildung 6.24 | Bindungsisotherme der Bindung vonUDP-Glc an immobilisierte GTB mit Mn?* als
bivalentes Kation. Die Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25900 mM NaCl und 5 mM MnGl
mit GTA (A), GTB (B) und AAGIyB (C) immobilisiert auinem CM5 Chip (Chip 1 und 2) durchgefiihrt (siehe
Tabelle2.10. Alle Messungen wurden in dreifacher Bestimmung Kainzentrationen von 5 uM bis 10 mM fir die
Messungen mit MnGlund mit UDP-Glc Konzentrationen von 50 uM bis 1®irfiir die Messungen mit Mgégl
durchgefiihrt. Stark abweichende Messwerte wurdéndee Auswertung nicht berticksichtigt und sind iand
Abbildungen nicht zu sehen. Die Messungen von Chipd Chip 2 wurden zusammen mit einegy\Wert und zwei
RUax gefittet (Gl.2.2). Eingefugt in den Graphen wurddie jeweiligen Dissoziationskonstanten, Kowie die
maximalen Antworten Rj,.
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6.4.2 ITC-Daten
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Abbildung 6.25 | ITC-Thermogram von GTB titriert mit U DP bei 25°C.Die Messungen wurden in 50 mM
MOPS (pH 6,7 bei 25°C), 100 mM NaCl, 5 mM MnQGind 1 mM 2-Mercaptoethanol durchgefiihrt. Oben sind
jeweils die Rohdaten gezeigt. Der Graph unten zdigtgemessene Warmemenge (Q) dividiert durchrjigerte
Stoffmenge des Liganden ,naufgetragen gegen das molare Verhdltnis von ldgan Rezeptor. Eingefugt in den
jeweiligen Graphen sind die Anzahl an Bindungsstelfg), die Assoziationskonstante fKn M™) sowie die
Enthalpie AH in cal/mol) und den jeweiligen Standardabweicramddie Proteinkonzentration betrug 336 UM GTB
und es wurden 21 Injektionen mit je 1,8 pl einenld UDP-L6sung durchgefihrt.
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Abbildung 6.26 | ITC-Thermogram von GTB in Anwesenheitvon H-Dis titriert mit UDP bei 25°C. Die
Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25°C), md1 NaCl, 5 mM MnCJ} und 1 mM 2-Mercaptoethanol
durchgefiihrt. Oben sind jeweils die Rohdaten geéz&gr Graph unten zeigt die gemessene Warmemeye (
dividiert durch die injizierte Stoffmenge des Liglam n, aufgetragen gegen das molare Verhdltnis von ldgan
Rezeptor. Eingefligt in den jeweiligen Graphen siied Ahzahl an Bindungsstellen (n), die Assoziatiomstante
(Ka in M) sowie die EnthalpieAH in cal/mol) und der den jeweiligen Standardabtveien. Die Probenzelle

enthielt 390 uM GTB und 4 mM H-Dis. Es wurden 26ektionen mit je 1,5 ul einer 3 mM UDP-L&ésung
durchgefihrt.
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UDP-Gal (3DD)
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Abbildung 6.27 | ITC-Thermogram von GTB in Anwesenheitvon 3DD titriert mit UDP-Gal bei 25°C. Die
Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25°C), md1 NaCl, 5 mM MnCJ} und 1 mM 2-Mercaptoethanol
durchgefiihrt. Oben sind jeweils die Rohdaten gez&gr Graph unten zeigt die gemessene Warmemeye (
dividiert durch die injizierte Stoffmenge des Liglam n, aufgetragen gegen das molare Verhdltnis von ldgan
Rezeptor. Eingefiigt in den jeweiligen Graphen siied Ahzahl an Bindungsstellen (n), die Assoziatiomsitante
(Ka in M) sowie die EnthalpieAH in cal/mol) und den jeweiligen StandardabweictemdDie Probenzelle enthielt
390 uM GTB und 4 mM 3DD. Es wurden 26 Injektioneit j;m 1,5 pl einer 2 mM UDP-Gal-Lésung durchgefiihrt
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Abbildung 6.28 | ITC-Thermogram von GTB titriert mit U DP-Glc bei 25°C.Die Messungen wurden in 50 mM
MOPS (pH 6,7 bei 25°C), 100 MM NaCl, 5 mM MnQGind 1 mM 2-Mercaptoethanol durchgefiihrt. Oben sind
jeweils die Rohdaten gezeigt. Der Graph unten zdigtgemessene Warmemenge (Q) dividiert durchrjigerte
Stoffmenge des Liganden ,naufgetragen gegen das molare Verhdltnis von ldgan Rezeptor. Eingefugt in den
jeweiligen Graphen sind die Anzahl an Bindungsstelfe), die Assoziationskonstante fKn M™) sowie die
Enthalpie AH in cal/mol) und den jeweiligen Standardabweictamdn (A) betrug die Proteinkonzentration 230 uM
GTB und es wurden 26 Injektionen mit je 1,5 pl eidenM UDP-Glc-Lésung durchgefiihrt. In (B) betrug die

Proteinkonzentration 390 uM GTB und es wurden 2@&kiipnen mit je 1,5 pl einer 2 MM UDP-Glc-Lésung
durchgefihrt.
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UDP-Glc (H-Dis)
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Abbildung 6.29 | Thermogram von GTB in Anwesenheit vio H-Dis titriert mit UDP-Glc bei 25°C. Die
Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25°C), md1 NaCl, 5 mM MnCJ} und 1 mM 2-Mercaptoethanol
durchgefiihrt. Oben sind jeweils die Rohdaten gez&gr Graph unten zeigt die gemessene Warmemeye (
dividiert durch die injizierte Stoffmenge des Liglam n, aufgetragen gegen das molare Verhdltnis von ldgan
Rezeptor. Eingefiigt in den jeweiligen Graphen siied Ahzahl an Bindungsstellen (n), die Assoziatiomsitante
(Ka in M) sowie die EnthalpieAH in cal/mol) und den jeweiligen StandardabweictemdDie Probenzelle enthielt
in (A) und (B) 390 uM GTB und 4 mM H-Dis. Es wurdef [jektionen mit je 1,5 pl einer 2 mM UDP-Gal-Lagu
durchgefihrt.
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UDP-Glc (3DD)
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Abbildung 6.30 | Thermogram von GTB in Anwesenheit vo 3DD titriert mit UDP-Glc bei 25°C. Die
Messungen wurden in 50 mM MOPS (pH 6,7 bei 25°C), md1 NaCl, 5 mM MnCJ} und 1 mM 2-Mercaptoethanol
durchgefiihrt. Oben sind jeweils die Rohdaten geéz&gr Graph unten zeigt die gemessene Warmemeye (
dividiert durch die injizierte Stoffmenge des Liglam n, aufgetragen gegen das molare Verhdltnis von ldgan
Rezeptor. Eingefligt in den jeweiligen Graphen siied Ahzahl an Bindungsstellen (n), die Assoziatiomsitante
(Ka in M) sowie die EnthalpieAH in cal/mol) und den jeweiligen StandardabweictemdDie Probenzelle enthielt
390 uM GTB und 4 mM 3DD. Es wurden 26 Injektionen jail,5 pl einer 2 mM UDP-Glc-Lésung durchgefihrt.
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3AD
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Abbildung 6.31 | ITC-Thermogram von GTB titriert mit 3 AD bei 25°C. Die Messungen wurden in 50 mM
MOPS (pH 6,7 bei 25°C), 100 mM NaCl, 5 mM MnQGind 1 mM 2-Mercaptoethanol durchgefiihrt. Oben sind
jeweils die Rohdaten gezeigt. Der Graph unten zdigtgemessene Warmemenge (Q) dividiert durchrjigerte
Stoffmenge des Liganden ,naufgetragen gegen das molare Verhdltnis von ldgan Rezeptor. Eingefugt in den
jeweiligen Graphen sind die Anzahl an Bindungsstelfg), die Assoziationskonstante fKn M™) sowie die
Enthalpie AH in cal/mol) und den jeweiligen Standardabweictamdn (A) betrug die Proteinkonzentration 230 pM
GTB und es wurden 26 Injektionen mit je 1,5 ul eir®emM 3AD-Losung durchgefiihrt. In (B) betrug die

Proteinkonzentration 230 uM GTB und es wurden 26kiignen mit je 1,5 pul einer 2 mM 3AD-Lésung
durchgefihrt.
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Glycosyltransferase Inhibitor

6.5 Glycosyltransferase Inhibitor

6.5.1 SPR-Daten

Tabelle 6.2 | Dissoziationskonstanten von Fragmen83 gegeniiber GTA, GTB und AAGIyB.Die Messungen
wurden in 50 MM MOPS (pH 6,7 bei 25°C), 100 mM Na@dus mM MgCh bzw. 5 mM MnC} in Ab- und
Anwesenheit von 1 mM UDP mit GTB immobilisiert auhem CM5 Chip (Chip 3 und 4) durchgefiihrt (siehe
Tabelle 2.10. Alle Messungen wurden auf zwei unterschiedlict®mnsorchips in dreifacher Bestimmung mit
Konzentrationen von 25 pM bis 7 mM durchgefuhrt.e Dérhaltenen Bindungsisothermen wurden mit einem
Bindungsmodell fir zwei Bindungsstellen gefittet.

Enzyme  Puffer K 1[mM] RUmax 1ARU]  Kp 2[M] RU rmax_2[RU] R? Chf
GTA - 0.56 +0.14 37/24 0.4 23107-1G >099 295
Mg?* 0.74 +0.06 36/30 54.90  8.10%/3-16° >0.99 0.46
Mg? /UDP  0.86+0.13 37123 -0.6 -4%09-1d >099 058
Mn?* 1.07 +0.14 33/37 -201-40 -2.10%/-9-1¢ =099 0.79
Mn*/UDP  2.60+0.32 29/29 4140  5.10%/3-13 >0.99 0.09
GTB - 0.22 +0.03 22117 92890 9.16°/2-16° >099 1.04
Mg?* 0.22 +0.01 19/17 0.1 1-402-16 >0.99 0.14
Mg? /UDP  0.27 +0.02 15/16 0.2 33@-16 >0.99 0.16
Mn? 0.41+0.04 18/18 1.6 124021-18  >099 0.14
Mn*/UDP  1.88+0.40 23/17 -0.09 -698/-1210 >0.99 0.04
AAGlyB - 0.56 +0.11 35/25 0.2 848/2*10 >0.99 1.28
Mg?* 0.64 +0.07 31/26 0.2 935/2%10 >0.99 0.24
Mg®*/UDP  0.97 +0.21 21/11 0.1 697/110 >0.99 0.21
Mn?* 0.83 +0.09 28/26 261940 1.10%/2.16° =099 0.43
Mn*/UDP  16.8+19.29 105/ 95 -0.06 -292/-146 >0.99  0.03
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Abbildung 6.32 | Sensorgramme und Bindungsisotherder Bindung von Fragment 382 an immobilisierte
GTA. Die Messungen wurden in in 50 mM MOPS (pH 6,7 b&fCQ und 100 mM NaCl sowie (A, B) ohne
Metallion, mit (C, D) 5 mM MgCJ, mit (E, F) 5 mM MgCJ und 1mM UDP, mit (G, H) 5 mM MnGkowie mit (I, J)

5 mM MnClL und 1mM UDP mit GTA immobilisiert auf einem CM5 @hiurchgefihrt. Als Referenz wurde eine
leere Flusszelle verwendet. Alle Messungen wurddgreaei unterschiedlichen Sensorchips (Chip 3/4drigifacher
Bestimmung mit Konzentrationen von Fragment 382 26nuM bis 7 mM durchgefiihrt. Gezeigt ist jeweilssda
Sensorgramm der ersten Messung. Angegeben sinDis®ziationskonstantenpKsowie die maximale Antwort
RU .« der spezifischen Bindungsstelle eines Modells m#iBindungsstellen.
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Abbildung 6.33 | Sensorgramme und Bindungsisotherder Bindung von Fragment 382 an immobilisierte
GTB. Die Messungen wurden in in 50 MM MOPS (pH 6,7 b8! und 100 mM NaCl sowie (A, B) ohne
Metallion, mit (C, D) 5 mM MgC{, mit (E, F) 5 mM MgCJ und 1mM UDP, mit (G, H) 5 mM MnGlkowie mit (I, J)

5 mM MnChL und 1mM UDP mit GTB immobilisiert auf einem CM5 Chdprchgefiihrt. Als Referenz wurde eine
leere Flusszelle verwendet. Alle Messungen wurddgreaei unterschiedlichen Sensorchips (Chip 3/4drigifacher
Bestimmung mit Konzentrationen von Fragment 382 26nuM bis 7 mM durchgefiihrt. Gezeigt ist jeweilssda
Sensorgramm der ersten Messung. Angegeben sinDiss®ziationskonstantenKsowie die maximale Antwort
RU.ax der spezifischen Bindungsstelle eines Modells méiBindungsstellen.
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Abbildung 6.34 | Sensorgramme und Bindungsisotherder Bindung von Fragment 382 an immobilisierte
AAGIyB. Die Messungen wurden in in 50 mM MOPS (pH 6,7 &G und 100 mM NaCl sowie (A, B) ohne
Metallion, mit (C, D) 5 mM MgC, mit (E, F) 5 mM MgCJ und 1mM UDP, mit (G, H) 5 mM MnGlkowie mit (I, J)

5 mM MnChL und 1mM UDP mit AAGIyB immobilisiert auf einem CM5 (®hdurchgefiihrt. Als Referenz wurde
eine leere Flusszelle verwendet. Alle Messungendemrauf zwei unterschiedlichen Sensorchips (Chip Br4
dreifacher Bestimmung mit Konzentrationen von Fragn@&82 von 25 uM bis 7 mM durchgefiihrt. Gezeigt ist
jeweils das Sensorgramm der ersten Messung. Angagshd die Dissoziationskonstantep gowie die maximale
Antwort RU,,,, der spezifischen Bindungsstelle eines Modells m#iBindungsstellen.
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6.5.2 STD-NMR-Daten

Tabelle 6.3 [*H-chemische Verschiebunge von UDP bei 298 K und 500 MHzDie Probe enthielt 1 mM UDP
und zusatzlich 20 uM GTB in 50 mM Bis-Triggd(pH 6,7 bei 25 °C), 100 mM NaCl, 5 mM MgCil mM 2-
Mercaptoethanol-gund 300uM TSP-q, als interne Referenz.

Proton Chemische Verschiebung [ppm]
H5y 5,96
H6y 7,96
H1g 5,97
H2g 4,39
H3g 4,39
H4g 4,28
H5g 3,25

Tabelle 6.4 |"H-chemische Verschiebunger® von Fragment 382 bei 298 K und 500 MHzDie Probe enthielt
1 mM FragmenB882 und zusétzlich 20 uM GTB in 50 mM Bis-TrigssdpH 6,7 bei 25 °C), 100 mM NacCl, 5 mM
MgCl,, 1 mM 2-Mercaptoethanolsdind 300uM TSP-g, als interne Referenz.

Proton Chemische Verschiebung [ppm]
H2'/ H6' 3,92
H3'/ H5' 3,43
H2" / H6" 8,08
H3"-H5" 7,56

6.6 NMR-Experimente

6.6.1 Zuordnungstabelle

Tabelle 6.5 | Chemische Verschiebungen von 2t '°C,'>N-markierter GTB. Angegeben ist das jeweilige
Spinsystem bzw. die Position und Art des jeweiligeninosaurerestes. Gemessen wurde die Probe béVB&E0UNd
enthielt 1 mM der #H,23C,'°N-markierten GTB in NMR-Phosphatpuffer (H20) (siefabelle 2.15) mit 10QM
TSP-q, als interne Referenz und 10 %@ Zusatzlich sind die Ergebnisse der Titration wefd,">N-markierter
GTB mit UDP dargestellt (siehe 3.3.4). Angegebendist Sattigung, bei der die Signale eine Anderueg d
chemischen Verschiebung erfahren bzw. Eigenschd#éeignale.

Aminos&ure/Spinsystem 1N [ppm] BNH [ppm] UDP-Titration
161Arg 8,443 121,552
162Vval 7,619 122,677
163Thr 8,628 122,013
164Leu 8,527 128,135
165Gly 8,671 107,891
166Thr 8,301 115,057
1} 7,696 117,859
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{4} 6,809 109,864

{6} 8,604 121,321

{8} 7,799 123,762 10%
{9} 7,676 114,379

{11} 7,406 111,577

{12} 7,755 113,893 10%
{13} 6,781 113,001

{14} 7,377 110,904

{16} 6,977 112,928

{17} 7,655 111,702

{18} 7,665 120,628

{20} 8,076 116,674

{21} 7,980 131,223

{23} 7,550 114,908

{24} 8,594 121,689 40%
{25} 7,030 114,740

{26} 6,899 113,227

{27} 9,922 128,240

{29} 7,014 113,043

{30} 7,702 111,167

{32} 7,533 112,865

{33} 7,372 111,785

{34} 8,533 122,038

{35} 7,632 115,005

{38} 7,744 118,931 20%
{39} 8,265 117,621

{40} 8,437 118,579 60%
{41} 8,275 117,361 10% (Auslaufer aus {39})
{45} 7,298 109,372

{46} 8,312 124,329

{47} 7,586 113,164

{49} 10,065 126,539

{51} 6,843 112,156

{52} 8,032 109,245

{53} 8,467 111,854

{54} 7,039 120,799

{56} 6,770 117,735

{57} 8,059 117,262 10%
{58} 7,083 109,661

{59} 8,536 126,626

{60} 6,885 111,881

{61} 8,948 115,571

{62} 7,370 120,352 40%
{63} 6,689 115,220

{64} 8,805 125,250 Signal verschwindet
{65} 6,776 110,719 40%
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{67} 6,953 112,511
{69} 7,981 125,661
{71} 6,786 112,093
{72} 8,196 120,936
{73} 7,579 119,599
{74} 7,955 120,979
{75} 7,934 119,368
{76} 7,749 117,568
{80} 7,592 109,778
{81} 8,067 120,523 10%
{85} 8,713 118,613
{86} 7,888 113,874
{87} 7,430 113,608
{88} 8,939 123,804
{91} 7,891 120,088 Nah am Rauschen
{93} 7,349 117,843
{94} 9,559 121,620
{95} 10,849 115,211
{98} 6,856 116,029
{99} 8,384 114,151
{100} Seitenkette 7,007 113,941
{100} Seitenkette 6,911 113,945
{101} 6,837 110,834
{102} 6,638 112,995
{103} 6,773 111,738
{104} 9,478 130,213
{105} 8,588 120,422
{106} 8,190 121,785
{108} 8,744 124,638 10%
{109} 7,425 118,264
{112} 9,953 124,195
{113} 7,720 113,008
{116} 8,458 115,772
{117} 6,810 109,380
{118} 10,296 129,772
{119} 8,647 116,261 40%
{120} 6,833 114,627
{121} 6,678 110,716
{124} 8,677 122,953
{125} 7,814 121,122
{126} 8,251 122,017
{127} 6,834 111,838
{129} 9,372 129,043 Langsamer Austausch mit {614}
{130} 9,029 128,303
{131} 8,370 124,650 Vereinigt sich mit {310}
{132} 7,598 118,936
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{133} 9,089 128,536

{134} 9,653 116,722

{135} 8,084 119,687 10%

{138} 8,631 122,669 10% (Signal verschwindet)
{140} 8,723 114,842

{141} 6,931 113,226

{143} 7,107 113,038

{144} 10,186 126,611 Signal verschwindet
{145} 7,723 112,110

{146} 8,308 120,957 starke Uberlagerung
{147} 7,140 134,600

{150} 8,022 118,872 Signal verschwindet
{152} 8,610 118,386

{153} 7,782 116,947

{154} 7,683 109,684

{157} 9,092 123,863 80%

{158} 8,003 118,465 40%

{159} 8,182 119,898

{160} 8,439 124,886 Signal verschwindet
{161} 8,204 115,121

{163} 8,656 115,025 60%

{164} 6,989 113,256

{165} 8,553 118,216

{166} 6,905 112,217 10%

{167} 8,598 113,263

{169} 7,535 111,996

{170} 7,592 112,301

{173} 9,097 124,274 Nah am Rauschen
{174} 8,496 117,355 10%

{175} 10,746 128,531

{176} 8,670 123,662

{177} 7,890 117,209

{178} 8,085 118,882

{179} 8,462 109,935 20%

{181} 7,683 113,146

{184} 7,291 110,725

{185} 7,236 112,546

{188} 7,152 133,777

{189} 8,389 122,674 40%

{190} 8,150 117,831

{191} 8,933 123,097

{192} 7,777 133,347

{193} 9,309 125,442

{194} 8,026 123,619

{195} 8,277 124,703 40%

{196} 8,159 109,931
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{197}
{199}
{201}
{203}
{204}
{205}
{206}
{209}
{210}
{212}
{213}
{215}
{216}
{217}
{218}
{219}
{220}
{221}
{222}
{223}
{225}
{226}
{228}
{230}
{231}
{232}
{233}
{234}
{235}
{236}
{237}
{238}
{240}
{241}
{243}
{244}
{245}
{247}
{248}
{249}
{250}
{251}
{252}
{253}
{255}
{256}

8,042
6,641
10,819
6,868
7,632
8,829
7,828
7,571
8,036
8,371
8,185
6,714
7,657
7,452
7,018
6,881
6,996
8,146
8,238
8,654
6,914
8,094
8,115
6,717
8,275
8,656
8,301
7,009
7,421
8,175
7,288
8,008
8,602
8,906
6,769
6,803
9,450
8,438
7,060
8,062
7,426
9,133
9,172
10,021
7,457
7,368

110,567
113,936
114,963
112,516
112,881
119,663
118,249
117,668
119,744
121,820
116,219
111,647
113,890
110,859
112,053
112,923
111,759
120,579
124,421
120,236
112,974
118,365
119,426
110,664
125,073
121,193
115,313
116,587
114,536
120,216
111,585
114,063
114,883
124,811
122,059
110,307
117,067
116,816
122,811
125,144
115,757
125,138
115,062
114,790
111,760
122,160

Signal verschwindet

Signal verschwindet
10%

80%
Signal verschwindet

Signal verschwindet

Signal verschwindet

Signal verschwindet
Signal verschwindet

Signal verschwindet

10%

60%
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{257} 7,974 108,516

{258} 8,463 121,403

{259} 7,764 120,755

{260} 7,587 111,002

{262} 7,920 119,139 10%
{263} 7,382 117,296

{264} 8,470 117,000

{266} 7,759 123,485 10%
{267} 8,739 122,858

{268} 7,610 115,577

{269} 8,576 118,480

{270} 7,571 111,644

{272} 8,228 121,822

{273} 7,681 133,555

{275} 6,838 113,230

{276} 7,201 112,278 10%
{277} 8,199 122,475

{278} 7,358 119,221

{279} 7,641 111,992

{280} 8,065 120,850

{281} 8,343 126,384

{282} 7,696 119,584

{283} 7,981 119,251

{284} 7,299 117,439

{285} 7,123 118,200

{287} 7,139 117,250

{289} 8,506 124,780 Signal verschwindet
{290} 8,032 115,270 10%
{292} 6,813 112,790

{293} 9,326 123,747 10%
{294} 7,664 112,483

{297} 8,386 117,946

{298} 8,025 126,098

{301} 7,440 121,916

{302} 9,136 115,900

{304} 8,708 114,055

{305} 7,999 116,233

{306} 8,039 124,385

{307} 7,567 110,797

{310} 8,331 125,188

{312} 8,569 124,816

{313} 8,965 122,201

{314} 9,231 119,945 40%
{318} 8,439 122,579

{319} 8,476 119,643

{322} 7,816 113,019
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{327}
{330}
{336}
{339}
{340}
{343}
{349}
{355}
{358}
{361}
{362}
{367}
{372}
{376}
{377}
{378}
{380}
{381}
{384}
{385}
{386}
{387}
{388}
{389}
{390}
{391}
{392}
{393}
{394}
{395}
{396}
{397}
{398}
{399}
{400}
{401}
{402}
{403}
{409}
{419}
{420}
{421}
{422}
{423}
{424}
{425}

7,150
8,753
8,069
7,935
8,747
8,278
9,200
7,803
8,424
8,455
8,157
7,809
8,067
7,309
7,336
7,905
8,393
8,327
9,505
8,433
8,382
8,536
7,738
7,695
7,993
9,481
7,850
9,717
7,925
8,040
6,935
6,884
7,297
8,706
8,158
8,152
8,268
9,144
7,981
8,865
7,470
6,946
8,342
8,340
8,591
7,252

116,126
108,060
124,276
121,515
116,571
121,395
121,800
115,458
119,342
119,649
119,449
113,851
119,146
134,373
133,254
129,239
125,481
125,475
124,199
123,830
121,373
120,623
120,174
118,641
117,961
117,305
114,990
113,091
112,305
111,887
111,831
111,104
110,265
118,730
120,587
120,213
124,075
131,632
130,246
134,547
133,957
133,925
119,405
120,074
121,026
119,299

20%

starke Uberlagerung
Signal verschwindet

starke Uberlagerung

Uberlagerung
10%
Langsamer Austausch mit {604}

kleines Signal
40%

10%
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{435} 7,610 122,789

{472} 7,871 113,158

{482} 6,734 110,778

{491} 7,901 120,306

{492} 6,805 110,701

{496} 7,862 113,140

{497} 7,759 113,140

{498} 7,608 113,176

{528} 8,416 122,187

{540} 8,306 124,328

{560} 8,455 125,399

{587} 7,535 113,429 10%

{589} 8,461 122,842 Signal verschwindet
{590} 7,738 120,759

{591} 8,389 120,002 10%

{592} 11,949 131,485 Signal verschwindet
{593} 11,506 131,442 Signal verschwindet
{594} 8,420 115,780

{595} 7,066 113,354 Signal verschwindet
{596} 8,156 126,792

{597} 7,802 116,726 40%

{598} 7,724 116,947

{599} 7,700 116,878

{600} 8,856 124,922 Signal verschwindet
{601} 10,894 115,364

{602} 8,147 116,288 Signal verschwindet
{603} 8,075 116,754

{604} 7,976 129,054 Langsamer Austausch mit {378}
{605} 7,782 125,243 Signal kommt dazu
{606} 9,172 115,140 Signal kommt dazu
{607} 6,772 122,185

{608} 7,000 113,413

{610} 9,428 124,105

{611} 9,235 119,973 40%

{612} 8,474 123,987 Signal kommt dazu
{613} 8,934 115,730 10%

{614} 9,502 130,567

{615} 8,443 126,503 Signal kommt dazu
{616} 6,520 118,791

{629} 7,884 114,078
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6.6.2 CPMG-Relaxations-Dispersion Messungen mit der GTB
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Abbildung 6.35 | Relaxations-Dispersionsprofile vorGTB in Abhangigkeit von Substraten.Es wurden Methyl-
TROSY CPMG-Relaxations-Dispersions Experimente mitH N {lle 51-°CHg}-markierter GTB bei einer
Feldstarke von 500 MHz;cpye-Frequenzen von 50 bis 500 Hz und 275 K (blau), R88elb) sowie 298 K (rot)
durchgefiihrt. Gezeigt sind die Dispersionsprofite \Signal 1, 4, 5 und 6 (von oben nach unten) dhinles), mit
UDP (mitte) sowie mit UDP und H-Disaccharid (re¢ht®ie Fehlerbalken geben die Standardabweichumg de
doppeltbestimmten Messwerte an. Das dazugehdrigeyMEROSY NMR-Spektrum sowie die Nummerierung der
Signale ist in Abbildung 3.30 zu finden. Die Dalistieg erfolgte mit GUARDD (Kleckner and Foster 2011)
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Abbildung 6.36 | Relaxations-Dispersionsprofile vorGTB in Abhangigkeit von Substraten.Es wurden Methyl-
TROSY CPMG-Relaxations-Dispersions Experimente mitH N {lle 51-°CHg}-markierter GTB bei einer
Feldstarke von 500 MHz;cpye-Frequenzen von 50 bis 500 Hz und 275 K (blau), R88elb) sowie 298 K (rot)
durchgefiihrt. Gezeigt sind die Dispersionsprofie Bignal 7, 9, 10 und 11 (von oben nach unteng glinks), mit
UDP (mitte) sowie mit UDP und H-Disaccharid (re¢ht®ie Fehlerbalken geben die Standardabweichumg de
doppeltbestimmten Messwerte an. Das dazugehdriggyMEROSY NMR-Spektrum sowie die Nummerierung der
Signale ist in Abbildung 3.30 zu finden. Die Dalistieg erfolgte mit GUARDD (Kleckner and Foster 2011)
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6.6.3 Untersuchungen der GTB mit Lanthanoiden

Tabelle 6.6 | Aktivitdt von GTB in Anwesenheit vershiedener Metallionen. Gemessen wurde die Aktivitat einer
GTB-Probe in 50 mM MOPS pH 7, 100 mM NaCl, 1 mM DifiTAnwesenheit der angegebenen Metallionen. Es
wurde der Aktivitatstest, wie unter 2.3.4 bescheigbmit einer 4., von 50545 dpm durchgefiihrt. Zusétzlich ist die

prozentuale spezifische Aktivitat gegeniiber denddegen mit MnGl aufgefihrt.

Metall Verdiinnungsfaktor DPM spezifische Aktivitat spezifische Aktivitat
1:xxx [U/mg] [%0]
MnCl, 6000 5087 13.15
MnCl, 6000 5137 13.28 100.0
H,O 600 1065 0.25 1.9
H,O 1 22228 0.01 0.1
H,O + EDTA 1 128 0.00 0.0
MgCl, 600 3586 0.92
MgCl, 600 3570 0.91 6.9
LaCl; 600 274 0.05 0.3
LaCl; 100 336 0.01 0.1
DyCls 600 684 0.15 1.2
DyCl, 100 299 0.01 0.1
GdCh 600 456 0.09 0.7
GdCk 100 243 0.01 0.0
YbCls 600 525 0.11 0.8
YbCl; 100 334 0.01 0.1

Tabelle 6.7 | PRE-Effekte der Titration von u?H,'*N {lle51-"*CHg}-markierter GTB-Probe mit GdCl 5 in
Anwesenheit von UDP Angegeben ist die Differenz der Linienbreiten in ¢t Titration von GTB in Anwesenheit
von UDP mit GdC und LaC}.

Signal # 0 uM 25 uM 50 uM 75 uM 1000uM  125uM 180 pu 200 uM 300 uM

> -3,77

3 -2,64 2,02

9 3,23 12,17

6 -3,58 2,09 34,71

4 -5,93 -1,64 14,16

11 0,67 4,07 4,16

8 2,06 4,00 0,24 4,54
-0,34 1,30 3,35 5,84 12,37 16,09 8,24 20,10

10 5,88 3,21 5,33 13,12 2,44 -3,40 20,93 13,52
2,77 -2,08 8,45 13,60 21,86 1,00 11,83 11,71
0,51 4,12 5,75 4,75 5,23 5,62 3,57 7,88
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6.6.4 Untersuchungen der West-Nil-Virus Protease

LAS | B
1,5 mM Aprotinin + 100 pM WNV G(Q &
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° o %@ ¢ ! L
%#u é
- bt ° o o
9 b \ =
o o
0 0,' ®
.o
(] ’ ‘ .,
o . %
0 .‘ 0
[}
v o 0 _
0 00 [ =
, Q
T T T T T T T T T T T T T T T T T ]
: -0 'H [ppm]

Abbildung 6.37 | Uberlagerung von ?H,™N {lle51-**CH}-markierter WNV-Protease mit 1,5 mM Aprotinin
(blau) und 2,5 mM Aprotinin (rot). Gezeigt sind die Methyl-TROSY-NMR-Spektren von 2151 Aprotinin sowie
100 pM u2H, N, {lle 51-*3CHg}-markierter WNV-Protease (1) mit 1,5 mM Aprotinim 20 mM NaHPO,/NaH,PO,-
Puffer in DO (pH 7 bei 25°C) mit 100 uM TSP-dals interne Referenz gemessen bei 298 K.. Die

Aufnahmeparameter sind unter 2.6.10 angegeben.
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Abbildung 6.38 | Veradnderung der Relaxations-Dispesionsprofile der WNV-Protease in Anwesenheit von
WNV-Inhibitor und Aprotinin. Es wurden Methyl-TROSY CPMG-Relaxations-DispersionpdExnente mit u-
2H,°N {Ile 51-*CHg}-markierter WNV-Protease bei 500 MHz (blau) undd0@@Hz (rot), vepua-Frequenzen von 50
bis 500 Hz bei verschiedenen Temperaturen durchgefGezeigt sind die Dispersionsprofile von Il 50e 25,

lle 123 und lle 147 (von oben nach unten) ohnekginmit WNV-Inhibitor (mitte) und mit Aprotinin échts). Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung der ttbppmmten Messwerte an. Die dazugehdrigen Methyl
TROSY NMR-Spektren sowie die Nummerierung der Sigmsiled in Abbildung 3.45, Abbildung 3.46 und
Abbildung 3.47 zu finden. Bei den Messungen ohnébltdr, konnte kein Signal fiir das lle 123 deteifttiwerden.
Die Darstellung erfolgte mit GUARDD (Kleckner anddter 2011).
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Abbildung 6.39 | Verédnderung der Relaxations-Dispesionsprofile der WNV-Protease in Anwesenheit von
WNV-Inhibitor und Aprotinin. Es wurden Methyl-TROSY CPMG-Relaxations-DispersionpdExnente mit u-
2H 5N {lle 51-**CHg}-markierter WNV-Protease bei 500 MHz (blau) undd?Hz (rot), vepwsFrequenzen von 50
bis 500 Hz bei verschiedenen Temperaturen durchgefGezeigt sind die Dispersionsprofile von ll&18He 162
und lle 165 (von oben nach unten) ohne (links), WiNV-Inhibitor (mitte) und mit Aprotinin (rechts)Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung der ttbppmmten Messwerte an. Die dazugehdrigen Methyl
TROSY NMR-Spektren sowie die Nummerierung der Signsind in Abbildung 3.45, Abbildung 3.46 und
Abbildung 3.47 zu finden. Bei den Messungen ohnébltdr, konnte kein Signal fir das lle 162 detefttiwerden.
Die Darstellung erfolgte mit GUARDD (Kleckner andster 2011).

245






Anhang

LEBENSLAUF

Personliche Daten
Name:
Nationalitat:
Geburtsdatum:

Private Adresse:

Ausbildung

01/2011 - 12/2014

2008 - 2010

06/2010 — 12/2010

2005 - 2008

05/2008 - 10/2008

1996 - 2005
Praktika / Auslandserfahrung

09 - 10/2013

Lena Lisbeth Grimm
Deutsch
11.11.1985 (Starnberg)
An der Mauer 12/8
23552 Libeck, Deutschland

Promotionsstudentin / Wissenschaftliche Mitarbeiten
am Institut fur Chemie (Prof. Dr. Thomas Peters)ivarsitat
zu Lubeck.

Doktorarbeit: "Ligandenbindung und Proteindynamik bei
humaner Blutgruppe B Galactosyltransferased West-Nil
Virus Protease NS2B-NS3"

Master of Scienct in “Molecular Life Science” an der
Universitat zu Lubeck.

Masterarbeit: “Zur Interaktion kleiner Molekile mit
humanen Blutgruppen ABO Glycosyltransferasen” am
Institut fir Chemie (Prof. Dr. Thomas Peters), émsitat zu
Libeck.

Bachelor of Scienc in “Molecular Life Science” an der
Universitat zu Lubeck.

Bachelorarbeit: “Photodynamische Therapie in
Kombination mit einem Antiseptikum zur Eliminierungn
Candida albicans am Institut fir Biomedizinische Optik
(Dr. Heyke Diddens), Universitat zu Libeck.

Abitur , Gymnasium Landschulheim Kempfenhausen

Nanyang Technological University, Singapur.

Division of Structural Biology & Biochemistry, Scbb of
Biological Sciences, Assoc Prof. Julien Lescar.

Projekte: Untersuchungen zur Struktur eines Denguss
Membran Proteins mittels Kernspinresonanz, Krisiaiion
einer Chikungunya-Virus Protease Domdane, sowie neine
Komplex der Mehlwurm o-Amylase mit einem
Peptidinhibitor.

247



Lebenslauf

03 - 05/2010

08 - 11/2009

2002 - 2003

Lehr- / Nebentatigkeiten

01/2011 - 12/2014

09/2006 - 06/2007

08/2007

Publikationen

Institut Pasteur Korea, Seoul, Siidkorea.

Center of Core Technology, Screening Technologyfdétia,

Dr. Jonathan Cechetto.

Projekte: Durchfiihrung der Validierung und des 8giegs
von humanen embryonalen Stammzellen auf
Differenzierung. Assay Entwicklung eines Screenirzgs
Induktion von Seneszenz in Fibroblasten.

The University of Queensland, Brisbane, Australien.
Institute for Molecular Bioscience, Chemistry arntduStural
Biology, Prof. Glenn King, Dr. Volker Herzig.

Projekte: Isolierung von Peptiden die Acetylchadireptoren
blocken aus Spinnengift. Rekombinante Expressiod un
Charakterisierung von insektiziden Spinnengiftemyie in
vivo Studien an L. cuprinato.

Oswego High-School, lllinois, USA.

Auslandsschuljahr

Wissenschaftliche Mitarbeiterin im Institut fur Chemie,
Universitat zu Lubeck.

Betreuung der Seminar und Praktika "Allgemeine dbém
und "Organische Chemie" und Kolloquien fir Studerdes
Studiengangs Molecular Life Science.

Wissenschaftliche Hilfskraft im Institut fir Chemie,
Universitat zu Lubeck.

Betreuung der Seminar und Praktika "Allgemeine dbém
und "Organische Chemie" fur Studenten des Studregga
Molecular Life Science.

Betreuerin eines Wissenschaftlichen Feriencamps.
Vorbereitung und Durchfiihrung von Workshops (Rohote
Polizei) sowie ganztdgige Betreuung von Kinder-
/Jugendgruppen.

* Sindhuwinata, N.Grimm, L. L., Weil3bach, S., Zinn, S., Munoz, E., Palcic, M. M.,
Peters, T. (2013) Thermodynamic signature of satestr and substrate analogs
binding to human blood group B galactosyltransferdsom ITC experiments.
Biopolymers 99(10):784-95

* Jorgensen, RGrimm, L. L., Sindhuwinata, N., Peters, T., Palcic, M. M. (2082
glycosyltransferase inhibitor from a molecular fremt library simultaneously
interferes with metal ion and substrate bindililggew. Chem. Int. E&®1(17)4171-5

248



Anhang

DANKSAGUNG

In allererster Linie moéchte ich mich blerof. Dr. Thomas Petersdafir Bedanken, dass er mir
die Moglichkeit gegeben hat, an diesen interesealteemen zu arbeiten. Die fortwahrende
Unterstitzung, hilfreichen Diskussionen und Ideewis eine hervorragende Betreuung haben
es mir ermdglicht mich fachlich und personlich weitientwickeln.

Desweitern mochte ich mich berof. Dr. Rolf Hilgenfeld bedanken, der mir die Arbeit an der
West-Nil Virus Protease ermoglicht hat und seinenitaMeitern Dr. Naoki Sakai,
Caroline HaaseundLinlin Zhang fir die tolle Einfihrung in dieses Themengebietisodie
Bereitstellung der Plasmide.

Fur viele inspirierende Diskussionen und ihrer aoftnden Hilfsbereitschaft mdchte ich mich
beiProf. Dr. Monica M. Palcic bedanken.

Fur die Hilfe bei der Aufnahme der Tripelresonaqmaimente mdchte ich mich herzlichst bei
Dr. Frank Lohr sowie bei Prof. Dr. Volker Détsch fir die Messzeit an den NMR-
Spektrometern in Frankfurt bedanken.

Mein Dank gilt auchPD Dr. Sven Miiller-Leonnies fur die Moglichkeit zur Nutzung des
iTC,oGeréts im Forschungszentrum Borstel und die lilfien Tipps sowie Diskussionen die
zum Gelingen der Experimente mafigeblich beigetrégdren. Auch gilt mein Dank hier vor
allem Thies Kohli fur die Unterstitzung bei den ITC-Experimenten wed GTB-Synthese

sowieWilfried Hellebrandt fir die Synthese verwendeter Substanzen.

Fir das wissenschaftliche und angenehme Arbeitakimm Institut fur Chemie bedanke ich
mich herzlichst bebDr. Thorsten Biet fur die Hilfe beim Umgang mit den NMR-Spektrometer
sowie fiur die Beantwortung jeder noch so kleinenagér Dr. Hannelore Peters,
PD Dr. Thomas Weimar, Prof. Dr. Karsten Seeger und Dr. Alvaro Mallagaray de Benito
fur die vielen und ideenreichen DiskussionBm. Nora Begemannméchte ich fur die tolle
EinfUhrung in das Themengebiet der humanen BlufggnpABO Glycosyltransferasen und fir
eine hervorragende Zusammenarbeit danken. Auch gikin grof3ter Dank hier
Sophie WeilRbach, Friedemann Fligge und Tobias Schoéne fir die WeiterflUhrung der
Projekte sowie Julietta Schweiger, Nikolai Yurttagll, Robert Creutznacher und
Till Zickmantel , die wahrend ihrer Zeit am Institut weitere Aspeliteses Themas untersucht
haben und damit zum Fortgang der Arbeit beigetralggiben. Zusatzlich danke ich allen
derzeitigen und ehemaligen Mitarbeitern aus dentitimsfiir Chemie:Dr. Béarbel Blaum,
Christiane Blunk, Mailin Ddpkins, Brigitte Fiege, Anika Hellberg, Ulrike Hermsdorf,
Elisabeth Holtig, Sarah Leineweber, Mila Leuthold,Petra Lipp, Kirsten Petersohn, Dr.
Rosa Pulz, Barbara Richer, Sarah Schénig, Anna Tondrdt undCordula Windler.

249



Danksagung

Fir die Finanzierung dieser Arbeit bedanke ich niehderEuropean Commission Research
and Innovation DG (SILVERjowie bei deDFG - Deutsche Forschungsgemeinschaft

Zu guter Letzt mochte ich meinen Eltern, Schwestend Freunden vom ganzen Herzen
danken. Sie haben mich wahrend der gesamten Zuitstitzt, motiviert und damit zu dem

erfolgreichen Abschluss dieser Arbeit beigetragen.

Vielen Dank!

250



