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1 EINLEITUNG 
 

 

 

 

1.1     Fettsäurebindungsproteine 

 
Die Fettsäurebindungsproteine (Fatty Acid-Binding Protein, FABP) sind Mitglieder der  

Familie der intrazellulären Lipidbindungsproteine (intracellular Lipid Binding Protein, iLBP). 

Diese Klasse umfaßt cytosolische Proteine mit Molekulargewichten zwischen 14-16 kDa. Die 

Mitglieder dieser Proteinfamilie zeigen eine hohe Affinität zu amphiphilen Substanzen, wie 

Fettsäuren, Gallensäuren und Retinoiden. FABPs bestehen aus 126 bis 137 Aminosäuren und 

wurden erstmals von Ockner und Mitarbeitern beschrieben (Ockner et al., 1972). Obwohl sie 

große Unterschiede in den Sequenzhomologien auf Aminosäureebene zeigen (z.B. humanes 

B-FABP zeigt 67% Sequenzhomologie zu humanem H-FABP, aber nur 28% zu humanem L-

FABP), ist die dreidimensionale Struktur hochkonserviert. Sie besteht aus zehn antiparallelen 

β-Faltblättern, die eine muschelähnliche Struktur bilden, deren Öffnung von zwei kurzen, 

nahezu parallelen α-Helices geschlossen wird. Fettsäurebindungsproteine dienen vermutlich 

als Reservoir für unlösliche Fettsäuren, dirigieren deren zelluläre Aufnahme und ermöglichen 

einen zielgerichteten Transport der Fettsäuren zu dem entsprechenden Ort der metabolischen 

Umsetzung. Möglicherweise beeinflussen sie die Genexpression, das Zellwachstum, sowie 

die Funktion von Enzymen, Membranen, Ionenkanälen und Rezeptoren. 

 

1.2 Natürliches Vorkommen 
 
FABPs findet man nicht nur im fettsäuremetabolisierenden Gewebe von Säugern, sondern 

auch in dem von Vögeln, Fischen und Insekten (Veerkamp & Maatman, 1995; Hohoff & 

Spener; 1998). Sie erhielten ihren Namen nach dem Gewebe, aus dem sie erstmals isoliert 

oder identifiziert wurden. Man kennt z. B. aus menschlichem Muskelgewebe, fötaler Lunge 

und Plazenta den Herz-Typ (H-FABP) (Peeters et al., 1989; Sa et al., 1989; Das et al., 1988), 

den Leber-Typ aus Huhn (L-FABP) (Sewell et al., 1989; Scapin et al., 1988), den Darm-Typ 

aus Ratte (I-FABP) (Kanda et al., 1989), den Adipozyten-Typ aus Schwein, Mensch und 

Maus (A-FABP) (Armstrong et al., 1990; Baxa et al., 1989; Matarese & Bernlohr, 1988), den 

Myelin-Typ aus Rind (My-FABP) (Jones, et al., 1988a), den Hirn-Typ aus Mensch und Rind 
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(B-FABP) (Shimizu et al., 1997; Schoentgen et al., 1989), den Haut-Typ aus Mensch und 

Ratte (E-FABP) (Siegenthaler et al., 1993; Watanabe et al., 1994) und ein 

Lipidbindungsprotein aus dem Ileum vom Schwein (ILBP) (Sacchettini et al., 1990; Lücke et 

al., 1996). FABPs wurden auch in Rindermilchdrüsen (Jones et al., 1988b), in Rattennieren 

(Lam et al., 1988), einer Schellfischart (Stewart & Driedzic, 1988), im Darm von 

Schmetterlingslarven (Smith et al., 1992) und im Flugmuskel von Heuschrecken (Haunerland 

& Chisholm, 1990) gefunden. Sogar im Cytosol der Hefe Yarrowia lipolytica wurde ein 15 

kDa FABP entdeckt (Dell´Angelica et al., 1996). Diese Hefe ist darauf spezialisiert, 

langkettige Fettsäuren als Kohlenstoff- und Energiequelle für den Stoffwechsel zu nutzen. 

Eine zum Teil erfolgte Aminosäuresequenzierung zeigte jedoch keine signifikante Homologie 

zu den FABPs höherer Organismen. Zur gleichen Famile von Proteinen gehören zelluläre 

Retinolbindungsproteine (CRBP I-III) (Sundelin et al., 1985a; Schaefer et al., 1989; Vogel et 

al., 2001), zelluläre Retinolsäurebindungsproteine (CRABP I und II) (Sundelin et al., 1985b; 

Giguere et al, 1990) und ein Lipidbindungsprotein aus Testis (T-FABP) (Schmitt et al., 

1994). 

  
 

Tab. 1: Gewebespezifisches Vorkommen der iLBP-Familie nach Glatz & van der Vusse (1996); Hohoff & 
Spener (1998), Veerkamp & Zimmerman (2001) und Vogel et al. (2001). Zusätzlich angegeben ist der 
natürliche Ligand. 

 
 

iLBP-Typ Ligand Gewebe 
 

H-FABP Fettsäuren Herz, Skelettmuskel, Hirn, Milchdrüse, Hoden, 
Eierstöcke, Niere, Magen, Aorta, Lunge 

B-FABP Fettsäuren Hirn 
My-FABP Fettsäuren Myelinscheiden des peripheren Nervensystems 
A-FABP Fettsäuren, Retinoesäure Fettgewebe, Harnblase 
E-FABP Fettsäuren Fettgewebe, Hirn, Epidermis, Augenlinsen, 

Netzhaut, Hoden, Niere, Lunge 
I-FABP Fettsäuren Dünndarm 
L-FABP Fettsäuren, Häm, 

Bilirubin, Eicosanoide 
Leber, Dünndarm, Niere 

ILBP Gallensäuren, Fettsäuren Dünndarm, Magen 
CRBPI all-trans-Retinol Leber, Lunge, Niere, Darm, Hoden 
CRBPII all-trans-Retinol/-al Dünndarm 
CRBPIII all-trans-Retinol Fettgewebe, Herz, Muskelgewebe 
CRABPI all-trans-Retinoesäure Hoden, Hirn, Niere, Haut 
CRABPII all-trans-Retinoesäure Haut 
T-FABP ? Hoden 
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T-FABP und My-FABP sind lediglich in einem bestimmten Gewebetyp anzutreffen, nämlich 

im Hoden bzw. dem peripheren Nervensystem; im Dünndarm hingegen wurden vier FABP-

Typen gefunden (CRBPII, I-FABP, ILBP und L-FABP). Am weitesten verbreitet sind H-

FABP und E-FABP, welche in einer Vielzahl von Geweben identifiziert wurden. Generell 

werden FABPs als intrazelluläre, cytosolische Proteine beschrieben (Veerkamp & Maatman, 

1995; Glatz & van der Vusse, 1996, Hohoff & Spener, 1998). Mit Hilfe der Immuno-

Elektronenmikroskopie wurden mittlerweile mehrere FABP-Typen auch im Zellkern 

verschiedener Spezies identifiziert, z.B. L-FABP in Hepatozyten (Bordewick et al., 1989), H-

FABP in Rinderherzzellen (Börchers et al., 1989) und B-FABP in sich entwickelnden 

Mäusegehirnzellen (Feng et al., 1994). Mittels ELISA wurde in Darm und Fettgewebe die 

jeweilige FABP-Konzentration mit 2-5% des Gesamtgehalts an cytosolischen Proteinen 

bestimmt; bis zu 7% des Proteingehalts im Cytosol von Ratten- und Rinderleber ist L-FABP. 

Die FABP-Konzentration in den Zellkernen ist um zwei Größenordnungen kleiner (Börchers 

et al., 1989; Bordewick et al., 1989). 

 

1.3 Primärstruktur 
 
Die Primärstrukturen der iLBP-Familie lassen sich auf ein gemeinsames Ursprungsgen 

zurückführen. Abbildung 1 zeigt den phylogenetischen Stammbaum der Mausproteine.  A-, 

B-, E-, H-, M- und T-FABP lassen sich durch Vergleich der Aminosäuresequenzen auf das 

 
 

ILBP

L-FABP

I-FABP

B-FABP

M-FABP

H-FABP

T-FABP

E-FABP

A-FABP

CRABPI

CRABPII

CRBPI

CRBPII
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Retinoide
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Abb. 1: Wurzelloser phylogenetischer Baum der iLBP Genfamilie. Die 
Strichlänge repräsentiert die evolutionäre Distanz zwischen den Proteinen. Zur 
Kalkulation der Verwandtschaft wurden die Sequenzen der Mausproteine 
verwendet (Hohoff & Spener, 1998). 
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           1         10         20         30           40 
 H-FABP ...VDAFLGT WKLVDSKNFD DYMKSLGVGF ATRQVASMT. .KPTTIIEKN 100% 
 B-FABP ...VEAFCAT WKLTNSQNFD EYMKALGVGF ATRQVGNVT. .KPTVIISQE  67% 
 A-FABP ...CDAFVGT WKLVSSENFD DYMKEVGVGF ATRKVAGMA. .KPNMIISVN  63% 
My-FABP ...SNKFLGT WKLVSSENFD DYMKALGVGL ATRKLGNLA. .KPTVIISKK  61% 
 E-FABP MATVQQLEGR WRLVDSKGFD EYMKELGVGI ALRKMGAMA. .KPDCIITCD  49% 
 I-FABP .....AFDST WKVDRSENYD KFMEKMGVNI VKRKLAAHD. .NLKLTITQE  33% 
 L-FABP ....MSFSGK YQLQSQENFE AFMKAIGLPE ELIQKGKDI. .KGVSEIVQN  27% 
   ILBP .....AFTGK YEIESEKNYD EFMKRLALPS DAIDKARNL. .KIISEVKQD  26% 
  CRBPI ...PVDFTGY WKMLVNENFE EYLRALDVNV ALRKIANLL. .KPDKEIVQD  31% 
 CRBPII ...TKDQNGT WEMESNENFE GYMKALDIDF ATRKIAVRL. .TQTKIIVQD  40% 
CRBPIII ..MPPNLTGY YRFVSQKNME DYLQALNISL AVRKIALLL. .KPDKEIEHQ  34% 
 CRABPI ...PN.FAGT WKMRSSENFD ELLKALGVNA MLRKVAVAAA SKPHVEIRQD  40% 
CRABPII ...PN.FSGN WKIIRSENFE ELLKVLGVNV MLRKIAVAAA SKPAVEIKQE  40% 
 
            50          60         70           80          90 
 H-FABP GDILTLKTHS .TFKNTEISF KLGVEFDETT ..ADDRKVKS IVTLDG.GKL  
 B-FABP GDKVVIRTLS .TFKNTEISF QLGEEFDETT ..ADDRNCKS VVSLDG.DKL  
 A-FABP GDVITIKSES .TFKNTEISF ILGQEFDETV ..ADDRKVKS TITLDG.GVL 
My-FABP GDIITIRTES .TFKNTEISF KLGQEFEETT ..ADNRKTKS IVTLQR.GSL 
 E-FABP GKNLTIKTES .TLKTTQFSC TLGEDFEETT ..ADGRDTQT VCNFTD.GAL  
 I-FABP GNKFTVKESS .AFRNIEVVF ELGVTFNYNL ..ADGTELRG TWSLEG.NKL  
 L-FABP GKHFKFTITA .GSKVIQNEF TVGEECELET ..MTGEKVKT VVQLEGDNKL  
   ILBP GQNFTWSQQY PGGHSITNTF TIGKECDIET ..IGGKKFKA TVQMEG.GKV  
  CRBPI GDHMIIRTLS .TFRNYIMDF QVGKEFEEDL TGIDDRKCMT TVSWDG.DKL  
 CRBPII GDNFKTKTNS .TFRNYKLDF TVGVEFDEHT KGLDGRNVKT LVTWEG.NTL  
CRBPIII GNHMTVRTLS .TFRNYTVQF DVGVEFEEDL RSVDGRKCQT IVTWEE.EHL 
 CRABPI GDQFYIKTST .TVRTTEINF KVGEGFEEET ..VDGRKCRS LATWENENKI  
CRBAPII GDTFYIKTST .TVRTTEINF KVGEEFEEQT ..VDGRPCKS LVKWESENKM 
 
                      100         110        120        130 
 H-FABP VHLQK...W. .DGQETTLVR ELI.DGKLIL TLTHGTAVCT RTYEKEA 132 
 B-FABP VHIQK...W. .DGKETNFVR EIK.DGKMVM TLTFGDVVAV RHYEKA. 131 
 A-FABP VHVQK...W. .DGDKTTIKR KRE.DDKLVV ECVMKGVTST RVYERA. 131 
My-FABP NQVQR...W. .NGKETTIKR KLV.DGKMVA ECKMKGVVCT RIYEKV. 131 
 E-FABP VQHQE...W. .DGKESTITR KLK.DGKLVV ECVMNNVTCT RIYEKVE 135 
 I-FABP IGKFK...RT DNGNELNTVR EII.GDELVQ TYVYEGVEAK RIFKKD. 131 
 L-FABP VTTFK..... .NIK...SVT ELN.GDIITN TMTLGDIVFK RISKRI. 127 
   ILBP VVNSP..... .NYH...HTA EIV.DGKLVE VSTVGGVSYE RVSKKLA 127 
  CRBPI QCVQK...G. .EKEGRGWTQ WIE.GDELHL EMRVEGVVCK QVFKKVQ 134 
 CRBPII VCVQK...G. .EKENRGWKQ WVE.GDKLYL ELTCGDQVCR QVFKKK. 133 
CRBPIII VCVQK...G. .EVPNRGWRH WLE.GEMLYL ELTARDAVCE QVFRKVH 134 
 CRABPI HCTQTLLEG. .DGPKTYWTR ELAND.ELIL TFGADDVVCT RIYVRE. 136 
CRABPII VCEQKLLKG. .EGPKTSWTR ELTNDGELIL TMTADDVVCT RVYVRE. 137 
 
Abb. 2: Aminosäuresequenzvergleich einiger Mitglieder der iLBP-Familie. Alle Sequenzen sind von 
humanem Protein, außer ILBP und CRBP II, welche aus Schwein und Ratte stammen. Die Positonen 
konservierter Aminosäuren (mindestens fünfmal vorhanden) sind grün eingefärbt. Teilweise wurden 
Leerzeichen in die Sequenzen eingefügt, um Insertionen und Deletionen von Aminosäureresten zu 
berücksichtigen. Die Aminosäuresequenzen wurden folgenden Referenzen entnommen: H-FABP (Peeters et 
al., 1991), B-FABP (Shimizu et al., 1997), My-FABP (Hayasaka et al., 1991), A-FABP (Baxa et al., 1989), E-
FABP (Madsen et al., 1992), I-FABP (Sweetser et al., 1987), L-FABP (Lowe et al., 1985), ILBP (Walz et al., 
1988), CRBPI (Nilsson et al., 1988), CRBPII (Schaefer et al., 1989), CRBPIII (Folli et al., 2001), CRABPI 
und CRABPII (Åstrom et al., 1991). 
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               1        10        20        30        40        50 
H-FABP(Mensch) VDAFLGTWKLVDSKNFDDYMKSLGVGFATRQVASMTKPTTIIEKNGDILT 100% 
H-FABP(Ratte)  ADAFVGTWKLVDSKNFDDYMKSLGVGFATRQVASMTKPTTIIEKNGDTIT  91% 
H-FABP(Rind)   VDAFVGTWKLVDSKNFDDYMKSLGVGFATRQVGNMTKPTTIIEVNGDTVI  90% 
H-FABP(Maus)   ADAFVGRWKLVDSKNFDDYMKSLGVGFATRQVGSMTKPTTIIEKNGDTIT  87% 
 
                        60        70        80        90        100 
H-FABP(Mensch) LKTHSTFKNTEISFKLGVEFDETTADDRKVKSIVTLDGGKLVHLQKWDGQ 
H-FABP(Ratte)  IKTHSTFKNTEISFQLGVEFDEVTADDRKVKSVVTLDGGKLVHVQKWDGQ 
H-FABP(Rind)   IKTQSTFKNTEISFKLGVEFDETTADDRKVKSIVTLDGGKLVHVQKWDGQ 
H-FABP(Maus)   IKTQSTFKNTEINFQLGIEFDEVTADDRKVKSLVTLDGGKLIHVQKWEGQ 
 
                        110       120         132 
H-FABP(Mensch) ETTLVRELIDGKLILTLTHGTAVCTRTYEKEA 
H-FABP(Ratte)  ETTLTRELSDGKLILTLTHGNVVSTRTYEKEA 
H-FABP(Rind)   ETSLVREMVDGKLILTLTHGTAVCTRTYEKQA 
H-FABP(Maus)   ETTLTRELVDGKLILTLTHGSVVSTRTYEKEA 
 
Abb. 3: Aminosäuresequenzvergleich der pI=4,9 Isoform des H-FABP aus Rind (Billich et al., 1998; Unterberg et 
al. 1990), mit H-FABP aus Mensch (Börchers et al., 1990), Ratte (Kimura et al., 1989) und Maus (Tweedie et al., 
1989). Die Positonen konservierter Aminosäuren (mindestens dreimal vorhanden) sind grün eingefärbt. 
 
 
               1        10        20        30        40        50 
B-FABP(Mensch) VEAFCATWKLTNSQNFDEYMKALGVGFATRQVGNVTKPTVIISQEGDKVV 100% 
B-FABP(Ratte)  VDAFCATWKLTDSQNFDEYMKALGVGFQTRQVGNVTKPTVIISQEGGKVV  90% 
B-FABP(Maus)   VDAFCATWKLTDSQNFDEYMKALGVGFATRQVGNVTKPTVIISQEGGKVV  88% 
B-FABP(Rind)   VDAFVGTWKLTESQNFDEYMKSLGVGFATRQBGNMTDPTLIISVNGDTEI  80% 
 
                        60        70        80        90        100 
B-FABP(Mensch) IRTLSTFKNTEISFQLGEEFDETTADDRNCKSVVSLDGDKLVHIQKWDGK 
B-FABP(Ratte)  IRTQCTFKNTEISFQLGEEFEETSIDDRNCKSVIRLDGDKLIHVQKWDGK 
B-FABP(Maus)   IRTQCTFKNTEINFQLGEEFEETSIDDRNCKSIVTLDGGKLVHLQKWDGK 
B-FABP(Rind)   IKTQSTFKNTEISFHLGEEFDDTTADDQKVKSIVTLDGGKLVHVQKWDGQ 
 
                        110       120         132 
B-FABP(Mensch) ETNFVREIKDGKMVMTLTFGDVVAVRHYEKA 
B-FABP(Ratte)  ETNCVREIKDGKMVVTLTFGDVVAVRCYEKA 
B-FABP(Maus)   ETNCTREIKDGKMVVTLTFGDIVAVRCYEKAV 
B-FABP(Rind)   ESSLVREMVAGKLILTLTHGDVVAVRHYEKQ 
 
Abb. 4: Aminosäuresequenzvergleich des B-FABP aus Mensch (Shimizu et al., 1997), mit B-FABP aus Rind 
(Schoentgen et al., 1989), Ratte (Bennet et al., 1994) und Maus (Feng et al., 1994). Die Positionen konservierter 
Aminosäuren (mindestens dreimal vorhanden) sind grün eingefärbt. 
 
 
 
I-FABP zurückführen, welches sich wiederum aus L-FABP/ILBP entwickelt hat. Abbildung 2 

zeigt paraloge humane iLBPs mit einer Sequenzhomologie von 26-67%, bei orthologen 

Proteinen liegt die Sequenzhomologie mit 80-91% wesentlich höher. Die Abbildungen 3 und 

4 zeigen einen orthologen Aminosäuresequenzvergleich der in dieser Arbeit NMR 

spektroskopisch untersuchten Proteine H-FABP und B-FABP.  
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Die konservierten Reste R106, R126 und Y128 sind in der Unterfamilie A-FABP, B-FABP, 

E-FABP, H-FABP und My-FABP an der Fettsäurebindung beteiligt (Xu et al., 1993; 

Balendiran et al., 2000; Hohoff et al., 1999; Young et al., 1994; Cowan et al., 1993). Beide 

Argininreste sind auch beim CRABP I an der Retinolsäurebindung beteiligt  (Cheng et al., 

1991), während beim CRABP II nur Arginin 126 essentiell ist (Chen et al., 1995). 

 

1.4 Tertiärstruktur und Ligandenbindung 
 
Obwohl die Primärstrukturen der iLBPs teilweise eine nur schwache Sequenzhomologie 

untereinander aufweisen, ist die Tertiärstruktur in der Proteinfamilie stark konserviert. Die 

allgemeine räumliche Struktur der iLBPs besteht aus zehn antiparallelen β-Faltblattsträngen, 

die so angeordnet sind, daß die innenliegende Bindungstasche von zwei nahezu orthogonalen 

Faltblättern umschlossen wird. Diese Tertiärstruktur läßt sich anschaulich als eine Faßstruktur 

oder Muschelform beschreiben (Sacchettini et al., 1988). Das erste Faltblatt besteht aus den 

Strängen βA bis βE und der ersten Hälfte des Stranges βF. Das zweite Faltblatt umfaßt die 

zweite Hälfte von Strang βF und die Stränge βG bis βJ. Zwischen den Strängen βA und βB 

befindet sich eine Helix-Turn-Helix Domäne. Helix α-I ist die Fortsetzung von Strang βA und 

Helix α-II mündet in Strang βB. Im Innern der Faßstruktur befindet sich ein Hohlraum, der 

dem Lösungsmittel weitgehend unzugänglich ist. In diesem Hohlraum befindet sich der 

hydrophobe Ligand (Banaszak et al., 1994). Im Prinzip stehen kleineren Molekülen zwei 

Öffnungen zur Verfügung, um in das Innere des iLBPs zu gelangen. Die Portalregion wird 

gebildet durch die Schleifenregionen zwischen den Faltblattsträngen βC und βD, βE und βF, 

sowie durch die Helix α-II. Außerdem befindet sich zwischen den Strängen βD und βE ein 

breiter Spalt („gap“). Der Ein- und Austritt des Liganden erfolgt wahrscheinlich durch die 

Portalregion. Gleichzeitig verlassen Wassermoleküle die Bindungstasche durch den Spalt 

zwichen den Faltblattsträngen βD und βE. Mittlerweile sind von allen iLBPs außer T-FABP 

Kristall- und/oder Lösungsstrukturen bekannt (Tabelle 2 und 3). 

 

Die iLBPs können nach ihrer Sequenzhomologie und Bindungseigenschaften in vier Gruppen 

eingeteilt werden (Hohoff & Spener, 1998). Die erste Unterfamilie (I) enthält CRBP I-III und 

CRABP I/II (Ligand: Retinoide). Unterfamilie zwei (II) beinhaltet ILBP (Ligand: 

Gallensäuren) und L-FABP (bindet zwei Fettsäuren). In der dritten Unterfamilie (III) befindet 

sich I-FABP (bindet Fettsäuren in linearer Konformation). Zuletzt umfaßt Unterfamilie vier 
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(IV) alle FABPs, die die Fettsäure in stark gebogener (U-förmiger) Konformation binden. Zu 

dieser letzten Gruppe gehören A-FABP, B-FABP, E-FABP, H-FABP, My-FABP und 

vermutlich T-FABP. 

 

 
Tab. 2: Mitglieder der iLBP-Familie deren Kristallstrukturen bestimmt wurden. Zusätzlich sind angegeben 
Ligand, Auflösung der Struktur und die Referenz. 
 

 
iLBP Organismus Ligand Auflösung Referenz 

 
H-FABP Mensch heterogen 

Stearinsäure 
Ölsäure 

Elaidinsäure 

2,1 Å  
1,4 Å 
1,4 Å 
1,4 Å 

Zanotti et al., 1992 
Young et al., 1994 
Young et al., 1994 
Young et al., 1994 

 Rind heterogen 3,5 Å Müller-Fahrnow et al., 1991 
B-FABP Mensch Ölsäure 

DHA 
2,8 Å 
2,1 Å 

Balendiran et al., 2000 
Balendiran et al., 2000 

My-FABP 
 

Rind heterogen 
Ölsäure 

2,7 Å 
2,7 Å 

Jones, et al., 1988a 
Cowan et al., 1993 

A-FABP Maus Apo 
Ölsäure, Stearinsäure 

Arachidonsäure 
Ölsäure, Stearinsäure 
Hexadecansulfonsäure 

1,6 Å 
1,6 Å 
1,6 Å 
1,6 Å 
1,6 Å 

Xu et al., 1993 
Xu et al., 1993 

La Londe et al.,1994 (a&b) 
La Londe et al.,1994 (a&b) 
La Londe et al.,1994 (a&b) 

E-FABP Mensch heterogen 2,05 Å Hohoff, et al. 1999 
I-FABP Ratte Palmitinsäure 

Ölsäure 
Apo 

Myristinsäure 
Ölsäure 

Apo 

2,0 Å 
1,75 Å 
1,2 Å 
1,5 Å 
1,7 Å 
1,2 Å 

Sacchettini et al., 1989 
Sacchettini et al.,1992 

Scapin, et al., 1992 
Eads et al., 1993 
Eads et al., 1993 
Eads et al., 1993 

I-FABP    
(R106Q) 

Ratte Ölsäure 1,7 Å Eads et al., 1993 

L-FABP 
 

Huhn 
Ratte 

heterogen 
Ölsäure 

2,7 Å 
2,3 Å 

Scapin et al., 1990 
Thompson et al., 1997 

CRBPI Ratte all-trans-Retinol 2,1 Å Cowan et al., 1993 
CRBPII Ratte Apo 

all-trans-Retinol 
2,1 Å 
1,9 Å 

Winter et al., 1993 
Winter et al., 1993 

CRBPIII Mensch all-trans-Retinol 2,3 Å Folli et al., 2001 
CRABPI Ratte 

 
Rind/Maus 

Apo 
all-trans-Retinoesäure 
all-trans-Retinoesäure 

2,1 Å 
2,2 Å 
2,9 Å 

Newcomer et al., 1993 
Kleywegt et al., 1994 
Kleywegt et al., 1994 

CRABPII Mensch 
 

all-trans-Retinoesäure 
synthetisches Retinoid 

1,8 Å 
2,2 Å 

Kleywegt et al., 1994 
Kleywegt et al., 1994 

FABP Falter heterogen 1,75 Å Benning et al., 1992 
FABP Heuschrecke heterogen 2,2 Å Haunerland et al., 1994 
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Tab. 3: Mitglieder der iLBP-Familie deren Lösungsstrukturen bestimmt wurden. Zusätzlich sind 
angegeben sind die Art des Liganden und die Referenz. 
 

 
iLBP Organismus Ligand Referenz 

 
H-FABP Mensch heterogen Lücke et al., 2001 

 Rind Palmitinsäure Lassen et al., 1995 
  Palmitinsäure Brandau, 2000 

B-FABP Mensch heterogen diese Arbeit 
E-FABP Mensch Stearinsäure Gutiérrez-González et al., 2002 
I-FABP Mensch heterogen Zhang et al., 1997 

 Ratte Apo Hodsdon et al., 1997 
  Palmitinsäure Hodsdon et al., 1996 

I-FABP ∆17-SG  heterogen Keehyuk et al., 1996 
ILBP Schwein apo Lücke et al., 1996 

  Glycocholsäure Lücke et al., 1999 
CRBPI Ratte Apo, Retinol Franzoni et al., 2002 
CRBPII Ratte Apo Lu et al., 1999 

CRABPII Mensch Apo Wang et al., 1998 
 

 
 

Die Fettsäureliganden in der vierten Gruppe ragen mit dem Carboxylatende in die 

Bindungstasche hinein und bilden Wasserstoffbrückenbindungen zu konservierten Tyrosin- 

und Arginin-Resten. Dies geschieht entweder direkt oder über geordnete Wassermoleküle. 

Das hydrophobe Ende der Fettsäure formt van der Waals-Wechselwikungen mit hydrophoben 

Resten innerhalb der Bindungstasche und mit unpolaren Wassermolekülen, die in Kontakt mit 

hydrophilen Resten stehen. 

 

1.5 Das Herz-Typ Fettsäurebindungsprotein 
 
H-FABP findet man in den meisten Geweben, im Gegensatz zu einigen iLBPs, die nur in 

einem oder einer kleinen Anzahl von Geweben exprimiert werden (siehe Tab. 1). Es wurde 

aus so unterschiedlichen Geweben wie Herz- und Skelettmuskulatur (Börchers et al., 1990; 

Kimura et al., 1989; Claffey et al., 1987), Niere, Gehirn, Hoden, Eierstöcke, 

Bauchspeicheldrüse, Thymus und Nebennierengewebe (Sweetser et al., 1987; Miller et al., 

1988; Paulussen et al., 1990; Watanabe et al., 1991) isoliert. Auch in Milchdrüsen von 

säugenden Rindern wird H-FABP exprimiert (Spener et al., 1990; Jones, et al. 1988b). Wie 

Untersuchungen zeigen, ist der in Säugetierzellen gefundene und ursprünglich als MDGI 

(Mammary-Derived Growth Inhibitor) bezeichnete Wachstumsinhibitior eine Mischung aus 

H-FABP und A-FABP (Böhmer et al., 1987; Specht et al., 1996). 
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Abb. 5: Kristallstruktur des humanen H-FABP mit eingelagerter Ölsäure in 
U-förmiger Konformation (Young et al., 1994). 

 

 

 

Die dreidimensionale Struktur von humanem H-FABP mit einer Mischung von endogenen 

Liganden wurde als Röntgenstruktur in einer Auflösung von 2,1 Å bestimmt (Zanotti et al., 

1992); höher aufgelöste Holo-Strukturen (1,4 Å) wurden von Young et al. (1994) mit  

Stearin-, Öl- und Elaidinsäure beschrieben. Eine Lösungsstruktur von Rinderherz FABP mit 

Palmitinsäure als Liganden wurde von Lassen et al. (1995) veröffentlicht und von Brandau 

(2000) verfeinert. Lücke et al. (2001) veröffentlichte vor kurzem die Lösungsstruktur von 

humanem H-FABP. 

Allen Strukturen ist gemein, daß die Fettsäure in U-förmiger Konformation gebunden wird. 

Abbildung 5 zeigt das Carboxylatende der Fettsäure im Innern des Proteins. Es bildet 

Wasserstoffbrücken zu den Seitenketten von Y128 und R126 sowie einigen geordneten 

Wassermolekülen aus. In diesem Wasserstoffbrückennetzwerk sind R106 und T40 indirekt 

über ein Wassermolekül an der Ligandbindung beteiligt. Die Fettsäure nimmt dabei ein 
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Volumen von ca. 250 Å3 ein (Young et al., 1994). Dies sind 23 % des Volumens der 

Bindungstasche (ca. 1100 Å3). Dreizehn intern gebundene Kristallwassermoleküle wurden im 

Innern der Bindungstasche gefunden, die auch bei unterschiedlichen Liganden nahezu 

identische Positionen einnehmen (Young et al., 1994). Sie befinden sich alle unterhalb der 

pseudo-re Seite der Fettsäure und zeigen Wechselwirkungen untereinander. Zehn dieser 

Wassermoleküle stehen in Kontakt mit Aminosäureseitenketten, die den Hohlraum für die 

Bindungsstelle säumen. Zwei weitere Wassermoleküle zeigen Wechselwirkungen mit der 

Carboxylatgruppe der Fettsäure, lediglich ein Wassermolekül zeigt keine Kontakte mit 

internen Partnern, sondern nur mit der Seitenkette von T60 und dem Sauerstoffatom der 

Hauptkette von L51. 

 

Mutationen der an der Fettsäurebindung beteiligten Aminosäuren R106 und R126 

verringerten beim humanen H-FABP dramatisch die Fettsäurebindungsaffinität und 

Proteinstabilität, wohingegen T40V und T40Q Mutanten keine signifikanten Veränderungen 

zum Wildtyp zeigten (Prinsen et al., 1996). In der vorliegenden Arbeit wurde die Struktur 

weiterer Mutanten des humanen H-FABP NMR-spektroskopisch untersucht. In Verbindung 

mit Bindungsstudien, Fluoreszenz- und Denaturierungsexperimenten konnten weitere 

essentielle Reste für Stabilität und Ligandenbindung identifiziert werden (Zimmerman et al., 

1999). 

 

In den NMR-Spektren des Rinderherz FABP wurden vor allem im Bereich der Portalregion 

Spinsystemheterogenitäten beobachtet (Lücke et al., 1992; Lassen et al., 1995). Die Ursache 

hierfür war bisher unklar: Zum einen könnten, hervorgerufen durch verschiedene 

Ligandenpopulationen, unterschiedliche Orientierungen des F57-Seitenkettenrings wie 

beispielsweise in den Kristallstrukturen von H-FABP (Scapin et al., 1993; Young et al., 

1994), I-FABP (Eads et al., 1993) und A-FABP (Xu et al., 1993) eine mögliche Ursache sein, 

zum anderen könnten unterschiedliche Konformationen des Proteinrückgrats, wie im Fall des 

E-FABP aufgrund geringer Elektronendichte in den Schleifenregionen zwischen den β-

Faltblattsträngen C und D vorgeschlagen (Hohoff et al., 1999), eine alternative Erklärung 

bieten. In dieser Arbeit wurde für das H-FABP mittels NMR-spektroskopischen Methoden ein 

„Selected-Fit“ Mechanismus als Ursache für die Spinsystemheterogenitäten postuliert (Lücke 

et al., 2001). 
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1.6 Das Hirn-Typ Fettsäurebindungsprotein 
 
Im Gewebe des Hirns findet man drei Mitglieder der FABP Familie: B-FABP, E-FABP und 

H-FABP (Veerkamp & Zimmerman, 2001). Sie werden räumlich und zeitlich unterschiedlich 

im fötalen, postnatalen und adultem Gehirn exprimiert (Owada et al., 1996). B-FABP ist in 

hohen Konzentrationen in den Epithelzellverbänden des sich entwickelnden Gehirns 

nachweisbar, zu einem späteren Zeitpunkt ist es nur noch in Radialzellen und unreifen 

Astrozyten anzutreffen (Feng et al., 1994; Kurtz et al., 1994). In adultem Gehirn findet die B-

FABP Expression nur noch in Gliazellen des Bulbus olfactorius statt. Das verstärkte 

Vorkommen des B-FABP zum Zeitpunkt der Neuronenentwicklung deutet auf eine 

möglicherweise entscheidende Rolle dieses Proteins während der Entstehung des zentralen 

Nervensystems hin (Kurtz et al., 1994). In humaner fötaler Netzhaut und Gehirn sowie in 

bösartigem Glioma wurde ebenfalls B-FABP Expression nachgewiesen (Godbout et al., 

1998).  

Im Gegensatz zu anderen Mitgliedern der FABP-Familie zeigt, B-FABP aus Maus eine 

höhere Affinität zu langkettigen mehrfach ungesättigen Fettsäuren wie Arachidonsäure und 

DHA als zu Ölsäure (Xu et al., 1996). Richieri et al. (2000) auf der anderen Seite fanden für 

humanes B-FABP eine schwächere Bindungsaffinität für mehrfach ungesättigte Fettsäuren als 

für gesättigte und einfach ungesättigte. Zusammen mit H-FABP und My-FABP zeigt B-FABP 

die höchste Bindungsaffinität für verschiedene Fettsäuren innerhalb der FABP-Familie 

(Richieri et al. 2000; Zimmerman et al., 2001). Eine mögliche Funktion des B-FABP ist die 

Speicherung und/oder Abgabe von Fettsäuren, die essentielle Komponenten der Phospho- und 

Glykolipide in Membranen sind  (Green et al., 1999). Alternativ könnte das Protein involviert 

sein im Transport von Fettsäuren zu spezifischen Regulationspunkten oder um mehrfach 

ungesättigte Fettsäuren vor radikalischer Oxidation schützen.  

Die Kristallstruktur von humanem B-FABP wurde im Komplex mit Ölsäure (2,8 Å) bzw. 

DHA (2,1 Å) als Ligand veröffentlicht (Balendiran et al., 2000). Der Ölsäurekomplex zeigt 

eine U-förmig gebundene Fettsäure. Das eine Sauerstoffmolekül der Carboxylatgruppe bindet 

direkt über Wasserstoffbrückenbindungen an R126 und Y128. Indirekt über ein 

Kristallwassermolekül bildet der zweite Carboxylatsauerstoff Wasserstoffbrücken zu den 

Seitenketten von T53 und R106 aus. Zwölf Seitenketten zeigen van der Waals 

Wechselwirkungen mit der Fettsäure. Der DHA-Komplex hingegen enthält eine helikal 

gebundene Fettsäure, deren Carboxylatgruppe analog zum Ölsäurekomplex 

Wasserstoffbrücken aufweist. Außerdem werden 22 van der Waals Kontakte zwischen der 

Fettsäurekette und verschiedenen Aminosäurenseitenketten in der Bindungstasche gefunden. 
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Die Autoren nehmen an, daß die besondere helikale Konformation des DHA Liganden durch 

π−π Wechselwirkungen unter anderem zwischen F104 und der C4=C5 Doppelbindung der 

Fettsäure stabilisiert wird.  

 

 
 

 
 

Abb. 6:  Kristallstruktur des humanen B-FABP mit helikal gebundenem 
Ligand (DHA) im Innern der Bindungstasche (Balendiran et al., 2000). 

 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die NMR-Spektroskopie als Methode eingesetzt, um die 

dreidimensionale Struktur des humanen B-FABP in Lösung aufzuklären. 
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2 THEORIE 

 

 

 

 

2.1 NMR-Spektroskopie 

 
Die NMR-Spektroskopie beruht auf der Wechselwirkung des magnetischen Moments eines 

Atomkerns mit einem äußeren Magnetfeld, der magnetischen Resonanz. Ein magnetisches 

Moment ist für Atome mit einem Kernspin S ≠ 0 gegeben. In der hochauflösenden NMR-

Spektroskopie untersucht man überwiegend Kerne mit S = ½, die kein Quadrupolmoment 

haben und daher scharfe Linien ergeben. Die Empfindlichkeit der zu untersuchenden 

Kernsorte wird durch das gyromagnetische Verhältnis (γ) bestimmt. Der Wert γ für den Kern 
1H ist im Vergleich zu den anderen sogenannten Heterokernen, z. B. 13C, 15N und 31P, der 

Größte. Daraus resultiert die im Gegensatz zu den Heterokernen einfachere Detektion der 

Protonen. 

 

In einem statischen Magnetfeld B0 gibt es für S = ½ Kerne genau zwei Orientierungen, die als 

α– und β–Zustand bezeichnet werden. Diese sogenannten Kern-Zeeman-Niveaus werden 

gemäß der Boltzmann-Verteilung populiert, wobei die Wahrscheinlichkeit, den energetisch 

günstigeren α–Zustand zu besetzen, größer ist. Für ein Ensemble gleichartiger Kernspins 

ergibt sich daraus eine makroskopische Magnetisierung in z-Richtung (Mz), die zum 

statischen Magnetfeld parallel orientiert ist (longitudinale Magnetisierung). Die einzelnen 

Spins präzedieren mit der Larmor-Frequenz, jedoch ohne Phasenbeziehung (willkürliche Lage 

auf dem Kegelmantel). Daher mitteln sich alle Komponenten zu B0 heraus und es tritt keine 

Magnetisierung Mx in x- oder My in y-Richtung auf. Das Verhalten der makroskopischen 

Magnetisierung läßt sich mit den Bloch-Gleichungen beschreiben (Bloch, 1946). Für die 

Lösung dieser Bewegungsgleichungen unter Berücksichtigung von gleichzeitig angelegten 

Hochfrequenzpulsen ist eine Transformation in ein rotierendes Koordinatensystem von 

Vorteil. Dieses Koordinatensystem dreht sich mit der Trägerfrequenz ω0 der 

Radiofrequenzpulse um die zum B0-Feld parallele z-Achse. Pulse lassen sich durch Rotation 

der Magnetisierung um einen bestimmten Winkel (Flipwinkel) und um eine bestimmte Achse 

beschreiben (Abb.7). Wird in x-Richtung ein kurzer Radiofrequenzpuls (z.B. 90°x) einge- 
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Abb. 7: Wirkung eines On-Resonance-Radiofrequenzpulses aus der x-Richtung mit dem Flipwinkel β (hier 90°) 
auf die longitudinale Magnetisierung im rotierenden Koordinatensystem. 
 

strahlt, so wird die z-Magnetisierung um die x-Achse (90°) auf die y-Achse gedreht. Nach 

dem Puls beginnt die transversale Magnetisierung My um die z-Achse zu präzedieren. Die 

Präzessionsfrequenz beträgt ω = γBeff, wobei Beff die unterschiedlichen chemischen 

Verschiebungen der Kerne berücksichtigt. Im rotierenden Koordinatensystem dreht sich auch 

der Beobachter (Detektor) mit der Frequenz ω0 um die z-Achse. Dadurch registriert der 

Detektor nur Differenzfrequenzen (ω - ω0). Diese Differenzfrequenz nennt man 

Präzessionsfrequenz oder chemische Verschiebung Ω. Die Präzessionsfrequenz Ω ist die von 

der Trägerfrequenz abweichende Oszillatorfrequenz jenes Signals, das ein Detektor registriert, 

der z.B. längs der y-Achse im rotierenden Koordinatensystem angeordnet ist. Man erhält ein 

mit Ω oszillierendes Signal S(t), den Free Induction Decay (FID), der durch eine Fourier-

Transformation in ein Spektrum mit einem Signal bei der Frequenz Ω umgewandelt wird. Da 

die Fourier-Transformation je eine Linie bei ±Ω ergibt, setzt man Quadraturdetektion ein und 

ermöglicht so die Selektion von nur einer Frequenz, z.B. von +Ω. 

 

2.1.1 1D-NMR-Spektroskopie 

 
Das 1D-NMR-Experiment besteht aus den zwei Blöcken Präparation und Detektion. Während 

der Präparation wird das Spinsystem mittels Hochfrequenzpulsen in einen definierten Zustand 

gebracht. Die Antwort des Spinsystems hierauf wird während der Detektionszeit registriert. In 

der Präparationsphase erzeugt man z.B. mit einem 90°-Puls aus der im Boltzmann-

Gleichgewicht vorliegenden Magnetsierung Mz transversale Magnetisierung Mx. Dieser 

Zustand, die sogenannte Kohärenz entwickelt sich während der Detektionszeit t. Obwohl 
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unter der Einwirkung von Pulsen im allgemeinen viele der möglichen Kohärenzen auftreten, 

enthalten nur einige von ihnen ein observierbare Magnetisierung, und zwar ausschließlich 

solche mit ∆mz = ±1 (Auswahlregel der NMR-Spektroskopie). Die verschiedenen Kerne mit 

unterschiedlichen Larmorfrequenzen präzedierenden um die z-Achse und induzieren in einer 

Empfängerspule eine Spannung, die registriert und gespeichert wird. Das Experiment kann 

nach einer Wartezeit, in der die Magnetisierung wieder in ihren Gleichgewichtszustand 

zurückkehrt (Relaxationszeit), beliebig oft wiederholt werden. Das Signal eines 1D-NMR-

Experiments wird nicht kontinuierlich, sondern diskontinuierlich registriert. Das ankommende 

Signal wird während fester Zeitintervalle ∆t integriert und dann in einem Analog-Digital-

Wandler digitalisiert. Man erhält einen FID aus N Punkten, wobei N∆t die Akquisitionszeit 

ist. 

 

2.1.2 2D-NMR-Spektroskopie 

 
Die Pulsfolge eines 2D-NMR-Experiments läßt sich im allgemeinen in vier Blöcke 

unterteilen: Präparation – Evolution (t1) – Mischung – Detektion (t2). Dabei entspricht die 

Detektionsphase vollständig derjenigen im 1D-NMR-Experiment. Die t2-Zeit ergibt nach der 

Fourier-Transformation die mit ω2 bezeichnete Frequenzachse eines 2D-NMR-Spektrums. 

Die 2D-NMR-Spektroskopie enthält darüber hinaus aber eine zweite variable Zeit, die 

Evolutionszeit t1. Sie wird schrittweise verlängert. Diese inkrementierte Aufnahme entspricht 

den Zeitinkrementen im digitalisierten FID der t2-Zeit. Für jedes t1 Inkrement wird separat ein 

FID in t2 detektiert. Man erhält schließlich ein Signal, das von zwei Zeitparametern, t1 und t2, 

abhängt: S(t1,t2). Die Fourier-Transformation jedes FIDs nach t2 liefert dann eine Serie von 

ω2-Spektren, die sich für die jeweiligen t1 Inkremente in der Intensität und/oder Phase der 

Signale unterscheiden. Eine zweite Fourier-Transformation nach t1, senkrecht zur ω2-

Dimension, ergibt ein Spektrum als Funktion zweier Frequenzen (ω2 horizontal, ω1 vertikal). 

 

In der hochauflösenden NMR-Spektroskopie gibt es zwei wesentliche Spin-Spin 

Wechselwirkungen, die für die Übertragung von Kohärenzen in den Mischperioden genutzt 

werden können: Die skalare Kopplung, die zur Aufklärung von Bindungs-Konnektivitäten 

verwendet wird, und die dipolare Kopplung, die eine Bestimmung von intra-/intermolekularen 

Atomabständen ermöglicht. 
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Skalare Kopplung 

Die skalare Kopplung ist eine durch die Bindung wirkende Spin-Spin-Kopplung (J-

Kopplung), die zu Multiplettaufspaltungen führt. Sie besteht nur zwischen Spins, die durch 

wenige Bindungen im Molekül voneinander getrennt sind. Daher ist sie für die Aufklärung 

von Verknüpfungen von Atomen geeignet und dient zum Beweis der Konstitution chemischer 

Verbindungen oder zur Zuordnung von Spektren. Die Größe der skalaren Kopplung ist zudem 

ein empfindlicher Parameter für Torsionswinkel um Einfach- oder Doppelbindungen, deren 

Abhängigkeit durch die semiempirische Karplus-Beziehung beschrieben wird: 

 

J(θ) = A cos2(θ) – B cos(θ) + C 

 

A, B, und C stellen empirisch bestimmte Konstanten dar, die für jeden Typ von 

Torsionswinkel (z.B. Φ- und Ψ-Winkel) verschieden sind. 

 

Dipolare Kopplung 

Die dipolare Kopplung ist die Wechselwirkung der magnetischen Momente zweier Spins (I 

und S) durch den Raum. Die Anzahl der verbrückenden chemischen Bindungen ist dabei 

unerheblich. Befindet sich ein Zweispinsystem nicht mehr im Gleichgewichtszustand, weil 

z.B. die Resonanz des Kerns S durch ein schwaches Hochfrequnz-Feld gesättigt wurde, so 

relaxiert es durch den Austausch von Spinpolarisierung wieder in einen der Boltzmann-

Verteilung entsprechenden Grundzustand. Wegen der dipolaren Kopplung relaxieren die 

beiden Spins nicht unabhängig voneinander, sondern  beeinflussen sich gegenseitig, d. h. jede 

Abweichung des einen Spins vom Gleichgewicht überträgt sich auf den anderen Spin und 

führt dort ebenfalls zu einer Abweichung vom Gleichgewicht. Diesen Effekt nennt man 

Nuclear-Overhauser-Enhancement NOE Effekt. Es gilt allgemein: 
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0I        =   Ausgangsintensität im Gleichgewicht 

I         =   Intensität während der Sättigung einer anderen Resonanz 
)(siη   =   NOE am Kern i  wenn der Kerns s  gesättigt ist 

 

Die Entstehung eines NOEs durch Kreuzrelaxation ist in Abbildung 8 anhand eines 2-Spin- 

½-Systems ohne J-Kopplung erläutert. Der NOE-Effekt kann dabei nicht nur mit Ein-
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Quanten-Übergängen erklärt werden (Relaxation nach W1), sondern es müssen auch die 

Übergangswahrscheinlichkeiten W0 und W2 berücksichtigt werden. 
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Abb. 8: Energieniveauschema für ein 2-Spin-½-System. Die 
Wahrscheinlichkeiten einer Inversion der Spins i und s werden 
mit W1

i und W1
s bezeichnet. Nach Sättigung des Überganges s 

und dem damit verbundenen Ausgleich der Populationen der 
Zustände αα und βα sowie αβ und ββ kann das thermische 
Gleichgewicht nur über Null- (W0) und Doppelquanten-
übergänge (W2) wiederhergestellt werden. 

 

Die Summe aller Kerne im System sei 4N. Im thermischen Gleichgewicht sind alle 

Energieniveaus nach der Boltzmann-Verteilung besetzt. Der Energieunterschied zwischen den 

Niveaus αβ und βα sei vernachlässigbar und beide Niveaus somit gleich besetzt. Das 

energetisch niedrigste Niveau αα ist um einen Betrag δ stärker populiert, während das Niveau 

ββ entsprechend weniger besetzt ist. Der Besetzungsunterschied für die Übergänge i und s 

(∆m=1) mit der Übergangswahrscheinlichkeit W1 ist jeweils δ. Der Nullquantenübergang 

(∆m=0) mit der Übergangswahrscheinlichkeit W0 hat den Besetzungsunterschied 0. Und für 

den Doppelquantenübergang (∆m=2) mit der Übergangswahrscheinlichkeit W2 beträgt der 

Besetzungsunterschied 2δ. 

Im NOE-Experiment werden beide s-Übergänge gesättigt und die Veränderung der 

Resonanzintensität des i-Übergangs nach Einstellung des neuen Gleichgewichts beobachtet. 

Um sich dem thermischen Gleichgewicht wieder zu nähern sind die Relaxationswege über die 

s-Übergänge durch die Sättigungsbedingung nicht gangbar, die i-Übergänge sind ebenfalls 

nicht geeignet, da die Populationsdifferenzen entlang dieser Übergänge mit jeweils δ schon 

dem Gleichgewicht entsprechen. Die Populationsdifferenz zwischen αβ und βα ist nun aber 

nicht mehr 0 sondern δ und kann durch Nullquantenrelaxation ausgeglichen werden. Über 

Doppelquantenrelaxation ist ein Populationsausgleich von ββ nach αα möglich. Im 

dynamischen Gleichgewicht gilt: 
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Je nachdem, ob W0 oder W2 dominiert, ist die Kreuzrelaxationsrate (W2-W0) negativ oder 

positiv. Für W2=W0 verschwindet die Kreuzrelaxationsrate. Bei kleinen Molekülen in nicht 

viskosen Lösungen, die sich schnell umorientieren, wird die Relaxation durch W2 dominiert 

(positiver NOE-Effekt) und  die molekulare Korrelationszeit τc ist kurz. Für Makromoleküle 

oder organische Moleküle in sehr viskosen Lösungen ist τc länger und die Relaxation wird 

durch W0 bestimmt (negativer NOE-Effekt). Für die Relaxations-Geschwindigkeiten über 

dipolare Kopplungen in einem System aus 2 Spins mit Abstand r gilt: 
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 iω , Sω   =   Resonanzfrequenzen (Larmor-Frequenzen) der Kerne i und s 

  cτ          =   molekulare Korrelationszeit 

 
Die Intensität des NOE-Effekts ist in erster Näherung proportional zu 1/r6, wobei ein 

Magnetisierungsaustausch zwischen zwei Kernen in der Regel nur dann beobachtet wird, 

wenn diese weniger als 5 Å voneinander entfernt sind. 

 

2.1.3 3D-NMR-Spektroskopie 

 
Bei den in dieser Arbeit verwendeten dreidimensionalen NMR-Experimenten handelt es sich 

nicht um „echte“ Tripelresonanzexperimente (1H, 13C, 15N), sondern um die Verknüpfung von 

zwei 2D-Experimenten. Die dritte Dimension wird konstruiert, indem nach der ersten 

Mischperiode statt der Akquisition eine weitere indirekte Evolutionszeit, gefolgt von einer 

zweiten Mischperiode, eingefügt wird. Die Pulsfolge der verwendeten 3D-NMR-Experimente 

läßt sich in sechs Blöcke unterteilen: Präparation – Evolution (t1) – Mischung – Evolution (t2) 

– Mischung – Detektion (t3). Für jedes Zeitinkrement t2 wird ein kompletter Datensatz (t1, t3) 

aufgenommen. Anschließende Fourier-Transformation in drei Dimensionen ergibt ein 

dreidimensionales NMR-Spektrum. 
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2.1.4 NMR-Experimente 

 
Für die homonukleare NMR-Spektroskopie an Proteinen haben sich hauptsächlich drei 2D-

Experimente als wesentlich herauskristallisiert: COSY, TOCSY und NOESY. Diese Spektren 

enthalten die Informationen, die notwendig sind, um die einzelnen Resonanzfrequenzen im 

Spektrum den entsprechenden Protonen im Protein zuordnen zu können (Wüthrich, 1986). 

 

Das COSY Experiment 

Im COSY-Experiment (Correlation Spectroscopy; Aue et al., 1976) erfolgt der 

Magnetisierungstransfer durch skalare Kopplung. Für aliphatische Verbindungen sind die 4J-

Kopplungskonstanten nahezu null, so daß in einem COSY-Spektrum nur Signale von 

Protonen sichtbar sind, die über zwei bzw. drei Bindungen (2J- und 3J-Kopplungen) 

miteinander verknüpft sind (Abb. 9). 

 

 

 
 
 
 
Abb. 9: Pulssequenz für das COSY-
Experiment. Der Phasenzyklus ist φ1 = 
x, -x, y, -y; Akquisition = x, -x, y, -y. 

 

Das TOCSY-Experiment 

Im TOCSY-Experiment (Total Correlation Spectroscopy; Braunschweiler & Ernst, 1983) 

wird über skalare 3J-Kopplung die Magnetisierung sukzessive durch das gesamte Spinsystem 

eines Moleküls oder einer Molekülkomponente (beispielsweise einer Aminosäure) verteilt. 

Die Mischung wird während einer Periode erreicht, in der ein Spinlock-Feld angelegt und der 

Einfluß der chemischen Verschiebung idealerweise vollständig aufgehoben ist (Abb.10). Alle 

Spins werden dadurch vorübergehend magnetisch äquivalent. Über die Länge des angelegten 

Spinlock-Feldes läßt sich die Reichweite des Magnetisierungsaustausches steuern. Nach dem 

Abschalten des Spinlock-Feldes steht die Gleichgewichts-Magnetisierung wieder unter dem 

Einfluß des Hauptmagnetfeldes. 

 

 

 
 
 
Abb. 10: Pulssequenz für das TOCSY-
Experiment. Der Phasenzyklus ist 
abhängig vom verwendeten Spinlock-
Feld (SL). 
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Das NOESY-Experiment 

Für die Strukturbestimmung entscheidend ist das NOESY-Experiment (Nuclear Overhauser 

and Exchange Spectroscopy; Jeener et al., 1979). Die Magnetisierung wird durch dipolare 

Kopplung während der Mischzeit τmix zwischen den Kernen ausgetauscht (Abb.11). Die 

Korrelation zweier Protonen durch den Raum ist in der Regel nur bis zu einem Abstand <5 Å 

beobachtbar. Bei zunehmender Proteingröße und/oder bei starken Signalüberlappungen wird 

es erforderlich zwecks verbesserter Auflösung und erhöhter Empfindlichkeit 13C oder 15N 

markierte Proteine für die NMR-Experimente einzusetzen. Im folgenden sollen die beiden 

wesentlichen 1D-NMR-Techniken zum Kohärenztransfer in heteronuklearen Spinsystemen 

genauer vorgestellt werden: Die INEPT- und DEPT-Pulssequenz. 

 

 

 
 
 
Abb. 11: Pulssequenz für das NOESY-
Experiment. Der Phasenzyklus ist φ1 = 
x, -x; φ2 = 2(x), 2(-x); 2(y), 2(-y); 
Akquisition = x, -x, -x, x, y, -y, -y, y. 

 

Die INEPT-Sequenz 

Die INEPT-Pulsfolge (Insensitive Nuclei Enhanced by Polarisation Transfer; Morris & 

Freeman, 1979) bietet die Möglichkeit beim Kohärenztransfer von I (hohes γ) nach S 

(niedriges γ) die Sensitivität um den Faktor γI/γS zu erhöhen. Der 90°-Anregungspuls auf I 

erzeugt transversale Magnetisierung, während nach der Zeit ∆ je ein 90°-Puls auf beide 

Kernsorten den Kohärenztransfer bewirkt (Abb.12). Die 180°-Pulse dienen lediglich zur 

Refokussierung, in der Zeit ∆ findet somit nur Kohärenztransfer unabhängig von der 

chemischen Verschiebung beider Kerne statt. Das Auftreten von Multipletts in Antiphase 

macht die Interpretation von INEPT-Spektren manchmal schwierig, so daß häufig eine 

refokussierte INEPT-Pulsfolge (Sørensen & Ernst, 1982) verwendet wird, bei der eine 

zusätzliche Wartezeit ∆ angehängt wird, während der nochmals refokussiert wird. 
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Abb. 12: Pulssequenz für das INEPT-
Experiment. Die Wartezeit ∆/2 hat die 
Länge von 1/4JIS, so daß sich die skalare 
Kopplung zwischen den beiden Spins 
optimal entwickeln bzw. refokussieren 
kann. 
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Die DEPT-Sequenz 

Der Vorteil der DEPT-Sequenz (Distortionless Enhancement by Polarisation Transfer; 

Dodrell et al., 1982) gegenüber der INEPT-Sequenz ist, daß sie nicht so stark von 

Schwankungen der Kopplungskonstanten der InS-Spinsysteme abhängt. Die Unterscheidung 

zwischen verschiedenen InS-Spinsystemen erfolgt hier durch einen variablen Flipwinkel β 

anstatt eines Refokussierungsdelays (Abb.13). Der Kohärenztransfer erfolgt hier ebenfalls 

unabhängig von der chemischen Verschiebung beider Kerne. Die 180°-Pulse refokussieren 

die chemischen Verschiebung, sie entwickelt sich erst nach dem variablen Puls βx für die I-

Spins. 

 

 

 
 
Abb. 13: Pulssequenz für das DEPT-
Experiment. Der nicht gefüllte 
Protonenpuls hat einen Flipwinkel von 
β° und dient zur optimalen Anpassung 
der Pulssequenz an IS, I2S- oder I3S-
Spinsysteme (β = 90°, β = 45°, β = 35°). 
Die Wartezeit ∆ hat eine Länge von 
1/2JIS, so daß sich die skalare Kopplung 
zwischen den beiden Spins optimal 
entwickeln bzw. refokussieren kann. 

 

 

Das 15N HSQC-Experiment 

Das 15N HSQC-Experiment (Heteronuclear Single-Quantum Correlation; Bodenhausen & 

Ruben, 1980) beinhaltet zwei INEPT-Schritte um Magnetisierung von Protonen auf 

Heterokerne und wieder zurück zu übertragen (Abb.14). Durch die erste INEPT-Sequenz wird 
1H Magnetisierung auf den 15N Heterokern übertragen und befindet sich dort bezüglich des 

Heterokerns in Antiphase. Protonen werden während der Evolutionszeit t1 vom Heterokern 

entkoppelt, indem in der Mitte von t1 ein 180° Puls angelegt wird. Ein anschließender zweiter 

INEPT-Schritt überführt die transversale Magnetisierung des 15N Heterokerns wieder in 

detektierbare Protonenmagnetisierung. Es werden rein absorptive Linienformen erhalten. Man 

erhält ein zweidimensionales Spektrum von korrelierten Einzelsignalen für jede 15NH-Gruppe 

im Molekül. Durch Einsatz von Gradienten läßt sich die Sensitivität des Experiments weiter 

steigern (Kay et al., 1992). 
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Abb. 14: Pulssequenz für das 15N HSQC-
Experiment. Der Phasenzyklus ist φ1 = x, -
x; φ2 = 2(x), 2(-x); φ3 = 4(y), 4(-y); 
Akquisition = 2(x, -x, -x, x). ∆ entspricht 
einer Wartezeit von 1/4JIS. 

 

 

Das 15N HTQC-Experiment 

Im 15N HTQC-Experiment (Heteronuclear Triple-Quantum Correlation; Schmidt & Rüterjans, 

1990) nutzt man eine modifizierte DEPT-Sequenz um Tripelquantenkohärenzen zu erzeugen. 

Eine zeitlich umgekehrte DEPT-Sequenz konvertiert die Tripelquantenkoheränzen 

anschließend wieder in detektierbare Einquantenkohärenzen (Abb.15). Ein 180°-Puls auf den 

Protonenkanal in der Mitte der t1-Zeit vertauscht Tripelquanten- und Einquantenkohärenzen 

und refokussiert gleichzeitig die chemische Verschiebung der Protonen. Zur Vermeidung 

phasenmodulierter Signale in der ω1-Dimension wird ein Refokussierungspuls auf den 

Heterokanal eingestrahlt, der gleichzeitig mit dem ersten Protonenmischpuls erfolgt. Dieser 

Puls bewirkt, daß die ursprüngliche Phasenbeziehung der Heterokern-

Magnetisierungskomponenenten wieder hergestellt wird und die Signale als reine 

Absorptionslinien erhalten werden. Es ergibt sich ein zweidimensionales Spektrum von 

korrelierten Signalen für jede 15NH2-Gruppe im Molekül. 
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Abb. 15: Pulssequenz des 15N HTQC-
Experiments. Der Phasenzyklus ist φ1 = x, x, -x, -
x, y, y, -y, -y; φ2 = x, -x; φ3 = y, y, -y, -y, -x, -x, 
x, x; Akquisition = x, -x, -x, x, -y, y, y, -y; ∆ = 
1/2JIS. 

 

 

Das 3D TOCSY-(15N,1H)-HSQC-Experiment 

Beim 3D TOCSY-(15N,1H)-HSQC-Experiment werden die TOCSY- und die HSQC-

Pulssequenz kombiniert (Cavanagh et al., 1996). Die Pulssequenz startet mit einer TOCSY-

Sequenz auf dem Protonenkanal (Abb.16), während die Heterokerne durch einen 180°-Puls in 

der Mitte der Evolutionszeit t1 von den Protonen entkoppelt werden. Dem ersten 90°(1H)-Puls 
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folgt ein zweiter 90°(1H)-Puls, der die transversale Magnetisierung wieder in z-

Magnetisierung für die Mischperiode zurückführt. Die isotrope Spinlock-Feld transferiert 1H-

Magnetisierung u.a. auf die Amidprotonen eines gegebenen Spinsystems. Der 90°(1H)-Puls 

erzeugt erneut transversale Magnetisierung und leitet die HSQC-Sequenz ein. Nach der 

Fourier-Transformation ergeben sich 15N-editierte homonukleare TOCSY-Spektren. 
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Abb. 16: Pulssequenz für das 3D TOCSY-(15N,1H)-HSQC-Experiment. Der Phasenzyklus ist φ1 = 2(x), 2(-x); φ2 
= 4(x), 4(-x); φ3 = x, -x; Akquisition = x, -x, x, -x, x, x, -x. Die Spinlock „Reinigungspulse“ (SL) haben eine 
Länge von 1-2 ms. 
 

 

Das 3D NOESY-(15N,1H)-HSQC-Experiment 

Das 3D NOESY-(15N,1H)-HSQC-Experiment kombiniert die NOESY- und die HSQC-

Pulssequenz (Cavanagh et al., 1996). Am Anfang steht die Pulssequenz des homonuklearen 

NOESY (Abb.17). Während der Evolutionszeit t1 werden die Heterokerne durch einen 180°-

Puls auf dem Heterokanal von den Protonen entkoppelt. Nach der Mischzeit τm leitet der 

90°(1H)-Puls die HSQC-Pulssequenz ein. Nach der Fourier-Transformation ergeben sich 15N-

editierte homonukleare NOESY-Spektren. 
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Abb. 17: Pulssequenz für das 3D NOESY-(15N,1H)-HSQC-Experiment. Der Phasenzyklus ist φ1 = x, -x; φ2 = x, 
x, -x, -x; φ3 = 4(x), 4(-x); Akquisition = x, -x, -x, x, -x, x, x, -x. 
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2.2 Torsionswinkeldynamikrechnungen mit DYANA 

 
Zur Bestimmung der Lösungsstruktur eines Peptides oder Proteins müssen alle aus den NMR-

Daten gewonnenen strukturrelevanten Parameter, z. B. interatomare Abstandsbeschränkungen 

und Winkelinformationen unter Berücksichtigung sterischer Randbedingungen kombiniert 

werden. Bei der Verwendung von interatomaren Abstandsbeschränkungen, wie sie ein 

NOESY-Spektrum liefert, kann die Lösungsstruktur mit Hilfe des Programms DYANA 

(Güntert et al., 1997) berechnet werden. Das Programm arbeitet nach der TAD-Methode 

(Torsion Angle Dynamics; Stein et al., 1987).  Im Diederwinkelraum werden die 

Standardgeometrien der Aminosäurereste wie Bindungslängen, –winkel und Chiralitäten 

während der Strukturrechnung konstant gehalten. Die zur Verfügung stehenden Freiheitsgrade 

sind ausschließlich Diederwinkel. Das Protein wird als Baumstruktur mit einem starren 

Basiskörper, der im Raum fixiert ist, und n starren Körpern, die durch n rotierbare Bindungen 

verbunden sind, beschrieben (Abe et al., 1983). Die Baumstruktur startet am N-Terminus des 

Proteinrückgrates und schreitet über die Seitenketten zum C-Terminus vor. Die Zielfunktion 

V, gleichzusetzen mit der potentiellen Energie, zeigt, inwieweit die ermittelten 

Konformationen die experimentellen Daten erfüllen. Es gilt: 

 
  Epot = ω0V mit einem Gewichtungsfaktor  ω0 = 10 kJ mol-1 Å-2 

 
Die Zielfunktion enthält alle Verletzungen der vorgegebenen Abstandsbeschränkungen sowie 

die van-der-Waals-Abstandsverletzungen für eine bestimmte gerechnete Struktur. Ziel der 

Strukturrechnung ist die Minimierung dieser Zielfunktion durch Variation der Diederwinkel. 

Die Zielfunktion V lautet: 
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V ist immer positiv, wobei 0 nur erreicht wird, wenn alle experimentellen Abstands- und 

Winkelbeschränkungen erfüllt sind, sowie keine sterische Überlappung zwischen nicht 

miteinander verbundenen Atompaaren existieren. Die Parameter wc und wd sind 

Wichtungsfaktoren für Bindungs- und Winkelbeschränkungen. In der zweiten Summe werden 

die oberen und unteren Abstandsverletzungen zwischen zwei Atomen α und β beschrieben, 

wobei b die Abstandsbeschränkung und d den tatsächlichen Abstand beschreibt. Die letzte 

Summe faßt die Verletzungen der zulässigen Diederwinkelintervalle zusammen.  Dabei ist ∆k 
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die vorzeichenbehaftete Größe der Verletzungen eines der Diederwinkelintervalle und Γk die 

Halbwertsbreite des verbotenen Diederwinkelintervalls ( 2/)( minmax
kkk θθπ −−=Γ ). 

Grundsätzlich besteht hierbei die Gefahr, während der Rechnung in ein lokales Minimum zu 

gelangen, dessen Zielfunktion größer ist als die des globalen Minimums. Diesem Problem 

begegnet das Simulated-Annealing-Verfahren: Ein fünftel der TAD-Schritte wird bei einer 

hohen Temperatur von mehreren tausend Kelvin durchgeführt. Dadurch wird die freie 

Beweglichkeit des Proteins über der Energiehyperfläche gewährleistet und das Erreichen des 

globalen Minimums ermöglicht. Für die restlichen Rechenschritte wird die Temperatur 

sukzessive auf null Kelvin gesenkt. 

 

2.3 Energieminimierung 
 
Die Strukturen der Torsionswinkeldynamikrechnungen entsprechen in der Regel nicht dem 

energieärmsten Ensemble, so daß eine anschließende Energieminimierung durchgeführt 

werden sollte. Zur Energieminimierung von Proteinen verwendet das Modul hauptsächlich 

zwei Algorithmen, die „Steepest Descent“- und „Conjugate Gradient“-Methoden. Der 

„Steepest Descent“-Algorithmus sucht in gerader Linie entlang des Gradienten gi  = -∇E(r) 

auf der Energiehyperfläche nach einem Energieminimum. Bei jedem Iterationsschritt erfolgt 

die Richtungssuche dabei orthogonal zum vorherigen Gradienten. Da die Suchrichtung 

ständig oszilliert und frühere ungünstige Richtungsentscheidungen stets überkorrigiert 

werden, arbeitet dieser Algorithmus mitunter sehr ineffizient. Der Conjugate Gradient 

Algorithmus hingegen berücksichtigt das vorangegangene Suchergebnis mit. Dabei wird der 

Richtungsvektor aus dem vorherigen Schritt, hi, mit einem Skalierungsfaktor γi gewichtet: 

 

iiii hgh γ+= ++ 11    mit   
( )

ii

iii
i gg

ggg

⋅
−= ++ 11γ     (nach Fletcher-Reeves) 

 
Dieser Algorithmus ist insbesondere bei flachen Energiehyperflächen sehr effektiv. In der 

Praxis werden beide Algorithmen kombiniert. Der „Steepest Descent“-Algorithmus wird für 

die ersten Iterationsschritte eingesetzt, danach wird die Energieminimierung mit dem 

„Conjugate Gradient“-Algorithmus fortgeführt. 
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3 MATERIAL UND METHODEN 

 

 

 

 

3.1 Molekularbiologische  Methoden 

 
Die molekularbiologischen Methoden wurden, soweit nicht anders vermerkt, nach Maniatis et 

al. (1982) durchgeführt. 

 

3.1.1 Kultivierung des E. coli Stamms BL21(DE3) 

 
Der E. coli Stamm BL21(DE3) wurde auf LB-Platten kultiviert. Bei Verwendung von mit 

Expressionsplasmid transformierten BL21(DE3) Zellen enthielten die Platten zur Selektion 

noch zusätzlich die Antibiotika Ampicillin und Chloramphenicol. Um Einzelkolonien zu 

erhalten, wurden die Bakterien auf Agarmedien ausgestrichen und über Nacht bei 37°C 

inkubiert. Für die Herstellung von Übernachtkulturen wurde LB-Medium mit den benötigten 

Antibiotika mit einer Einzelkolonie angeimpft und im Luftbadschüttler bei 37°C angezogen. 

Die Übernachtkulturen dienten entweder der Isolierung von DNA oder dem Animpfen 

großvolumiger Flüssigkulturen. 

 

3.1.2 Herstellung und Transformation kompetenter Zellen 

 
Die Herstellung kompetenter Zellen erfolgte analog der Methode nach Hanahan (1985). 100 

ml LB-Medium wurde mit 1 ml einer frischen Übernachtkultur angeimpft und unter Schütteln 

bei 37°C inkubiert. Die heranwachsenden Zellen wurden bei Erreichen einer OD550 von 0,3-

0,5 für 10 min bei 4°C mit 3000 rpm abzentrifugiert und in 15 ml TF-B1-Puffer resuspendiert. 

Nach 10 minütiger Inkubation auf Eis wurde erneut zentrifugiert und das Zellpellet in 4 ml 

TF-B2-Puffer resuspendiert. Die so erhaltenen kompetenten Zellen wurden in 200 µl 

Portionen aliquotiert und bei –80°C gelagert. 

Zur Transformation wurde ein Aliquot kompetenter Zellen mit DNA-Lösung (10-500 ng) 

gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach abschließender Hitzeschockbehandlung (42°C 



3 Material und Methoden 27  

für 1 min) wurde der Transformationsansatz mit 400 µl SOC-Medium gemischt, 60 min unter 

Schütteln bei 37°C vorinkubiert und auf LB-Platten (mit Antibiotika) ausplattiert. 

 

3.2 Proteinchemische Methoden 
 
 
3.2.1 Fermentierung von Rinderherz FABP 

 
9 Liter TB-Medium wurden im Fermenter mit Übernachtkultur im Verhältnis 1 : 100 

angeimpft. Als Fermentationsbedingungen wurden 37°C, eine Rührgeschwindigkeit von 330 

rpm und ein Luftdruck von 1,3 bar gewählt. Der pH-Wert wurde kontinuiertlich gemessen 

und konstant auf pH 7,2 gehalten. Das Wachstum wurde durch Messungen der OD600 

verfolgt. Bei einer OD600 von 1,2 erfolgte die Induktion mit IPTG (Endkonzentration 0,4 

mM). Nach 4 Stunden wurde die Fermentation beendet und die Zellen durch Zentrifugation 

geerntet (5000 x g, 4°C, 15 min). 

 

3.2.2 Isolierung von Rinderherz FABP 

 
Die Aufreinigung des Rinderherz FABP erfolgte leicht abgewandelt nach Lassen (1994). 

 
Aufschluß 

Das Zellpellet wurde mit Aufschlußpuffer (10 mM Tris/HCl, pH 7,4; 40 mM NaCl; 0,05% 

NaN3; Pefablock 0,5 mg/ml) resuspendiert und auf 90 ml Volumen eingestellt. Die 

Suspension wurde mittels Ultraschallhomogenisator (6 x 20 Pulse bei 200 Watt) im Eisbad 

aufgeschlossen und die Zelltrümmer anschließend bei 4°C mit 80000 x g für 45 min 

abzentrifugiert. 

 
DNA-Fällung 

Der Überstand wurde bei 4°C langsam unter Rühren mit Protaminsulfat bis zu einer 

Konzentration von 1,44% (w/v) versetzt. Nach 30 min Rühren wurde der Niederschlag bei 

4°C mit 30000 x g für 45 min abzentrifugiert.  

 
Entsalzung 

Eine Gelfiltrationschromatographie wurde bei 4°C mit einer Schwerkraftsäule durchgeführt. 

 

Säulenmaterial:  Sephadex G25 (Pharmacia) 

Säulenparameter:  Größe 20 x 3 cm; Füllmenge 140 ml 
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Flußrate:   2 ml/min 

Puffer:    10 mM Tris pH 7,4; 40 mM NaCl; 0,05% NaN3 

 

Die Sephadex G25 Säule wurde mit fünf Säulenvolumina Puffer äquilibriert. Der Überstand 

der DNA-Fällung wurde portionsweise (je 25 ml) aufgetragen und der Durchbruch durch UV-

Detektion bei 280 nm verfolgt. Die Fraktionen wurden mittles SDS-PAGE (siehe 2.5.6) 

analysiert. 

 

Anionenaustauschchromatographie 

Die Anionenaustauschchromatographie wurde am FPLC-System  (Pharmacia, Schweden) 

durchgeführt. 

 

Säulenmaterial:  Q-Sepharose Fast Flow (Pharmacia, Schweden) 

Säulenparameter:  Größe 19 x 6 cm; Füllmenge 540 ml 

Flußrate:   5 ml/min (Auftragen und Spülen) 

Puffer A:   20 mM Tris/HCl, pH 7,4; 0,05% NaN3 

Puffer B:   1 M NaCl 

 

Das Eluat der Entsalzungssäule wurde auf die mit fünf Säulenvolumina Puffer A äquilibrierte 

Säule aufgetragen und der Durchbruch aufgefangen. Die gesammelten Fraktionen wurden 

durch UV-Detektion bei 280 nm verfolgt. Die gebundenen E. coli Proteine wurden mit Puffer 

B eluiert und verworfen. Die proteinhaltigen Fraktionen des Durchbruchs wurden gesammelt 

und für die anschließende Gelfiltration in einer Druckfiltrationszelle (Membran YM 10) 

eingeengt. 

 

Gelfiltrationschromatographie 

Die Gelfiltrationschromatographie wurde am FPLC-System (Pharmacia, Schweden) 

durchgeführt. 

 

Säulenmaterial:  Superdex G75 (Pharmacia, Schweden) 

Säulenparameter:  Größe 60 x 2,5 cm; Füllmenge 300 ml 

Flußrate:   0,8 ml/min 

Puffer:    100 mM K2HPO4, pH 7,4; 0,05% NaN3 
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Die Superdex G75 Säule wurde mit fünf Säulenvolumina Puffer bei gegebener Flußrate 

äquilibriert. Das eingeengte Eluat der Anionenaustauschchromatographie wurde in Volumina 

von je 10 ml aufgetragen und die gesammelten Fraktionen durch UV-Detektion bei 280 nm 

verfolgt. Die Reinheit des so erhaltenen FABP wurde mit SDS-PAGE analysiert (siehe 3.4.5). 

 

3.2.3 Delipidierung von H-FABP 

 
Die Affinitätschromatographie wurde bei Raumtemperatur mit einer Schwerkraftsäule 

durchgeführt. 

 

Säulenmaterial: Lipidex 5000 (Canberra-Packard) 

Säulenparameter: 5 x 11 cm, Füllmenge 220 ml 

Flußrate: 0,5 ml/min 

Puffer: 20 mM K2HPO4 pH 7,4; 0,05% NaN3 

 

Die Delipidierung basiert auf einer Methode von Glatz und Veerkamp (1983). 40 mg 

aufgereinigtes FABP wurden auf die mit zehn Säulenvolumina Puffer äquilibrierte Säule 

aufgetragen und die gesammelten Fraktionen durch UV-Detektion bei 280 nm verfolgt. Das 

Lipidexmaterial wurde anschließend mit Methanol regeneriert und erneut mit Puffer 

äquilibriert. Die eluierten Proteinfraktionen wurden gesammelt, aufkonzentriert und nochmals 

delipidiert. Ein Teil des delipidierten H-FABP wurde direkt NMR-spektroskopisch (siehe 

3.2.6) untersucht, der andere Teil wurde relipidiert. 

 

3.2.4 Relipidierung von H-FABP 

 
Wenn kein Fettsäuresalz käuflich erhältlich war, wurde die Fettsäure in einer ethanolischen 

KOH-Lösung gelöst. Die ethanolische Phase wurde anschließend an einem 

Rotationsverdampfer abdestilliert und das erhaltene Fettsäuresalz in 20 mM 

Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4) aufgenommen. Delipidiertes H-FABP wurde im Unterschuß 

(je nach Löslichkeit der Fettsäure) zugesetzt und das Volumen auf 20 ml eingestellt.  Die 

Lösung wurde über Nacht bei 37 °C inkubiert. Ungebundene Fettsäuren wurden durch 

Umpuffern entfernt (siehe 3.2.6) und die relipidierten FABP Proben NMR-spektroskopisch 

untersucht. 

 

 



3 Material und Methoden 30  

3.2.5 Analytik von H-FABP 

 
GC-Analyse 

Der Delipidierungs- bzw. Relipidierungsgrad des H-FABP wurde durch 

gaschromatographische Analyse bestimmt. Dazu wurde 1 mg H-FABP mit 3 µg C17-

Fettsäure als internem Standard versetzt, 30 min bei –80°C eingefroren und über Nacht 

lyophilisiert. Die Aufarbeitung der Proben nach Müller et al. (1990) und die anschließende 

Analyse durch GC erfolgte freundlicherweise durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe von Prof. 

Dr. Schubert-Zsilavecz am Institut für Pharmazeutische Chemie. 

 

Protein-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Nach Lämmli (1970) erfolgte die SDS-Gelelektrophorese unter reduzierenden und 

denaturierenden Bedingungen. 

Die Gele wurden etwa 15 min bei 50°C gefärbt (0,1% PhastGel Blue R, 40% Methanol, 10% 

Essigsäure) und anschließend bis zur gewünschten Aufhellung des Hintergrundes entfärbt 

(40% Methanol, 10% Essigsäure, 5% Glycerin). 

 

Konzentrationsbestimmung von H-FABP 

Alle Konzentrationsbestimmungen von H-FABP erfolgten UV-spektroskopisch bei einer 

Wellenlänge von λ = 280 nm ( 81,0%1
280 =E ; Jagschies et al., 1985). 

 
3.2.6 NMR-Probenvorbereitung 

 
Für NMR-Messungen wurde die Proteinlösung in einem Vivaspin-Konzentrator bei 4°C mit 

3000 x g auf NMR-Puffer (20 mM K2HPO4, pH variabel; 0,05% NaN3) umgepuffert, auf 0,5 

ml eingeengt und mit 10% D2O versetzt. 

Beim H-FABP aus Rind wurde der NMR-Puffer auf pH 5,5 eingestellt; für die B-FABP-

Proben betrug der pH 7,0. Das H-FABP aus Mensch wurde beim Mutantenvergleich auf pH 

7,0 eingestellt, bei der Analyse der Signalheterogenitäten mit pH 5,5. Bei einigen Mutanten 

war es erforderlich, dem NMR-Puffer 1 M Harnstoff (F4E, L66G, E72S) oder sogar 2 M 

Harnstoff (F4S/W8E, W8E) hinzuzufügen. 
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3.3 Aufnahme der NMR-Experimente 

 
Die NMR-Experimente wurden mit einem Bruker DMX 600 Spektrometer bei den 

Resonanzfrequenzen von 600,13 MHz (1H) und 60,82 MHz (15N) bei 298 K durchgeführt. Es 

wurde ein Tripelresonanz-Probenkopf (1H/13C/15N) mit XYZ-Gradientenkapazität verwendet. 

Für das Spinlockfeld aller TOCSY-Experimente wurde die MLEV-17 Pulssequenz verwendet 

(Bax & Davis, 1985). Für das HSQC und die 3D-Experimente wurden Gradienten zur 

Kohärenzselektion sowie zur Wasser- und Artefaktunterdrückung eingesetzt (Kay et al., 

1992; Schleucher et al., 1993). Die homonuklearen 2D-NMR-Experimente wurden mit 

Quadraturdetektion nach dem TPPI-Verfahren (Time Proportional Phase Incrementation; 

Marion & Wüthrich, 1983) phasensensitiv aufgenommen, das HSQC und 3D-Experimente 

nach der Echo/Antiecho-Methode. Die Prozessierung und Darstellung der Spektren erfolgte 

auf Silicon Graphics Rechnern mit der Bruker-Software XWIN-NMR 1.3 und AURELIA 

2.5.9 (Bruker, Karlsruhe, Deutschland). 

 

3.3.1 Spektren der H-FABP Mutanten  

 
Die NMR-Proben lagen in einer Konzentration von 1-4 mM in 20 mM Phosphatpuffer 

(H2O:D2O = 90:10 v/v) bei pH 7,0 mit 0,05 % NaN3 vor. Aus Stabilitätsgründen mußten die 

Mutanten F4E, L66G und E72S zusätzlich mit 1M Harnstoff, die Mutanten W8E und 

F4S/W8E mit 2M Harnstoff vermessen werden. Die Experimente wurden bei 298 K 

durchgeführt. Die Spektren wurden mit 3-Trimethylsilyl[2,2,3,3-2H4]propionat als externe 

Referenz kalibriert (Wishart et al., 1995). 

1D 1H-NMR: Die 1D 1H-NMR-Experimente wurden unter Sättigung der H2O-

Lösungsmittelresonanz mit einer spektralen Weite von 8389 Hz aufgenommen. Der FID von 

16 K Größe wurde vor der Fourier-Transformation mit einer Sinus-Funktion multipliziert und 

mit Nullen aufgefüllt. 
1H/1H-TOCSY und 1H/1H-NOESY: Die 1H/1H-TOCSY- und 1H/1H-NOESY-Experimente 

wurden bei einer spektralen Weite von jeweils 8389 Hz mit 512 Datenpunkten in der t1-

Dimension und 2048 Datenpunkten in der t2-Dimension aufgenommen. Die Mischzeit des 

NOESY-Experiments betrug 200 ms, das Spinlock-Feld der TOCSY-Experimente  betrug 3 

ms (um nur 3J-Kopplung wie im COSY zu ermöglichen) bzw. 80 ms. Die Sättigung der H2O-

Lösungsmittelresonanz erfolgte bei TOCSY und NOESY während des Relaxationsdelays, 

beim NOESY auch noch teilweise während der Mischzeit. Vor der Fourier-Transformation 

wurde der FID zum Erhalt einer 2048 x 2048 Datenmatrix mit Nullen aufgefüllt, in der t1-
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Dimension mit einer Sinus-Funktion und in der t2-Dimension mit einer Sinusquadrat-Funktion 

multipliziert. Eine anschließende Basislinienkorrektur erfolgte in der ω2-Dimension mit einem 

Polynom fünfter Ordnung.  

 

3.3.2 Spektren mit delipidiertem und relipidiertem H-FABP 

 
Die NMR-Proben lagen in einer Konzentration von 1-3 mM in 20 mM Phosphatpuffer 

(H2O:D2O = 90:10 v/v) bei pH 5,5 mit 0,05 % NaN3 vor. Die Experimente wurden bei 310 K 

durchgeführt. Für die Kalibrierung wurde 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat als externe 

Referenz verwendet (Wishart et al., 1995). 
1H/1H-TOCSY und 1H/1H-NOESY: Die 1H/1H-TOCSY- und 1H/1H-NOESY-Experimente 

wurden wie unter 3.1.1 beschrieben durchgeführt.  

 

3.3.3 B-FABP Spektren 

 
Die homonuklearen und 15N-markierten NMR-Proben lagen in einer Konzentration von 2-4 

mM in 20 mM Phosphatpuffer (H2O:D2O = 90:10 v/v) bei pH 7,0 mit 0,05 % NaN3 vor. Die 

Experimente wurden bei 298 K durchgeführt. Die Entkopplung der Heterokerne wurde bei 

allen 15N-NMR-Experimenten während der Datenaufnahme wurde mit einer GARP Sequenz 

durchgeführt. Die Spektren wurden mit 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat als externe 

Referenz kalibriert (Wishart et al., 1995). 
1H/1H-TOCSY und 1H/1H-NOESY: Die 1H/1H-TOCSY- und 1H/1H-NOESY-Experimente 

wurden mit einer spektralen Weite von jeweils 9615 Hz für beide Dimensionen wie unter 

3.3.1 beschrieben durchgeführt. 

HSQC: Das HSQC-Experiment wurde ungefaltet (gefaltet) mit einer spektralen Weite von 

9615 Hz (9615 Hz) für die 1H-Dimension (t2) und 6446 Hz (1946 Hz) für die 15N-Dimension 

(t1) aufgenommen. Vor der Fourier-Transformation wurde der FID zum Erhalt einer 2048 x 

1024 Datenmatrix mit Nullen aufgefüllt und in beiden Dimensionen mit einer um π/2 

verschobenen Sinusquadrat-Funktion multipliziert. 

HTQC: Das HTQC-Experiment wurde mit einer spektralen Weite von 2097 Hz für die 1H-

Dimension (t2) und 425 Hz für die 15N-Dimension (t1) aufgenommen. Vor der Fourier-

Transformation wurde der FID zum Erhalt einer 1024 x 512 Datenmatrix mit Nullen 

aufgefüllt und in beiden Dimensionen mit einer um π/3 verschobenen Sinusquadrat-Funktion 

multipliziert. 
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3D TOCSY-(15N,1H)-HSQC: Das 3D TOCSY-(15N,1H)-HSQC-Experiment wurde mit einer 

spektralen Weite von 9615 Hz für beide 1H-Dimensionen (t1 und t2) und 1946 Hz für die 15N-

Dimension (t3) aufgenommen. Vor der Fourier-Transformation wurde der FID zum Erhalt 

einer 1024 x 256 x 128 Datenmatrix mit Nullen aufgefüllt und in allen Dimensionen mit einer 

um π/2 verschobenen Sinusquadrat-Funktion multipliziert. 

3D NOESY-(15N,1H)-HSQC: Das 3D NOESY-(15N,1H)-HSQC-Experiment wurde mit einer 

spektralen Weite von 9615 Hz für beide 1H-Dimensionen (t1 und t3) und 1946 Hz für die 15N-

Dimension (t2) aufgenommen. Vor der Fourier-Transformation wurde der FID zum Erhalt 

einer 2048 x 256 x 128 Datenmatrix mit Nullen aufgefüllt und in allen Dimensionen mit einer 

um π/2 verschobenen Sinusquadrat-Funktion multipliziert. 

 

3.4 Strukturbestimmung 

 
Für die Bestimmung der Struktur des humanen B-FABP wurde die in Abbildung 18 

schematisch gezeigte Vorgehensweise gewählt: 

 

 

 
Abb. 18: Schema der Strukturbestimmung: 
a) Kalibrierung der aus den NOESY-Spektren gewonnenen NOE-Abstandsbeschränkungen 
b) Automatisierte Generierung der NOE-Abstandsbeschränkugen mit NMR2ST 
c) Torsionswinkeldynamikrechnung mit DYANA 
d) Analyse der Konformere, stereospezifische Analyse prochiraler Gruppen mit GLOMSA 
e) Energieminimierung der Konformere 



3 Material und Methoden 34  

3.4.1 Automatisierte Generierung der NOE-Abstandsbeschränkugen mit NMR2ST 

 
Die aus homo- und heteronuklearen NOESY-Spektren gewonnenen NOE-

Abstandsbeschränkungen wurden intern kalibriert und in Kategorien von 2,5, 3,0, 3,5, 4,5 und 

6,0 Å eingeteilt. Als Orientierung dienten gut aufgelöste intramolekulare NOE-Kreuzsignale 

(z.B. Glycin Hα) sowie Signale, die für α-Helix oder β-Faltblatt charakteristisch sind. Unter 

Zuhilfenahme einer sehr ähnlichen Ausgangsstruktur (Balendiran et al., 2000) wurde eine 

Zuordnung der NOE-Signale mit dem Programm NMR2ST (Pristovšek et al., 2000) erhalten. 

 

3.4.2 Stereospezifische  Analyse prochiraler Gruppen mit GLOMSA 

 
Das Programm GLOMSA (Güntert et al., 1991) ist ein Hilfsmittel zur stereospezifischen  

Analyse prochiraler Gruppen. Es invertiert die Protonen prochiraler Methylen- und 

Isopropylgruppen und vergleicht von beiden Alternativen die Summe aller 

Abstandsverletzungen. Die neu gewonnen stereospezifischen Informationen werden in 

anschließenden DYANA-Läufen verwendet. Chemisch äquivalente Protonen und nicht 

zugeordnete Stereopartner werden von DYANA nach Wüthrich et al. (1983) als Pseudoatome 

behandelt (Tab. 4). 

 
Tab. 4: Pseudoatomkorrekturen in (Å) für chemisch äquivalente Protonen zur verbesserten Angabe von NOE-
Abstandsbeschränkungen in Proteinen. Die Großbuchstaben A, B, G, D, E und H wurden in Übereinstimmung 
mit den Positionen der Seitenkettenprotonen in den jeweiligen Aminosäuren verwendet (Wüthrich et al., 1983). 

 
 
Chemisch äquivalente Protonen Pseudoatome Korrekturfaktor (Å) 

 
Methylen-Gruppe QA, QB, QG, QD, QE, QH 0,9 
Methyl-Gruppe QG, QD 1,1 
Isopropyl-Gruppe QQG, QQD 2,3 
Phenylring (Hδ oder Hε) QD, QE 2,2 
Phenylring (alle Protonen) QR 2,5 

 
 

Zur Verfeinerung der Lösungsstruktur des humanen B-FABP wurde ein strukturgefilterter 

Iterationsprozeß durchlaufen (siehe Abb. 18). Es wurden jeweils 100 Strukturen gerechnet, 

die Abstandsverletzungen der 20 besten Konformere anhand der NMR-Spektren analysiert 

und die Abstandsbeschränkungen falls erforderlich korrigiert. Mit den verbesserten NOE-

Abstandsbeschränkungen wurden so oft neue DYANA-Läufe gestartet, bis die Zielfunktion 

einen Wert < 1 Å2 erreichte. Ab diesem Zeitpunkt wurde zusätzlich das Programm GLOMSA 

(Güntert et al., 1991) eingesetzt. Mit insgesamt 106 stereospezifischen Zuordnungen wurden 
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schließlich 300 Strukturen in 8000 Annealing-Schritten gerechnet. Die 20 besten Strukturen 

mit einer Zielfunktion < 0,1 Å2 wurden energieminimiert. Hierfür wurde das Modul 

DISCOVER 2.9.5 des Programmpakets INSIGHT II (Molecular Simulations Inc., San Diego, 

USA) verwendet. Das Programm rechnet mit dem CVFF-Kraftfeld. Neu aufgetretene 

Abstandsverletzungen wurden überprüft, korrigiert und in weitere DYANA-Rechnungen 

eingespeist. 
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

 

 

 

 

4.1 Teil I: Das H-FABP 
 
4.1.1 Präparation 
 
4.1.1.1 Expression und Isolierung von Rinderherz FABP 
 

Die Expression der pI 5,1 Isoform (Billich et al., 1988) von rekombinantem Rinderherz FABP 

erfolgte nach frischer Transformation (siehe 3.1.2) des Expressionskonstruktes 

(Oudenhampsen, 1992) mit dem zusätzlichen Plasmid pLysS in den E. coli Stamm 

BL21(DE3). Die Isolierung des H-FABP aus Rind wurde, wie unter 3.2.1/3.2.2 beschrieben, 

durchgeführt. Nach Aufschluß der Expressionszellen durch Ultraschall und anschließender 

DNA-Fällung wurde die Proteinlösung durch Umpuffern auf 20 mM Tris/HCl (pH 7,4; 0,05% 

NaN3) für die Anionenaustauschchromatographie vorbereitet. Das FABP bindet nicht an das 

Säulenmaterial und erscheint im Durchbruch. Bei der darauffolgenden Gelfiltration wurde das 

H-FABP mit 100 mM K2HPO4 (pH 7,4; 0,05% NaN3) abschließend gereinigt. Die 

Elutionsprofile des H-FABP bei der Anionenaustauschchromatographie und Gelfiltration sind 

in Abb. 19 dargestellt. Die Ausbeute an Rinderherz FABP betrug im Durchschnitt 60 mg pro 

Liter Medium.  

  
 
Abb. 19: Elutionsprofile der (A) FAST-Q Anionenaustauschchromatographie und (B) Superdex G75 
Gelfiltration. Der Hauptpeak der Gelfiltration enthält reines H-FABP, welches mittels SDS-PAGE analysiert 
wurde. 
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Die gelelektrophoretische Analyse (siehe 3.2.5) der vereinigten Gelfiltrationsfraktionen des 

Hauptpeaks zeigt die hohe Reinheit des H-FABP. In Spur 1 des SDS-Gels (Abb. 20) ist nur 

noch die H-FABP-Bande zu erkennen. 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 20: Nachweis der Reinheit des 
präparierten H-FABP mit SDS-
PAGE. Bahn 1 zeigt H-FABP nach 
der Gelfiltration, Bahn 2 den 
Molekulargewichtsmarker (Low 
Range). 

 

4.1.1.2 Delipidierung und Relipidierung von Rinderherz FABP 

 
Für die NMR-spektroskopischen Untersuchungen der Protonenspinsystem-Heterogenitäten 

war es erforderlich, die endogen an H-FABP gebundenen Fettsäuren zu entfernen (siehe 

2.4.3). Für jede NMR-Probe wurden 40 mg Protein eingesetzt und zweimal delipidiert, um 

zwischen 15 - 18 mg delipidiertes H-FABP zu erhalten (37-45 % Ausbeute). 

Das so delipidierte H-FABP wurde mit Palmitinsäure (C16:0; 1:5), Palmitoleinsäure (C16:1; 

1:5), Stearinsäure (C18:0; 1:1) oder Ölsäure (C18:1; 1:3) relipidiert, wie unter 3.2.4. 

beschrieben, wobei die jeweilige Fettsäure im Überschuß vorlag. 

 

4.1.1.3 GC-Analyse von Rinderherz FABP 

 
Zur Untersuchung der endogen am H-FABP gebundenen Fettsäuren wurde eine 

gaschromatographische Analyse durchgeführt (siehe 2.4.5). Da E .coli Bakterien, in denen das 

H-FABP exprimiert wurde, nur geradzahlige Fettsäuren synthetisieren können, wurde zur 

GC-Analyse eine definierte Menge Margarinsäure (C17:0) als interner Standard zugesetzt. 

Die Peakfläche der Magarinsäure wurde ins Verhältnis zu den anderen Fettsäurepeaks gesetzt 

und auf diese Weise der Lipidierungsgrad bestimmt. Vor und nach zweimaliger Delipidierung 

wurde für das H-FABP ein Beladungsgrad von 82% bzw. 21% ermittelt. Nach der 

Relipidierung war keine quantitative Analyse möglich. Die jeweils zugesetzten Fettsäuren 

waren aber in sehr großer Menge im Verhältnis zum Standard nachweisbar, so daß eine 

vollständige Relipidierung angenommen werden konnte. 



4 Ergebnisse und Diskussion 38 

4.1.2 Spinsystem-Heterogenitäten beim H-FABP aus Mensch und Rind 
 
4.1.2.1 Spinsystem-Heterogenitäten 
 

Für das native H-FABP aus Rind wurden 23 Spinsystem-Heterogenitäten gefunden (Lücke et 

al., 1992). Diese mehrfach vorkommenden Spinsysteme repräsentieren verschiedene stabile 

konformationelle Zustände, die innerhalb der NOESY-Zeitskala von 100-200 ms nicht 

untereinander austauschen. Abb. 21 zeigt  die Aminosäurereste mit mehrfachen Spinsystemen 

im nativen Rinderherz FABP.  

 

 
 

Abb. 21: Graphische Darstellung der Aminosäurereste mit mehrfachen Spinsystemen im 
nativen Rinderherz FABP.  Das Auftreten von Spinsystem-Heterogenitäten im Proteinrückgrat 
und den Aminosäureseitenketten sind getrennt, aber in der gleichen Farbkodierung dargestellt. 
Grün, gelb und rot stehen für zweifach, dreifach und vierfach auftretende Protonenspinsysteme. 
Bereiche in Magenta zeigen verschmierte (G120 Proteinrückgrat) oder fehlende (F57 Ring) 
Protonenresonanzen. Unterschiede zwischen Protonenresonanzen der pI 5,1 und pI 4,9 
Isoformen sind dunkelblau gekennzeichnet. Grundlage der hier dargestellten Struktur ist die 
Röntgenstruktur des humanen H-FABP mit Ölsäure als Ligand (Young et al., 1994). 
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Die Spinsystem-Heterogenitäten treten hauptsächlich um die sogenannte Portalregion herum 

auf, d. h. in Helix α-II und in den Schleifenregionen zwischen den Strängen βC und βD sowie 

βE und βF. Man vermutet, daß durch diese Portalregion auch der Ein- und Austritt des 

Fettsäureliganden erfolgt (Scapin et al., 1993). Deutlich beobachtbar sind die vierfachen 

Protonenspinsysteme von K58, N59 und T60. Vier separate Kreuzsignale sind in den 

TOCSY-Spektren für die HN-CαH Konnektivität zwischen N59 und T60 beobachtbar 

(Abb.22; oberes linkes Spektrum). Das dazugehörige NOESY-Spektrum zeigt jeweils genau 

ein sequentielles dαN(i,i+1) Signal zwischen den entsprechenden Spinsystemen von N59 und 

T60 (Abb.22; unteres linkes Spektrum). 

 

 
 
Abb. 22: Die TOCSY-Spektren (obere Reihe) zeigen die Spinsystem-Heterogenitäten im Proteinrückgrat (HN-
CαH Kreuzsignale) für N59 und T60. In den NOESY-Spektren (untere Reihe) finden sich NOE-Kreuzsignale 
für jeden einzelnen konformationellen Zustand der beiden Aminosäuren. Im Falle des nativen H-FABP aus Rind 
wurden vier separate Protonenspinsysteme (a-d) beobachtet, während für rekombinantes humanes H-FABP und 
die humane F57S Mutante lediglich zwei Spinsysteme (a und b) für N59 und T60 sichtbar waren. Unterschiede 
in den chemischen Verschiebungen zwischen den beiden humanen Proteinen werden durch die Mutation des F57 
Rings hervorgerufen. 
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In einer anderen Region des nativen Rinderherz FABP um den Rest 98 herum (Abb. 21; 

dunkelblau eingefärbt) treten ebenfalls Protonenspinsystem-Heterogenitäten auf. Die Ursache 

hierfür ist ein zweite Proteinisoform (pI 4,9). Im rekombinanten H-FABP aus Rind sind diese 

Heterogenitäten nicht vorhanden, da nur die pI 5,1 Isoform kloniert wurde (Billich et al., 

1988). 

Die Ursache der Heterogenitäten war lange Zeit unklar. Lu et al. (2000) postulierten als 

mögliche Erklärung für das CRBP II unterschiedliche Konformationen des Proteins. In 

mehreren Röntgenstrukturen verschiedener FABPs, inklusive H-FABP, wurde je nach Ligand 

eine unterschiedliche Position des F57-Rings gefunden (Scapin et al., 1993; Young et al., 

1994; Eads et al., 1993; Xu et al., 1993). Demnach könnte die F57-Seitenkette sich abhängig 

von der Kettenlänge der Fettsäure orientieren. Da F57 ein hochkonservierter Rest in der 

FABP-Familie ist, nahm man an, daß er möglicherweise als beweglicher Deckel für die 

Portalregion fungiert. In NMR-Spektren führen unterschiedlich orientierte aromatische 

Ringsysteme oft zu einer Verschiebung der Resonanzfrequenzen benachbarter Kerne durch 

den sogenannten „Ringstromeffekt“. Die Heterogenitäten könnten also durch unterschiedliche 

Stellungen des  F57-Rings hervorgerufen werden. Wie weiter unten diskutiert, ist dies jedoch 

nicht die Begründung für das Auftreten der Spinsystemheterogenitäten. 

 

4.1.2.1 Humanes H-FABP 

 

Analog zum Rinderherz FABP zeigt das humane H-FABP (89% Sequenzhomologie) 

ebenfalls Heterogenitäten für die Reste N59 und T60. Obwohl die Spinsysteme nicht mehr 

vierfach auftraten (Abb. 22; mittleres Spektrenpaar), sind immer noch zwei Konformationen 

für beide Aminosäuren erkennbar. Um den Ringstromeffekt des F57-Rings als Ursache für die 

Heterogenitäten auszuschließen, wurden TOCSY und NOESY-Spektren einer F57S-Mutante 

des humanen H-FABP (Prinsen et al., 1996) aufgenommen (Abb. 22, rechtes Spektrenpaar). 

Diese Mutante zeigt im Gegensatz zu analogen Mutanten des A-FABP und I-FABP keine 

verringerte Bindungsaffinität relativ zum Wildtyp (Prinsen et al., 1996). Da auch für diese 

F57S Mutante des humanen H-FABP zweifach auftretende Spinsysteme in der Portalregion 

erkennbar sind, kann somit der Ringstromeffekt eines beweglichen F57-Rings nicht die 

Ursache für die beobachteten Spinsystem-Heterogenitäten sein. Vielmehr scheinen die 

Spinsystem-Heterogenitäten unterschiedliche Konformationen des Proteinrückgrates zu 

repräsentieren, wie weiter unten angedeutet. 

 



4 Ergebnisse und Diskussion 41 

4.1.2.3 Fettsäureliganden 

 
Um die Verteilung der Spinsystem-Heterogenitäten in den NMR-Spektren abhängig von der 

gebundenen Fettsäure zu untersuchen, wurden die Rinderherz FABP-Proben zuerst delipidiert 

und anschließend mit unterschiedlichen Fettsäuren relipidiert (siehe 3.2.3 und 3.2.4). Eine 

GC-Analyse (siehe 3.2.5) zeigte, daß bestenfalls 80% der endogenen Fettsäuren nach 

zweimaliger Delipidierung mit der Lipidex-Methode (Glatz & Veerkamp, 1983) entfernt 

werden konnten. Wahrscheinlich ist die starke Bindungsaffinität des H-FABP im Vergleich 

zu anderen FABPs der Grund für die unvollständige Delipidierung. Abhängig von der 

jeweiligen Proteinpräparation waren in den TOCSY-Spektren unterschiedliche Verhältnisse 

der HN-CαH Kreuzsignale für N59 beobachtbar (Abb. 23). Die Summe der Peakvolumina 

aller vier Kreuzsignale entspricht dem mittleren Peakvolumen des HN-CαH Signals von 

 

 
 
Abb. 23: Ausschnitt aus den TOCSY-Spektren drei verschiedener delipidierter Proben von rekombinanten H-
FABP aus Rind (A, B, C). Die Fluktuationen der Spinsystem-Heterogenitiäten von N59 zeigen keine 
Bevorzugung eines bestimmten Konformationszustandes im apo-Protein.  
 

Aminosäureresten, die nur ein einziges Protonenspinsystem aufweisen. Da nur noch 20% der 

Proteinprobe lipidiert sind (GC-Analyse, siehe 3.2.5), repräsentieren 80% der aufaddierten 

Peakvolumina die apo-Form. Keines der vier Signale ist eindeutig dominant in allen 

delipidierten Proben, so daß ein langsamer Austausch zwischen den Konformationen für das 

apo H-FABP angenommen werden kann. 

Die delipidierten Proben wurden mit Palmitinsäure, Palmitoleinsäure, Ölsäure oder 

Stearinsäure relipidiert (siehe 3.2.4). Die TOCSY-Spektren (Abb. 24) zeigen eindeutig, daß 

durch die jeweilige Fettsäure ein einzelnes HN-CαH Signal betont wird, welches auf einen 

bevorzugten Konformationszustand des Proteinrückgrates hindeutet. Für N59 konnten somit 

die vier HN-CαH Kreuzsignale mit (A) Palmitoleinsäure (C16:1), (B) Palmitinsäure (C16:0), (C) 
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Ölsäure (C18:1) bzw. (D) Stearinsäure (C18:0) gleichgesetzt werden. Eine direkte Abhängigkeit 

zwischen der Konformation des Proteinrückgrates und der Kettenlänge des gebundenen 

Fettsäureliganden ist daher naheliegend. Die teilweise noch lipidierten Proteinproben in Abb. 

23 wurden mit einem Überschuß Fettsäure relipidiert (siehe 3.2.4). Z.B. wurde die H-FABP 

Probe aus Abb. 23 A mit einem Überschuß Stearinsäure (C18:0) versetzt. Das Spektrum der 

erhaltenen Probe in Abb. 24 D zeigt, daß Konformationszustand a  (Stearinsäure (C18:0) ) nun 

dominierend ist. Die Signale für Palmitoleinsäure (C16:1), Palmitinsäure (C16:0) und Ölsäure 

(C18:1), welche die Konformationszustände b-d repräsentieren, sind nahezu verschwunden. 

Für Wildtyp und F57S Mutante des humanen H-FABP wurden nur die Ölsäurekomplexe 

hergestellt. Analog zum H-FABP aus Rind, wurde nur ein bevorzugtes HN-CαH Kreuzsignal 

in den TOCSY-Spektren beobachtet (Abb. 25). Auch für das humane H-FABP gibt es 

offensichtlich abhängig von Liganden eine Hauptkonformation des Proteinrückgrates. Daher 

erscheint es naheliegend, daß durch die Anwesenheit von nur zwei Protonenspinsystemen in 

der Proteinprobe des nicht delipidierten humanen H-FABP hauptsächlich nur zwei 

unterschiedliche Fettsäuren (Ölsäure und vermutlich Palmitinsäure) vorhanden sind.  

 
 

 
 

Abb. 24: Ausschnitt aus den TOCSY-Spektren des rekombinanten relipidierten H-FABP aus 
Rind. Zu sehen sind die HN-CαH Signale von N59 nach Relipidierung mit (A) 
Palmitoleinsäure (C16:1), (B) Palmitinsäure (C16:0), (C) Ölsäure (C18:1) bzw. (D) Stearinsäure 
(C18:0). Die Spektren zeigen eindeutig, daß eine bestimmte Fettsäure für einen 
Konformationszustand steht, wie a für Stearinsäure, b für Ölsäure, c für Palmitinsäure und d 
für Palmitoleinsäure. Aufgrund unterschiedliche Delipidierungsergebnisse sind 
darüberhinaus noch einige Peaks mit geringeren Intensitäten sichtbar. 
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Abb. 25: Ausschnitt aus den TOCSY-Spektren von humanem H-FABP mit 
Ölsäure: (A) Wildtyp und (B) F57S Mutante. Im Vergleich mit Abb. 22 
(mittleres und rechtes oberes Spektrum) zeigen die HN-CαH Signale von N59 
im Ölsäurekomplex ganz deutlich nur einen einzigen bevorzugten 
Konformationszustand. 

 

 

4.1.3 NMR-spektroskopische Untersuchung von humanen H-FABP Mutanten 

 
4.1.3.1 Zuordnung und Strukturanalyse 

 
Um die intakte Faltung und Sekundärstrukturelemente der H-FABP Mutanten (Zimmerman et 

al., 1999) zu untersuchen, wurden 1D und 2D (TOCSY, NOESY) 1H-NMR Spektren 

aufgenommen. Die Proben wurden freundlicherweise von Aukje Zimmerman (Universität 

Nijmegen) zur Verfügung gestellt. Ausgehend von der Resonanzzuordnung des humanen H-

FABP bei pH 5,5 und 310 K (Lücke et al., 2001) wurden aus Stabilitätsgründen Wildtyp und 

Mutanten bei pH 7,0 und 298 K so weit wie möglich nach der Methode von Wüthrich (1986) 

zugeordnet. 

 

Im Folgenden sollen die Motive für die Herstellung der einzelnen Mutanten kurz vorgestellt 

werden: 

1) F4E, F4S, F4S/W8E, W8E, F64S: Ein konservierter hydrophober Bereich, der die 

Aminosäuren F4, W8 und F64 umfaßt, befindet sich am Boden der Öffnung zwischen den 

Faltblattsträngen βD und βE. Möglicherweise trägt er zur Proteinstabilität bei. Beim A-FABP 

führten die W8F und W8Y Mutanten zu unlöslichem Protein (Banaszak et al., 1994). 

2) F16E, F16S, F57S: F16 und F57 liegen am Rand der Portalregion und gehen van der Waals 

Wechselwirkungen mit dem gebundenen Liganden ein. Der Phenylring von F57 agiert 

eventuell als eine Art beweglicher Deckel, der je nach Ligand unterschiedlich orientiert ist 

(Young et al., 1994). Mutationen des F57 zeigten allerdings keinen Effekt auf die 

Ligandenbindung (Prinsen et al., 1996). Mehrere Kontaktstellen der Seitenkette von F16 zur 
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gebundenen Fettsäure (Zanotti et al., 1992) legen eine Schlüsselrolle des Restes für 

Ligandenspezifität und –affinität nahe. Mutationen dieses Restes haben tatsächlich starke 

Auswirkungen auf Bindung und Stabilität (Prinsen et al., 1996; Zimmerman et al., 1999). 

3) K21I: K21 liegt in α-Helix I an der Proteinoberfläche und scheint eine wichtige Rolle bei 

der Interaktion mit negativ geladenen Membranen zu spielen. Eine Acetylierung bzw. 

Mutation dieser Aminosäure zu Isoleucin reduzierten den Transfer von markierten Fettsäuren 

durch H-FABP zu Phospholipidvesikeln (Herr et al., 1996). Die geladene Seite der α-Helix I 

scheint bei Membranwechselwirkungen beteiligt zu sein, wie Versuche mit der “helixlosen“ 

Variante des I-FABP zeigten (Cistola et al., 1996; Corsico et al., 1998). 

4) L66G: Bindungsstudien und MD-Simulationen am CRBP zeigten, daß die Mutation von 

G67 einen Verlust der Retinolbindung hervorrief (Van Aalten et al., 1997). Beim I-FABP 

trägt eine flexible Schleifenregion bestehend aus Aminosäuren 63-66 (“hinge“ Region) 

möglicherweise zur Ligandenbindung bei (Kim et al., 1997).  Beim H-FABP ist eine ähnliche 

Region, bestehend aus L66, G67 und V68, vorhanden. 

5) E72S: Der Aminosäurerest E72 liegt zwischen den Faltblattsträngen βD und βE am Rande 

der „gap“ Region. Die Seitenkette zeigt in die Bindungstasche hinein und bildet mit H93, 

R106 und drei Kristallwassermolekülen ein elektrostatisches Netzwerk (Young et al., 1994). 

Beim I-FABP wurde lediglich eine kleinere Öffnung zur Bindungstasche beobachtet, die 

NMR-Daten sind jedoch nicht eindeutig (Hodsdon et al., 1997). 

 

Ein Vergleich der 1D 1H-NMR Spektren der Mutanten mit dem Wildtyp zeigt (Abb. 26), daß 

fast alle Mutanten eine Signalaufspaltung von 10,2 bis –0,4 ppm wie der Wildtyp aufweisen 

und somit die β-Faßstruktur der FABPs in den meisten Fällen noch intakt ist. Eine Ausnahme 

sind die W8-Mutanten W8E und F4S/W8E, welche den Verlust der FABP-Struktur 

aufweisen. Die 2 M Harnstoffkonzentration ist jedoch nicht die Ursache für diese 

Strukturveränderung, da die Wildtyp-Spektren in dem gleichen Puffer eine korrekte Faltung 

zeigen. Bei allen anderen Mutanten ist die β-Faltblattstruktur noch konserviert, worauf die 

große Anzahl der Amidprotonen im Bereich von 9 bis 10 ppm sowie die Methylresonanzen 

unterhalb 0,5 ppm hindeuten. 

Für eine detailliertere Analyse der Strukturveränderungen wurden 2D NMR-Spektren 

aufgenommen. Aufgrund des hohen pH-Wertes, konnten nicht alle NH-Resonanzen 

identifiziert werden, allerdings war eine partielle Zuordnung möglich. Fast alle Mutationen 

konnten durch die Spektren bestätigt werden. Nur für E72S war dies aufgrund der schlechten 

Spektrenqualität nicht möglich. Tab. 5 zeigt die Prozentzahl der zugeordneten Aminosäuren 
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sowie die Zahl jener identifizierten NOE-Kreuzsignale, die für die Sekundärstrukturelemente 

β-Faltblatt und α-Helix charakteristisch sind. 

 

 

 

 
Abb. 26: Alle Spektren wurden bei 600 MHz, pH 7,0 und 298 K aufgenommen. Die 
Wasserresonanz bei 4,8 ppm wurde ausgeblendet. Die große Dispersion von 10,2 bis –0,4 
ppm zeigt sich für alle Spektren, außer bei den Mutanten W8E und F4S/W8E. Dies deutet 
auf eine konservierte β-Faltblattstruktur mit Ausnahme der W8-Mutanten hin. Das breite 
Signal bei 5,8 ppm in einigen Spektren rührt vom Harnstoff (urea) her. 

 

Einige Mutanten zeigten geringe Stabilität während der ein- bis zweitägigen Messungen unter 

den oben genannten Bedingungen, was sich in einer schlechten Spektrenqualität äußerte. Den 
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stärksten Proteinverlust (Präzipitation) während der Messungen zeigten die Mutanten F16S 

und E72S. Da die große Dispersion der Signale immer noch vorhanden war, und die Hoch- 

und Tieffeld verschobenen Spinsysteme mit denen des Wildtyps übereinstimmten, lag der 

Schluß nahe, daß die globale Faltung beider Mutanten noch der des Wildtyps entsprach. Eine 

Zuordnung war jedoch nur noch teilweise möglich, weil die Anzahl der beobachteten 

Protonenresonanzen gegenüber dem Wildtyp deutlich verringert war. Ein Großteil des 

Proteins schien offenbar denaturiert vorzuliegen, da die relativen Signalintensitäten der 

Methylprotonen unterhalb von  0,5 ppm sehr niedrig war bezogen auf die Methylresonanzen 

zwischen 1,0 – 0,9 ppm. 

 

Tab. 5: Überblick über den Grad der Zuordnung für Wildtyp und Mutanten des humanen H-FABP. Für den 
Wildtyp bei pH 5,5 und pH 7,0, sowie für die Mutanten bei pH 7,0 ist die Prozentzahl der zugeordneten 
Aminosäuren und die Zahl der identifizierten NOE-Kreuzsignale in den Sekundärstrukturelementen β-Faltblatt 
und α-Helix angegeben.  
 

 
H-FABP zugeordnete 

Aminosäuren 
NOE-Kreuzsignale 

 in den β-Faltblättern 
NOE-Kreuzsignale  
in den α-Helices 

Harnstoff- 
konzentration 

 
WT (pH 5,5) 99% 130 40 - 
WT (pH 7,0) 90% 91 23 - 

F4E 77% 59 25 1M 
F4S 72% 58 25 - 

F4S/W8E - - - 2M 
W8E - - - 2M 
F16E 80% 68 2 - 
F16S 30% 9 - - 
K21I 89% 96 20 - 
F64S 71% 69 14 - 
L66G 78% 74 12 1M 
E72S 67% 33 6 1M 

 
 

Die 2D Spektren der W8-Mutanten W8E und F4S/W8E lassen vollständige Denaturierung 

vermuten. Trotz einiger Unterschiede in den Spektren der beiden Mutanten, war eine 

weitergehende Analyse der Daten aufgrund die geringe Dispersion der Protonenresonanzen 

unmöglich. 

Die Mutanten F4E und F16E zeigten deutliche bzw. schwache Präzipitation während der 

Messungen. Die Spektrenqualität war jedoch ausreichend, um eine Analyse der 

Sekundärstrukturelemente wie für die stabilen Mutanten durchzuführen: NOE-Kreuzsignale 

in den β-Faltblättern deutete auf eine intakte β–Faßstruktur der Mutanten hin. Starke 

dNN(i,i+1), dαβ(i,i+3), dαN(i,i+3) und dNN(i,i+2) NOE Konnektivitäten zeigten das 
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Vorhandensein der Helix-Turn-Helix Domäne. Darüberhinaus waren Informationen über die 

globale Faltung durch den Vergleich der chemischen Verschiebungen von Mutanten und 

Wildtyp erhältlich. Diese waren in der Regel vergleichbar, außer in der unmittelbaren 

Umgebung des mutierten Aminosäurerestes. Im Falle der F16-Mutanten wurde die Region der 

α-Helix I allerdings nur unzureichend charakterisiert, weil die Protonenresonanzen der 

Aminosäuren um die Mutationstelle herum nicht zugeordnet werden konnten. 

Die Mutanten, die sich während der NMR-Messungen als instabil erwiesen (F4E, F16S, 

F16E, E72S), entfalteten auch in den Denaturierungsexperimenten mit Harnstoff schneller als 

der Wildtyp (Zimmerman et al., 1999). Die 1D und 2D NMR-Experimente zeigten insgesamt, 

daß alle Mutanten außer den beiden W8-Mutanten prinzipiell noch die für FABPs typische β-

Faßstruktur besitzen. 
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4.2 Teil II: Das B-FABP 

 
4.2.1 Strukturbestimmung  des humanen B-FABP 
 
4.2.1.1 Zuordnung der 1H-Resonanzen 

 
Die Zuordnung der 1H-Resonanzen des humanen B-FABP wurde nach der Methode von 

Wüthrich (1986) vorgenommen. In wässrigem Phophatpuffer (20 mM K2HPO4, pH 7,0; 

0,05% NaN3; 10% D2O) wurden mit dem B-FABP homonukleare TOCSY- und NOESY-

Spektren aufgenommen. 

 

 
 
Abb. 27: TOCSY-Spektrum mit sehr kurzer Spinlock-Zeit (aufgenommen bei 600 MHz und 298 K mit 
humanem B-FABP in 20 mM K2HPO4, pH 7,0; 0,05% NaN3; 10% D2O). 
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Das TOCSY-Spektrum mit sehr kurzer Spinlock-Zeit (Abb. 27) zeigte im wesentlichen nur 

direkt korrelierte 2JHH- und 3JHH-Kopplungen. Für die vollständige Zuordnung der Resonanzen 

der Seitenkettenprotonen wurde ein TOCSY-Experiment mit langer Spinock-Zeit (Abb. 28) 

durchgeführt. Dabei liefert der im TOCSY-Experiment angewendete mehrfache  

Kohärenztransfer auch Kreuzsignale zwischen Protonen, die über mehr als drei Bindungen 

miteinander wechselwirken. Die an Cα-, Cβ- und Cγ/δ/ε- gebundenen Protonen sind aufgrund 

dieses Effektes mit den HN-Resonanzen des jeweiligen Aminosäurespinsystems korreliert und 

zugeordnet worden. 

 
 
Abb. 28: TOCSY-Spektrum mit langer Spinlock-Zeit (aufgenommen bei 600 MHz und 298 K mit  humanem B-
FABP in 20 mM K2HPO4, pH 7,0; 0,05% NaN3; 10% D2O). 
 

Das NOESY-Spektrum (Abb. 29) zeigt Kreuzsignale zwischen allen Resonanzen, deren 

Protonen räumlich nicht weiter als 5 Å voneinander entfernt sind.  Somit sieht man 
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sequentielle dαN(i,i+1) Kreuzsignale zwischen dem Cα-Proton der i-ten und dem 

Rückgratamidproton der (i+1)-ten Aminosäure (2,2 Å im β-Faltblattstrang bzw. 3,5 Å in der 

α-Helix). Auch für die dNN(i,i+1) Korrelation zwischen den Rückgratamidprotonen zweier 

aufeinander folgender Aminosäuren findet man mittelstarke bis schwache Kreuzsignale (2,8 

Å in der α-Helix bzw. 4,3 Å im β-Faltblattstrang). Mit dem NOESY-Spektrum wurde 

bestimmt, welcher Platz in der Aminosäuresequenz den zuvor identifizierten Spinsystemen 

zukommt. 

 

 
 
Abb. 29: NOESY-Spektrum (aufgenommen bei 600 MHz und 298 K mit humanem B-FABP in 20 mM 
K2HPO4, pH 7,0; 0,05% NaN3; 10% D2O). 
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4.2.1.2 Zuordnung der 15N-Resonanzen 

 

Für ein Protein mit einem Molekulargewicht von fast 15 kDa, wie das humane B-FABP, ist 

eine vollständige Zuordnung nur mit homonuklearen Spektren nur schwer möglich. 

Deswegen wurde das B-FABP mit 15N-Kernen angereichert (Zimmerman & Veerkamp, 1998) 

und mit dieser Probe eine Serie von 15N-editierten NMR Spektren aufgenommen (1H/15N 

HSQC-, 1H/15N HTQC-, 3D 1H/15N TOCSY-HSQC- und 3D 1H/15N NOESY-HSQC). Das 
1H/15N HSQC-Spektrum (Abb. 30) zeigt die direkte Korrelation zwischen 15N-Kernen und 

kovalent gebundenen Amidprotonen auf. Es konnten, abgesehen von S13, K37 und T56, alle 

Amidresonanzen gefunden werden. 

 

 
 
Abb. 30: 1H/15N HSQC Spektrum (aufgenommen bei 600 MHz und 298 K mit humanem B-FABP in 20 mM 
K2HPO4, pH 7,0; 0,05% NaN3; 10% D2O). 
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Das  1H/15N HTQC Spektrum (Abb. 31) korreliert in einer NH2-Gruppe den 15N-Kern mit beiden 

kovalent gebundenen Protonen. Somit sind nur Amidprotonensignale der Seitenketten von 

Glutamin,  Asparagin und gegebenenfalls Arginin zu erkennen. Mit diesem Experiment 

konnte zuverlässig zwischen NH- und NH2-Gruppen unterschieden werden.  

 

 
 
Abb. 31: 1H/15N HTQC Spektrum (aufgenommen bei 600 MHz und 298 K mit humanem B-FABP in 20 mM 
K2HPO4 pH 7,0; 0,05% NaN3; 10% D2O). Die Signale für Q95 sind durch Kreise angedeutet, da sie in diesem 
Spektrum sehr schwach und stark verschmiert auftraten. 
 

Das dreidimensionale 1H/15N TOCSY-HSQC Experiment liefert Spektren, die man als eine 

Reihe von homonuklearen TOCSY-Experimenten ansehen kann, die in Bezug auf die 15N 

chemische Verschiebung in eine dritte Dimension aufgefächert wurden. Die Signalfülle 

gegenüber nicht 15N editierten Spektren ist deutlich reduziert, da lediglich 

Protonenspinsysteme überlappen können, wenn die zugehörigen 15N-Kerne, mit denen sie 
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über 1JNH-Kopplung korreliert sind, die gleiche chemische Verschiebung haben. Mit 

Ausnahme von K37 konnten alle Aminosäuren sequentiell eindeutig identifiziert werden. 

 

 
 
Abb. 32: Streifendarstellung aus einem dreidimensionalem 1H/15N NOESY-HSQC Spektrum (aufgenommen bei 
600 MHz und 298 K mit humanem B-FABP in 20 mM K2HPO4, pH 7,0; 0,05% NaN3; 10% D2O). Repräsentativ 
für die Vorgehensweise bei der sequentiellen Zuordnung wurde der Faltblattstrang βI, der die Aminosäurereste 
K112 bis G120 umfaßt, ausgewählt. Die roten Linien deuten die sequentiellen Verknüpfungen der NOE-
Kreuzsignale an. 
 

Analog zum 3D 1H/15N TOCSY-HSQC Experiment ergibt das 3D 1H/15N NOESY-HSQC 

Experiment eine Serie von protonenkorrelierten NOESY-Spektren, die in der dritten 

Dimension nach der 15N chemischen Verschiebung aufgespalten sind. Dipolare Kopplungen 

zeigen nur diejenigen Protonen, die direkt über 1JNH-Kopplung mit einem 15N-Kern korreliert 

sind. Abb. 32 zeigt am Beispiel des Faltblattstrangs βI, der die Aminosäuren K112 bis G120 

umfaßt, die sequentiellen dαN(i,i+1) und dNN(i,i+1) Kreuzsignale zwischen dem Cα- bzw. 

Amidproton der i-ten und dem Amidproton der (i+1)-ten Aminosäure im Proteinrückgrat. Die 

aus den obengenannten Spektren erhaltene Zuordnung der 1H und 15N Resonanzen des 

humanen B-FABP sind in Tabelle 6 aufgelistet. 
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Tab. 6: 1H- und 15N-Zuordnung von humanem B-FABP bei pH 7,0 und 298 K. Stereospezifisch zugeordnete 
Protonenresonanzen sind kursiv dargestellt. 

 

Amino- 
säurerest 

HN 
 

Hα 

 
Hβ 

 
andere H 

 
N 
 

andere N 
 

 

V1  4,21 2,28 0,87/0,97 (Hγ1/2)   

E2 9,46 4,18 2,07 2,43 (Hγ) 121,9  

A3 8,02 4,07 1,22  121,0  

F4 8,02 4,40 3,05/3,29 7,12 (Hδ) 6,90 (Hε) 7,57 (Hζ) 111,3  

C5 7,44 4,56 3,32/2,76  116,7  

A6 8,42 4,21 0,67  129,5  

T7 7,85 4,67 3,93 1,05 (Hγ2) 115,5  

W8 9,71 5,30 3,20 10,07 (Hε1) 7,06 (Hδ1) 7,15 (Hε3) 127,8 129,3 ε1 

    7,19 (Hζ3) 6,84 (Hη2) 7,29 (Hζ2)   

K9 9,81 5,40 1,82/1,94 1,56/1,42 (Hγ) 1,70 (Hδ) 2,93 (Hε) 121,1  

L10 7,77 3,89 1,54 1,34 (Hγ) 0,83/0,35 (Hδ1/2) 125,7  

T11 9,54 4,58 4,18 1,20 (Hγ2) 118,2  

N12 7,65 4,87 2,72/2,58 7,77/7,23 (Hδ2) 118,4 111,1 δ2 

S13  5,08 3,44/3,72    

Q14 9,34 4,84 2,03/2,20 2,35 (Hγ) 7,64/6,89 (Hε2) 127,3 112,1 ε2 

N15 9,42 4,83 2,75/3,83 7,38/6,77 (Hδ2) 122,6 114,6 δ2 

F16 8,74 4,47 2,93/3,20 7,04(Hδ) 7,04 (Hε) 6,94 (Hζ) 119,8  

D17 8,70 4,29 2,54/2,91  119,8  

E18 8,25 3,79 2,06/1,94 2,49/2,41 (Hγ) 117,9  

Y19 7,61 3,95 3,04/2,93 6,70 (Hδ) 6,39 (Hε) 121,0  

M20 8,24 3,26 2,13 1,26/1,40 (Hγ) 2,12 (Hε) 116,9  

K21 8,52 3,75 1,83 1,43/1,21 (Hγ) 1,63 (Hδ) 2,88 (Hε) 119,0  

A22 8,07 4,08 1,63  124,0  

L23 7,34 3,45 1,19    

L23 7,38 3,39 1,17 1,04 (Hγ) 0,20/0,24 (Hδ1/2) 116,3  

    L23´ 7,40 3,37 1,16    

   L23´´ 7,34 3,45 1,19    

G24 7,61 3,61/4,17   106,0  

V25 7,55 3,69 1,40 0,79/0,95 (Hγ1/2) 122,0  

G26 8,94 4,04/4,00   115,8  

    G26´ 8,90 4,07/4,02     

F27 8,69 3,85 3,26/3,03 7,18 (Hδ) 7,30 (Hε) 7,30 (Hζ) 121,0  

A28 8,83 3,96 1,45  120,8  

T29 7,61 3,70 3,91 0,88 (Hγ2) 115,8  

R30 8,44 3,87 1,67  122,9  

Q31 7,73 3,84 1,89 1,99 (Hγ) 6,84/6,82 (Hε2) 116,2 113,5 ε2 

    Q31´ 7,76 3,84 1,88    

 V32 6,80 3,70 1,74 0,53/0,80 (Hγ1/2) 116,9  

  V32´ 6,77 3,70 1,71    
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Fortsetzung Tab. 6: 1H- und 15N-Zuordnung von humanem B-FABP bei pH 7,0 und 298 K. Stereospezifisch 
zugeordnete Protonenresonanzen sind kursiv dargestellt. 

 

Amino- 
säurerest 

HN 

 
Hα 

 
Hβ 

 
andere H 

 
N 
 

andere N 
 

 

G33 8,87 3,54/3,65   110,7  

 G33´ 8,92 3,54/3,65     

N34 8,29 4,83 2,76/2,68 7,41/6,80 (Hδ2) 116,8 112,8 δ2 

V35 7,27 4,52 2,29 0,95/1,00 (Hγ1/2) 112,3  

 V35´ 7,21 4,52 2,32 0,95/1,00 (Hγ1/2)   

   V35´´ 7,24 4,52 2,29 0,97/0,99 (Hγ1/2)   

T36 7,45 4,23 4,07 1,27 (Hγ2)   

T36´ 7,48 4,23 4,04 1,26 (Hγ2) 117,8  

  T36´´ 7,51 4,25 4,06 1,26 (Hγ2)   

P38 - 4,11 2,05/2,33 1,99 (Hγ) 3,40/3,32 (Hδ)   

T39 8,56 5,33 4,05 1,23 (Hγ2) 117,6  

V40 9,78 5,15 1,71 0,72/0,88 (Hγ1/2) 128,7  

I41 9,82 5,11 1,70 1,27/1,57 (Hγ1) 0,86 (Hδ) 0,85 (Hγ2) 128,2  

I42 8,37 5,31 2,59 1,07 (Hγ1) 1,07(Hδ) 0,80 (Hγ2) 130,2  

S43 9,26 4,79 3,79/3,65  121,9  

Q44 8,50 4,96 1,99/1,84 2,11/2,28 (Hγ) 6,75/7,33 (Hε2) 118,0 110,5 ε2 

E45 8,52 4,48 1,62/1,79 2,03 (Hγ) 125,7  

G46 8,97 3,62/3,97   117,2  

D47 8,75 4,59 2,72  126,7  

K48 7,79 4,54 1,65 1,45/1,09 (Hγ) 1,39/1,33 (Hδ) 2,83 (Hε) 118,6  

V49 8,59 4,21 0,86 0,55/0,67 (Hγ1/2) 125,2  

V50 8,59 4,67 1,82 0,72/0,58 (Hγ1/2) 125,0  

I51 8,64 4,87 1,81 1,05 (Hγ1) 0,82 (Hδ) 0,63 (Hγ2) 122,5  

R52 9,48 5,16 1,84/1,72 1,74/1,51 (Hγ) 3,13 (Hδ) 7,29 (Hε) 132,4 85,1 ε 

T53 9,01 5,08 4,34 1,11 (Hγ2) 121,6  

L54 9,74 5,33 1,79 1,54 (Hγ) 0,84 (Hδ1/2) 127,5  

S55 8,56 4,95 3,93/4,13  115,6  

T56  4,08 4,30 1,26 (Hγ2)   

F57 7,66 4,65 2,76/3,15 7,18 (Hδ) 7,18 (Hε) 6,88 (Hζ) 120,4  

 F57´ 7,68 4,69 2,75/3,20 7,18 (Hδ) 7,18 (Hε) 6,88 (Hζ)   

K58 6,88 4,21 1,30/1,42 0,98/0,79 (Hγ) 1,52 (Hδ) 2,69 (Hε) 115,6  

 K58´ 6,91 4,21 1,37/1,44 1,04/0,90 (Hγ) 1,52 (Hδ) 2,69 (Hε)   

  K58´´ 6,93 4,21 1,34/1,34 1,02/0,87 (Hγ) 1,52 (Hδ) 2,69 (Hε)   

 N59 8,61 5,88 2,67/2,89 7,40/6,46 (Hδ2) 123,3 110,9 δ2 

  N59´ 8,43 5,98 2,67/2,90 7,40/6,46 (Hδ2)   

   N59´´ 8,52 5,95 2,72/2,89 7,40/6,46 (Hδ2)   

  N59´´´ 8,58 5,91 2,70/2,87 7,40/6,46 (Hδ2)   

T60 9,40 4,89 4,36 1,06 (Hγ2) 112,3  

  T60´ 9,33 4,89 4,36 1,06 (Hγ2)   
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Fortsetzung Tab. 6: 1H- und 15N-Zuordnung von humanem B-FABP bei pH 7,0 und 298 K. Stereospezifisch 
zugeordnete Protonenresonanzen sind kursiv dargestellt. 

 

Amino- 
säurerest 

HN 

 
Hα 

 
Hβ 

 
andere H 

 
N 
 

andere N 
 

 

   T60´´ 9,48 4,89 4,36 1,06 (Hγ2)   

E61 8,68 5,13 1,91 2,05 (Hγ) 122,7  

I62 8,38 4,89 1,88 1,70 (Hγ1) 0,94 (Hδ) 1,28 (Hγ2) 119,0  

S63 8,11 5,29 3,46/3,57  115,4  

F64 8,07 4,70 2,76/1,70 6,18 (Hδ) 6,69 (Hε) 6,69 (Hζ) 119,6  

Q65 8,86 4,84 1,89/2,08 2,39/2,35 (Hγ) 7,54/6,79 (Hε2) 117,6 111,7 ε2 

L66 9,21 4,50 1,64/1,85 1,84 (Hγ) 0,97/0,81 (Hδ1/2) 126,5  

G67 9,52 3,49/4,28   110,1  

E68 7,76 4,76 2,01 2,26 (Hγ) 120,3  

E69 8,97 5,04 1,97 2,12 (Hγ) 130,7  

F70 9,45 5,21 3,27/3,31 7,42 (Hδ) 6,87(Hε) 6,30 (Hζ) 123,6  

D71 8,51 5,21 2,64/2,74  119,9  

E72 8,71 4,78 1,82 2,32 (Hγ) 125,8  

T73 9,02 5,43 4,02 1,22 (Hγ2) 125,8  

T74 8,87 4,42 4,34 0,99 (Hγ2) 6,04 (Hγ1) 118,8  

A75 9,49 3,92 1,43  122,5  

 A75´ 9,55 3,89 1,43    

E76 9,07 4,55 2,84/2,13  110,2  

E77 7,98 4,00 2,71/2,84  115,1  

R78 7,39 4,20 1,27/0,58 1,03/0,81 (Hγ) 2,42/0,31 (Hδ) 116,5 89,4 ε 

    9,53 (Hε) 6,15 (Hη2)  72,8 η2 

N79 8,71 5,22 2,77 7,53/6,92 (Hδ2) 122,1 113,4 δ2 

C80 9,19 5,25 2,84/2,61  120,8  

K81 9,05 4,92 1,84 1,50/1,41(Hγ) 1,61(Hδ)  2,93 (Hε) 123,3  

S82 9,05 5,80 2,13/3,20 5,89 (Hγ) 124,5  

V83 8,22 4,15 1,88 0,80 (Hγ1/2) 117,3  

V84 9,77 5,26 1,02 0,46/-0,38 (Hγ1/2) 130,8  

S85 9,16 4,79 3,70  120,6  

L86 8,79 5,11 1,41/1,74 1,53 (Hγ) 0,85 (Hδ1/2) 122,5  

D87 9,03 4,82 2,42/2,65  126,8  

G88 8,79 3,62/4,05   114,9  

D89 8,66 4,79 2,84  126,0  

K90 7,91 4,97 1,99 1,37 (Hγ) 1,61 (Hδ) 2,98 (Hε) 119,1  

L91 8,49 4,90 1,09/0,65 0,93 (Hγ) 0,39/0,27 (Hδ1/2) 122,9  

V92 9,64 4,61 2,08 0,88/0,97 (Hγ1/2) 131,0  

H93 9,14 5,49 2,82/3,46 11,93 (Hε2) 6,42 (Hδ2) 7,74 (Hε1) 131,1 163,2 ε2 

I94 9,27 4,55 1,75 1,54/1,02 (Hγ1) 0,78 (Hδ)  0,91 (Hγ2) 126,6  

Q95 8,53 5,01 1,76/1,85 2,17 (Hγ) 6,98/6,28 (Hε2) 126,2 112,9 ε2 

K96 8,70 5,61 1,98/1,94 1,39/1,47 (Hγ) 1,64 (Hδ) 2,83 (Hε) 121,2  
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Fortsetzung Tab. 6: 1H- und 15N-Zuordnung von humanem B-FABP bei pH 7,0 und 298 K. Stereospezifisch 
zugeordnete Protonenresonanzen sind kursiv dargestellt. 

 

Amino- 
säurerest 

HN 

 
Hα 

 
Hβ 

 
andere H 

 
N 
 

andere N 
 

 

W97 8,36 4,90 3,14/3,79 10,16 (Hε1) 7,14 (Hδ1) 7,23 (Hε3) 128,0 129,2 ε1 

    6,90 (Hζ3) 6,49 (Hη2) 7,14 (Hζ2)   

D98 9,21 4,23 2,31/2,76  122,1  

G99 8,39 3,54/3,93   103,9  

K100 8,41 4,33 0,18/0,99 1,25 (Hγ) 1,62 (Hδ) 2,86/2,78 (Hε) 122,9  

E101 8,10 5,72 1,87 2,06 (Hγ) 110,7  

T102 9,01 5,26 4,47 1,14 (Hγ2) 117,5  

N103 8,01 5,62 2,38/2,64 7,78/6,87 (Hδ2) 120,0 115,8 δ2 

F104 9,33 5,91 3,14/2,92 6,78 (Hδ) 7,05 (Hε) 6,86 (Hζ) 119,3  

 F104´ 9,36 5,94 3,14/2,91 6,78 (Hδ) 7,05 (Hε) 6,86 (Hζ)   

V105 9,36 4,86 2,04 0,94/1,09 (Hγ1/2) 127,3  

 V105´ 9,38 4,86 2,04 0,94/1,09 (Hγ1/2)   

R106 9,23 5,35 1,55/1,45 1,23/1,79 (Hγ1/2) 127,1  

E107 8,93 5,07 1,99 2,19 (Hγ) 121,0  

I108 9,05 4,91 1,74 0,53/0,64 (Hγ1) 0,16 (Hδ) 0,71 (Hγ2) 123,9  

K109 9,12 4,59 1,56/1,69 1,27 (Hγ) 1,62 (Hδ) 2,89 (Hε) 128,5  

D110 9,49 4,29 2,96/2,62    

G111 8,31 3,67/4,22   102,9  

K112 7,92 5,11 1,91/2,15 1,62 (Hγ) 1,74 (Hδ) 3,03 (Hε) 121,3  

M113 8,21 4,95 1,82/1,15 -0,04 (Hγ) 122,1  

V114 9,21 4,51 1,81 0,61/0,75 (Hγ1/2) 128,7  

M115 9,73 5,78 1,55/2,29 2,09 (Hγ) 2,06 (Hε) 130,3  

T116 9,35 5,06 3,92 1,10 (Hγ2) 124,9  

L117 9,87 5,29 0,89/1,06 1,25 (Hγ) 0,63/0,40 (Hδ1/2) 132,7  

T118 8,82 5,47 4,02 1,22 (Hγ2) 6,21 (Hγ1) 116,6  

F119 9,75 5,22 3,20/2,89 7,36 (Hδ) 7,32 (Hε) 7,42 (Hζ) 131,7  

G120 9,12 3,45/3,70   119,0  

D121 8,63 4,62 2,72  126,2  

V122 8,48 4,10 2,49 0,96/1,07 (Hγ1/2) 123,6  

V123 8,36 5,40 1,84 0,82/0,93 (Hγ1/2) 127,4  

A124 9,70 5,27 1,43  130,7  

V125 8,56 5,15 1,82 0,72/0,89 (Hγ1/2) 119,4  

R126 9,54 4,89 1,45 1,16/1,76 (Hγ) 128,5  

H127 8,64 5,35 2,85/2,95 7,06 (Hδ2) 7,82 (Hε1) 121,9  

Y128 9,46 5,51 2,87/3,10 6,80 (Hδ) 6,46 (Hε) 120,5  

E129 9,16 5,46 2,06/2,18 2,41 (Hγ) 120,0  

K130 9,21 4,14 1,49 0,42/0,85 (Hγ) 1,26/1,35 (Hδ) 2,51/2,74 (Hε) 125,1  

A131 8,48 4,14 1,20  133,4  
 



4 Ergebnisse und Diskussion 58 

4.2.2 Torsionswinkeldynamikrechnungen 
 

4.2.2.1 Sekundärstruktur 

 

Durch eine qualitative Abschätzung der sequentiellen und Nahbereichs-NOEs konnte auf die 

Sekundärstruktur vom humanen B-FABP geschlossen werden (Abb. 33). Starke sequentielle 

Hα-HN Kreuzsignale, die auf ausgedehnte β-Faltblattstrukturen hindeuten,  wurden für die 

Sequenzabschnitte 6-14, 39-44, 49-54, 59-64, 69-74, 78-86, 91-96, 101-108, 113-118 und 

123-130 gefunden. Helikale Strukturen, die durch starke HN-HN wie auch mittelstarke oder 

schwache HN-HN(i,i+2), Hα-HN(i,i+2), Hα-HN(i,i+3), Hα-Hβ(i,i+3) und eventuell 

schwache Hα-HN(i,i+4) NOE-Signale definiert sind, wurden für die Reste 1-4, 16-23 und 27-

35 gefunden. NOE-Kreuzsignale, die typisch für antiparalleles β-Faltblatt sind, wurden 

zwischen den Rückgratprotonen der Faltblattstränge βA bis βD, βE bis βJ sowie zwischen βA 

und βJ beobachtet. Nur zwischen den Faltblattsträngen βD und βE wurden keine 

Kreuzsignale gefunden (Abb. 34). 
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Abb. 33: Schematische Darstellung der sequentiellen und Nahbereichs-NOEs zwischen HN, Hα und Hβ 
Protonen im humanen B-FABP. Die Dicke der Linien symbolisiert die Intensitäten der NOE-Kreuzsignale. 
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Abb. 34: Schematische Darstellung der β-Faltblattstruktur des humanen B-FABP. Die Pfeile symbolisieren die 
zwischen den Faltblattsträngen gefundenen NOE-Signale. 



4 Ergebnisse und Diskussion 60 

4.2.2.2 Tertiärstruktur 
 
Aus den 2D NOESY und 3D 1H/15N NOESY-HSQC Spektren wurden mit dem Programm 

nmr2st (Pristovšek et al., 2000; siehe 2.2.1) 2490 effektiv abstandsbeschränkende NOE-

Signale eindeutig zugeordnet. Mit den Abstandsrandbedingungen und zusätzlich 106 

stereospezifischen Zuordnungen aus GLOMSA (Güntert et al., 1991) wurden 300 Strukturen 

wie unter 3.2.2 beschrieben berechnet. Die 20 besten Strukturen mit der niedrigsten 

Zielfunktion (unter 0,1 Å2) wurden anschließend einer Energieminimierung mit dem 

DISCOVER Modul des Programmpakets INSIGHT II (Molecular Simulations Inc. San 

Diego, USA) unterworfen (Tab. 7).  Die Abbildung 35 zeigt das Strukturensemble der 20 

besten Strukturen nach der Energieminimierung.   

 
Tab. 7: Statistik der 20 besten Strukturen des humanen B-FABP nach der Energieminimierung 

 
 

Abstandsbeschränkungen  
Anzahl aller Abstandsbeschränkungen 2490 
Intraresiduelle Abstände (i = j) 265 
Sequentielle Abstände (|i - j| = 1) 627 
Nahbereichs-Abstände (1 < |i - j| ≤ 4) 420 
Weitbereichs-Abstände (|i - j| > 4) 1178 

  
Abstandsverletzungen nach Energieminimierung  

Anzahl der Abstandsverletzungen > 0,2 Å 5 
Anzahl der Abstandsverletzungen > 0,3 Å 0 
Maximale Abstandsverletzung 0,25 Å 

  
Strukturbündel, RMSD (Å)  

Rückgrat (Reste 2-130) 0,85 ± 0,12 
Schweratome (Reste 2-130) 1,41 ± 0,10 
Rückgrat (Reste 2-23, 39-54, 59-73, 79-130) 0,72 ± 0,10 
Schweratome (Reste 2-23, 39-54, 59-73, 79-130) 1,30 ± 0,08 

 
 

Die resultierende Lösungsstruktur des humanen B-FABP ist gut aufgelöst und enthält keine 

signifikanten Verletzungen einzelner Abstandsbeschränkungen, was auf eine gute 

Übereinstimmung der NOE-Daten mit den berechneten Konformeren hindeutet. Deutlich 

sichtbar sind Bereiche mit höherer Dispersion des Proteinrückgrates, besonders im Bereich 

der sogenannten Portalregion, welche die Helix α-II und die Schleifenregionen der 

Faltbattstränge βC und βD sowie βE und βF umfaßt. Die Ursache der erhöhten Dispersion 

liegt vermutlich in der Dynamik dieser Region begründet, welche zum Vorhandensein 

vergleichsweise weniger Abstandsbeschränkungen der entsprechenden Reste führt. Der 
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RMSD-Wert des Proteinrückgrates für die Reste 2-130 fällt von 0,85 ± 0,12 Å auf 0,72 ± 0,10 

Å ab, wenn man die Portalregion (Reste 24-38, 55-58 und 74-78) nicht berücksichtigt. Dies 

zeigt deutlich die gute Definition der Lösungsstruktur außerhalb des Fettsäureportals 

 

 

 
 

N

C

N

C

 
 

 
Abb. 35: Stereodiagramm des Strukturensembles der 20 besten Strukturen aus der Torsionswinkeldynamik-
rechnung nach Energieminimierung. Im Bereich der Portalregion, die Helix α-II sowie die Schleifenregionen 
βC-βD und βE-βF umfaßt, ist eine größere Dispersion erkennbar. 
 

 

Die Qualität der energieminimierten Strukturen wurde mit PROCHECK-NMR (Laskowski et 

al., 1993) analysiert. Das erhaltene Ramachandran-Diagramm in Abbildung 36 zeigt durch 

Farbabstufungen im Hintergrund verschieden intensiv populierte Bereiche, die einer 

Hyperfläche der potentiellen Energie entsprechen. Rote, gelbe und hellgelbe Regionen 

markieren energetisch günstige φ-ϕ Winkelkombinationen, die als erlaubte Bereiche 

bezeichnet werden. In den sogenannten unerlaubten weißen Regionen befinden sich 

Konformationen mit erhöhtem Energiegehalt, bei denen die Diederwinkeleinstellungen zu 

ungünstigen van-der-Waals-Kontakten führen. Im Falle des humanen B-FABP befinden sich 

83,2% der Aminosäurereste in besonders günstigen (rot), 14,8% in zusätzlich erlaubten (gelb), 

1,0% in großzügig erlaubten (hellgelb) und 1,0% in verbotenen Bereichen (weiß). 
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Die Lösungsstruktur des humanen B-FABP besteht aus 10 antiparallelen β-Faltblattsträngen 

(A bis J) und zwei kurzen α-Helices, die eine Helix-Turn-Helix Domäne bilden (Abbildung 

37). Die β-Faltblattstränge A bis D und E bis J bilden ein kontinuierliches Faltblatt, welches 

 
 

 
 
   
 Reste in besonder günstigen Bereichen 83,2%  
 Reste in zusätzlich erlaubten Bereichen 14,8%  
 Reste in großzügig erlaubten Bereichen 1,0%  
 Reste in verbotenen Bereichen 1,0%  
   
 
Abb. 36: Ramachandran-Diagramm für das Ensemble der 20 besten Strukturen nach der Energieminimierung 
(siehe Tabelle 7). Die roten, gelben und hellgelben Regionen markieren energetisch günstige φ-ϕ 
Winkelkombinationen. Die sogenannten verbotenen Regionen (weiße Flächen) hingegen sind energetisch 
ungünstig. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm PROCHECK-NMR (Laskowski et al., 1993). 
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Abb. 37: Skizze des Proteinrückgratverlaufs der energetisch günstigsten Konformation des humanen B-FABP in 
Lösung. Die β-Faltblattstränge (A bis J) und die α-Helices (αI und αII) sind mit weißen Buchstaben beschriftet. 
Eine helikaler Schleife wurde am N-Terminus gefunden. Die Ligandenbindungsstelle befindet sich innerhalb des 
Hohlraums der Bindungstasche, die durch die β-Faßstruktur definiert ist. Die Darstellung erfolgte mit den 
Programmen MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) und Raster3D (Merrit & Bacon, 1997).  
 

zwischen den β-Faltblattsträngen D und E unterbrochen ist, aber die β-Faltblattstränge A und 

J miteinander verbindet. Die N-terminalen Reste V1-F4 formen eine helikalen Schleife (310-

Helix), die in den Faltblattstrang βA (A6-Q14) mit einem Knick (“bulge”) bei den Resten 

T11-N12 übergeht. Die beiden kurzen α-Helices, Helix αI (F16-L23) and α-II (F27-V35), 

verbinden den ersten und zweiten β-Faltblattstrang. Der Rest der Struktur ist durch eine Serie 

von antiparallelen β-Faltblattsträngen definiert, die meistens durch β-Schleifenregionen 

verbunden sind: βB (T39-Q44), βC (V49-L54), βD (N59-F64), βE (E69-T74), βF (R78-L86), 

βG (L91-K96), βH (E101-I108), βI (M113-T118) und βJ (V123-K130). 
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4.2.2.3 Vergleich mit der Kristallstruktur des humanen B-FABP 
 

Zum Vergleich mit der bis auf 2,1 Å aufgelösten Röntgenstruktur des humanen B-FABP im 

Komplex mit DHA (Balendiran et al., 2000; abgelegt unter 1FDQ in der RCSB Protein Data 

Bank) wurden alle 20 Konformere, welche die Lösungsstruktur repräsentieren, von 

Aminosäure 2-130 mit der Kristallstruktur übereinandergelegt (Abb. 38). Der RMSD-Wert 

beträgt 0,81 ± 0,08 Å bzw. 0,82 ± 0,09 Å für die Proteinrückgratatome relativ zu den 

Röntgenstrukturketten A und B, wobei die Ketten zueinander einen Proteinrückgrat-RMSD-

Wert von 0,43 Å aufweisen. Dies zeigt insgesamt eine gute Übereinstimmung zwischen 

Kristall- und Lösungsstruktur. Die Sekundärstrukturelemente stimmen ebenfalls gut in 

Position und Länge überein. Die kurze N-terminale Schleife scheint ein Charakteristikum für 

A-, B-, E-, H- und My-FABP zu sein, die zur FABP-Unterfamilie IV gehören und Fettsäuren 

in einer U-förmigen Konformation bindet. Auf der anderen Seite zeigen alle CRBPs und 

CRABPs, die ebenfalls einen verlängerten N-Terminus besitzen, nur einen kleinen Knick 

 

 

 
Abb. 38: Superposition der Kristallstruktur des humanen B-FABP (Balendiran et al., 2000) mit dem Ensemble 
der 20 besten Lösungsstrukturen nach der Energieminimierung. Erkennbar ist die gute Übereinstimmung 
zwischen den Strukturen und die erhöhte Dispersion des NMR-Strukturensembles in einzelnen Schleifen sowie 
besonders im Bereich der Portalregion. 
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 (Noy, 2000; Folli et al., 2001; Franzoni et al., 2002), während die restlichen FABPs (I-

FABP, L-FABP und ILBP) einen kürzeren N-Terminus haben und somit auch keine helikale 

Schleife ausbilden können. Die helikale Konformation am N-Terminus (V1-F4) könnte neben 

dem hydrophoben Cluster einen zusätzlichen Beitrag zur Stabilisierung des unteren Teils der 

β-Faßstruktur spielen. V1 und F4 zeigen beide NOE-Kontakte zu Resten in der βG-βH-

Schleifenregion: Die Seitenkette von F4 (L7 in E-FABP) ist ein zentraler Teil des 

hydrophoben Clusters, V1 interagiert mit den Seitenketten von L66 und L86 und bildet quasi 

eine Barriere für das externe Solvens. Dies könnte möglicherweise die erhöhte 

Proteinstabilität der meisten Mitglieder der FABP Unterfamilie IV erklären (Zimmerman et 

al., 2001). 

 

4.2.2.4 Vergleich mit den Lösungstrukturen des H-FABP aus Mensch und Rind 
 

Mehrere Punkte in den NMR-Spektren des humanen B-FABP deuten auf ein starke 

strukturelle und funktionelle Verwandschaft zum H-FABP hin. Vergleichsweise starke 

Ähnlichkeiten wurden bei NMR-Studien an E-FABP, I-FABP, ILPB, CRBP I, CRBP II und 

CRABP II (Gutiérrez-González et al., 2002; Hodsdon & Cistola, 1997; Zhang et al., 1997; 

Lücke et al., 1996; Franzoni et al., 2002; Lu et al., 1999; Wang et al., 1998) nicht gefunden; 

für My-FABP liegen bisher keine NMR-Daten vor. Zusätzliche NMR-Untersuchungen an A-

FABP (Constantine et al., 1998) könnten vergleichbare Ergebnisse liefern. 

Während der Zuordnung zeigte sich bedingt durch die starke Sequenzhomologie (67% im 

Vergleich zu H-FABP aus Mensch wie auch aus Rind), daß die Protonenresonanzen einiger 

Aminosäure-Spinsysteme des B-FABP nahezu identisch zum H-FABP sind (Lassen et al., 

1995; Lücke et al., 2001) bzw. eine starke Ähnlichkeit aufweisen. Mehr als 53% aller 

Aminosäurereste bzw. mehr als 80% der konservierten Aminosäurereste zeigen eine 

maximale Abweichung der chemischen Verschiebung von < 0,30 ppm für die 

Proteinrückgrat- und Seitenkettenprotonen, was die starke strukturelle Verwandtschaft dieser 

beiden Proteine unterstreicht (Wishart et al., 1991). Abbildung 39 zeigt im Detail die 

Abweichung der chemischen Verschiebungen (∆ppm) zwischen B-FABP und den beiden H-

FABPs für jede Aminosäure in Graustufen kodiert. Ein Vergleich der chemischen 

Verschiebungen von A-FABP (Constantine et al., 1998) und E-FABP (Gutiérrez-González et 

al., 2002) mit H-FABP (Abb.40), welche 63% bzw. 49% Sequenzhomologie aufweisen, zeigt 

nur noch für 45% bzw. 23% aller Aminosäurereste Abweichungen von < 0,30 ppm (Tab. 8).  
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         1        10        20        30        40        50 
hB-FABP  VEAFCATWKLTNSQNFDEYMKALGVGFATRQVGNVTKPTVIISQEGDKVV     100% 
hH-FABP  VDAFLGTWKLVDSKNFDDYMKSLGVGFATRQVASMTKPTTIIEKNGDILT      67% 
bH-FABP  VDAFVGTWKLVDSKNFDDYMKSLGVGFATRQVGNMTKPTTIIEVNGDTVI      67% 
 
                  60        70        80        90        100 
hB-FABP  IRTLSTFKNTEISFQLGEEFDETTADDRNCKSVVSLDGDKLVHIQKWDGK 
hH-FABP  LKTHSTFKNTEISFKLGVEFDETTADDRKVKSIVTLDGGKLVHLQKWDGQ 
bH-FABP  IKTQSTFKNTEISFKLGVEFDETTADDRKVKSIVTLDGGKLVHVQKWDGQ 
 
                  110       120 
hB-FABP  ETNFVREIKDGKMVMTLTFGDVVAVRHYEKA   131 
hH-FABP  ETTLVRELIDGKLILTLTHGTAVCTRTYEKEA  132            
bH-FABP  ETSLVREMVDGKLILTLTHGTAVCTRTYEKQA  132            
 
Abb. 39: Vergleich der Aminosäuresequenzen von humanem B-FABP mit H-FABP aus Mensch und Rind in 
Korrelation mit der Abweichung der chemischen Verschiebungen (∆ppm) in den einzelnen Resten. Die 
Grauabstufung gibt die Größe der maximalen Differenz einer Protonenresonanz in der jeweiligen Aminosäure 
an: dunkelgrau:  < 0,10 ppm, hellgrau: 0,10 – 0,30 ppm, fett: 0,31 – 0,50 ppm, kursiv: > 0,50 ppm. 
 

            1        10        20        30        40        50 
hH-FABP  ...VDAFLGTWKLVDSKNFDDYMKSLGVGFATRQVASMTKPTTIIEKNGDILT  100% 
hA-FABP  ...CDAFVGTWKLVSSENFDDYMKEVGVGFATRKVAGMAKPNMIISVNGDVIT   63% 
hE-FABP  MATVQQLEGRWRLVDSKGFDEYMKELGVGIALRKMGAMAKPDCIITCDGKNLT   49% 
 
                  60        70        80        90        100 
hH-FABP  LKTHSTFKNTEISFKLGVEFDETTADDRKVKSIVTLDGGKLVHLQKWDGQ 
hA-FABP  IKSESTFKNTEISFILGQEFDETTADDRKVKSTITLDGGVLVHVQKWDGD 
hE-FABP  IKTESTLKTTQFSCTLGEDFEETTADGRDTQTVCNFTDGALVQHQEWDGK 
 
                                       110       120 
hH-FABP  ETTLVRELIDGKLILTLTHGTAVCTRTYEKEA  132            
hA-FABP  STTIKRKREDDKLVVECVMKGVTSTRVYERA   131        
hE-FABP  ESTITRKLKDGKLVVECVMNNVTCTRIYEKVE  135        
 
Abb. 40: Vergleich der Aminosäuresequenzen von humanem B-FABP mit humanen A-FABP und E-FABP in 
Korrelation mit der Abweichung der chemischen Verschiebungen (∆ppm) in den einzelnen Resten. Die 
Grauabstufung gibt die Größe der maximalen Differenz einer Protonenresonanz in der jeweiligen Aminosäure 
an: dunkelgrau:  < 0,10 ppm, hellgrau: 0,10 – 0,30 ppm, fett: 0,31 – 0,50 ppm, kursiv: > 0,50 ppm. 

 

Tab. 8: Maximale Abweichung der chemischen Verschiebung (∆ppm) einer Protonen-
resonanz in den Aminosäureresten des humanen B-FABP mit H-FABP aus Mensch und 
Rind sowie des humanen H-FABP im Vergleich mit humanen A-und E-FABP. 

 
 

 Zahl der Aminosäurereste 
Max. Abweichung einer 1H 
Resonanz in den einzelnen 

Aminosäureresten 

hB-FABP 
relativ zu 
bH-FABP 

hB-FABP 
relativ zu 
hH-FABP 

hA-FABP 
relativ zu 
hH-FABP 

hE-FABP 
relativ zum 
hH-FABP 

 

∆ppm < 0,10 ppm 35 28 8 7 
∆ppm = 0,10 – 0,30 ppm 40 42 51 24 
∆ppm = 0,31 – 0,50 ppm 13 14 12 15 

∆ppm > 0,50 ppm 44 48 60 88 
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Die Seitenketten des A-FABP sind allerdings nur bis zum Hδ zugeordnet, so daß für eine 

genauere Einstufung zusätzliche Experimente erforderlich wären. Beim E-FABP ist die 

deutlich niedrigere Sequenzhomologie die Ursache für die geringe Ähnlichkeit. My-FABP 

wurde bisher NMR-spektroskopisch nicht untersucht. 

 

Analog zum H-FABP (Lücke et al., 2001) aus Mensch und Rind zeigen mehrere 

Aminosäurereste des humanen B-FABP vornehmlich um die Portalregion herum Spinsystem-

Heterogenitäten. 12 der 14 Reste, die mehrfache Protonenspinsysteme aufweisen, sind im 

Bereich der Portalregion zu finden: G26, Q31, V32, G33, F57, A75 mit zwei, die Reste L23, 

V35, T36, K58 und T60 mit drei und Asparagin N59 sogar vier mit separaten Spinsystemen. 

Wie vor kurzem von Lücke et al. (2001) veröffentlicht, deuten diese Ergebnisse darauf hin, 

daß auch beim humanen B-FABP bis zu vier verschiedene stabile Konformationszustände im 

Bereich der Portalregion durch eine Mischung endogener Fettsäuren in der Probe 

hervorgerufen werden. Als einzige Reste außerhalb der Portalregion zeigen F104 und V105 

Spinsystem-Heterogenitäten. Die mögliche Ursache könnten in diesem Fall auch Kontakte 

zwischen der gebundenen Fettsäure und dem F104-Phenylring sein, der im H-FABP nicht 

konserviert ist. Eine Bindung der Fettsäuren nach einem „Selected-Fit“ Mechanismus wie 

beim H-FABP scheint somit auch für das B-FABP wahrscheinlich. 

 

Abschließend wird diese Annahme zusätzlich durch das Auftreten von einigen 1H-

Resonanzen im B-FABP unterstützt, die in NMR-Spektren normalerweise nicht beobachtet 

werden. Analog zum H-FABP konnten die im Innern der Bindungstasche befindlichen 

Protonenresonanzen für S82 OγH und H93 Nε2H bei 5.89 ppm bzw. 11.93 ppm zugeordnet 

werden. Dies ist nur möglich, wenn diese Protonen vom Lösungsmittel abgeschirmt sind und 

sehr langsam austauschen. Die gleichen Resonanzen wurden auch für H-FABP gefunden 

(Lücke, persönliche Mitteilung), wo sie Teil eines sehr komplizierten 

Wasserstoffbrückennetzwerkes innerhalb der Bindungstasche darstellen, welches 13 

Wassermoleküle sowie mehrere hydrophile Seitenketten, insbesondere E72, S82, H93 und 

R106, umfaßt (Young et al., 1994). Dieses elektrostatische Netzwerk im zentralen Bereich der 

Bindungstasche scheint ein integraler Bestandteil der Proteinstruktur zu sein, da der 

Imidazolring des H93 sowohl bei der apo- als auch bei der holo-Form des Rinderherz FABP 

nicht titrierbar ist (Huang, 1999). Die Seitenketten von H93 und S82 scheinen daher selbst in 

der apo-Form dem externen Solvens unzugänglich zu sein. Da die Aminosäuren E72, S82, 

H93 und R106 im humanen B-FABP konserviert sind, läßt sich ein vergleichbares 
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Wasserstoffbrückennetzwerk auch für B-FABP postulieren. Unterstützt wird diese Vermutung 

durch fünf Kristallwassermoleküle im Ölsäurekomplex des B-FABP (Balendiran et al., 2000), 

in dem die Fettsäure auch in U-Form gebundet ist. Diese Schicht von hochgeordneten 

Wassermolekülen im Proteininnern trägt höchstwahrscheinlich zu der hohen Strukturstabilität 

und Fettsäurebindungsaffinität von H-FABP und B-FABP bei. 

Der Hauptunterschied zwischen humanem B-FABP und H-FABP ist wahrscheinlich der nicht 

konservierte Phenylring in Position 104 im Innern der Bindungstasche. Im B-FABP:DHA-

Komplex bildet der F104-Ring π−π Wechselwirkungen mit der C4-C5 Doppelbindung des 

Liganden aus (Balendiran et al., 2000). Diese π−π Wechselwirkungen sind eventuell auch 

möglich für die homologen B-FABP aus Maus und Ratte, bei denen das F104 durch ein 

Cystein substituiert ist. Das L104 des B-FABP aus Rind hingegen ist sicherlich nicht in der 

Lage solche Wechselwirkungen einzugehen. Ein hydrophober Rest in Position 104 ist aber 

allen B-FABPs gemein und scheint die Ligandbindung zu stabilisieren. 

Während der B-FABP:Ölsäure-Komplex den Liganden in einer U-förmigen Konformation 

wie im H-FABP bindet, nimmt die gebundene DHA eine helikale Konformation ein 

(Balendiran et al., 2000). Diese in FABPs ungewöhnliche Ligandenanordnung wird durch die 

π−π Wechselwirkungen der sechs cis Doppelbindungen in DHA mit diversen 

Proteinseitenketten ermöglicht. Der ω-Terminus des DHA Liganden ragt in das Zentrum des 

hochgeordneten Wasserstoffbrückennetzwerks hinein. Deshalb werden im Innern des B-

FABP:DHA-Komplexes nur sechs, nicht miteinander verknüpfte Kristallwassermoleküle 

gefunden, von denen lediglich drei bis auf 0,1 Å deckungsgleich sind mit den 13 

Kristallwassermolekülen in der H-FABP Bindungstasche. Diese Störung des internen 

Wasserstoffbrückennetzwerks könnte die Ursache für die verringerte Bindungsaffinität des B-

FABP und H-FABP für langkettige, mehrfach ungesättigte Fettsäuren sein, wie von Richieri 

et al. (2000) und Zimmerman et al. (2001) beschrieben. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
 

 

 

 

Ziel dieser Arbeit war es, mit der Methode der NMR-Spektroskopie strukturelle und 

funktionelle Eigenschaften von Fettsäurebindungsproteinen zu untersuchen. 

 

NMR-Spektren von Proteinen mit hohem β-Faltblattanteil, wie H-FABP, zeigen häufig eine 

große Dispersion mit einer typischen Verteilung tief- und hochfeldverschobener Signale. Es 

wurden 1D/2D 1H-NMR Spektren für den Wildtyp und mehrere Mutanten (F4E, F4S, 

F4S/W8E, W8E, F16E, F16S, K21I, F64S, L66G und E72S) des humanen H-FABP 

aufgenommen und so weit wie möglich zugeordnet. Auf diese Weise ließ sich bestimmen, ob 

die typische β-Faßstruktur des Wildtyp bei den Mutanten noch intakt ist. Fast alle Mutanten 

wiesen eine Signalaufspaltung von 10,2 bis –0,4 ppm wie der Wildtyp auf, nur die W8-

Mutanten W8E und F4S/W8E zeigen keine Struktur mehr. 

 

H-FABP zeigt in NMR-Spektren sogenannte Spinsystem-Heterogenitäten, die auf mehrere 

parallel existierende konformationelle Zustände zurückzuführen sind und im NMR-

Zeitfenster (τ < 200 ms) nicht untereinander austauschen. Diese Spinsystem-Heterogenitäten 

werden nicht direkt durch Liganden verursacht, da sie auch in delipidierten H-FABP-Spektren 

vorhanden sind. Noch sind sie abhängig von der Position der in räumlicher Nachbarschaft 

befindlichen Seitenkette des F57, da sie auch in den Spektren einer F57S-Mutante anwesend 

sind. Eine Relipidierung der H-FABP Proben mit unterschiedlichen Fettsäuren führte zu einer 

selektiven Bevorzugung einzelner Spinsysteme. So konnte gezeigt werden, daß die 

Ligandenbindung beim H-FABP nach einem „selected-fit“ Mechanismus abläuft, bei dem je 

nach gebundenem Liganden (Palmitin-, Palmitolein-, Stearin- oder Ölsäure) unterschiedliche, 

schon vorher vorliegende Konformationen des Proteinrückgrates bevorzugt werden. 

 

Ein weiterer Teil der hier vorliegenden Arbeit war die Bestimmung der Lösungsstruktur des 

humanen B-FABP. Es wurde zur Strukturaufklärung die holo-Form des Proteins verwendetet, 

die ein Fettsäuregemisch endogener Fettsäuren enthielt. Durch den Einsatz 

mehrdimensionaler homonuklearer und 15N-editierter NMR-Experimente gelang es, nahezu 
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alle 1H und 15N Resonanzen der Aminosäuren zuzuordnen. Lediglich für K37 konnten in den 

Spektren keine Signale gefunden werden. 

 

Nach einer automatisierten Zuordnung der aus den NOESY-Spektren gewonnenen 

Abstandsbeschränkungen wurde zur Verfeinerung der Lösungsstruktur des humanen B-FABP 

ein strukturgefilterter Iterationsprozeß durchlaufen. Mit 2490 Abstandsrandbedingungen 

zwischen Protonenpaaren sowie 106 stereospezifischen Zuordnungen wurden 

Torsionswinkeldynamikrechnungen mit abschließender Energieminimierung durchgeführt. 

Ein mittlerer globaler RMSD-Wert der Proteinrückgratatome von 0,85 ± 0,12 Å erfüllt die 

Ansprüche einer hochaufgelösten Struktur. 

 

Die Tertiärstruktur entspricht einem β-Faß bzw. einer β-Muschel. Sie besteht aus zehn 

antiparallelen β-Faltblattsträngen und einer kurzen Helix-Turn-Helix Domäne. Die β-

Faltblattstränge bilden zwei nahezu orthogonale β-Faltblätter von jeweils fünf Strängen. Die 

Lösungsstruktur ähnelt trotz teilweise niedriger Sequenzhomologie den bereits bekannten 

Strukturen der FABPs aus unterschiedlichsten Organismen. Eine sehr gute Übereinstimmung 

wurde im Vergleich mit der Lösungsstruktur des H-FABP beobachtet. Die enge 

Verwandtschaft beider zur Unterfamilie IV gehörenden Proteine äußert sich durch die hohe 

Sequenzhomologie (67%), die Ähnlichkeit der Konformation und Bindungsaffinität der 

Liganden, die helikale Konformation am N-Terminus (V1-F4) und ein vergleichbares 

Wasserstoffbrückennetzwerk innerhalb der Bindungstasche. 
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7 ANHANG 
 

 

 

 

7.1 Materialien 
 

Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, in „p.a.“ Qualität von den Firmen Merck 

(Darmstadt), Sigma (München), Serva (Heidelberg) oder Roth (Karlsruhe) bezogen. Für 

wässrige Lösungen und Puffer wurde entweder bi-destilliertes oder Millipore-Wasser 

verwendet. An speziellen Materialien wurden eingesetzt: 

 
Säulenmaterialien 
Q-Sepharose Fast Flow   Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg 
Sephadex G25     Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg 
Superdex 75 HR 10/30   Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg 
Lipidex 5000     Canberra-Packard, Groningen, Niederlande 
 
Verbrauchsmaterialien 
Low-Range (43-2,3 kDa)   Gibco BRL Life Technologies GmbH, Karlsruhe 
Membranfilter, 0,2 µm und 0,45 µm  Sartorius AG, Göttingen 
NMR-Probenröhrchen    Wilmad Glass, Buena, NY, USA 
Vivaspin-Konzentrator   VivaScience, Lincoln, UK 
Trimethylsilyl[2,2,3,3-2H4]propionat  Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA 
2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat  Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA 
 
 
7.2 Geräte 

 

Zusätzlich zur üblichen Laborausstattung wurden folgende Geräte benutzt: 

 
Dampfautoklav FVS 1/2   Tecnomara AG, Wallisellen, Schweiz 
Druckfiltrations-Rührzellen Amicon  Amicon GmbH, Witten 

8003, 8050, 8200 und 8500 
Durchflußdetektor Uvicord SII mit  LKB Instrument GmbH, Gräfeling 

Interferenzfilter 280 nm 
Fermenter Biostat ED mit 10 l   Braun Biotech GmbH, Melsungen 

Reaktorgefäß   
FPLC GP-250 Plus    Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg 
Hochdrucksterilisator Getinge 44 EN  Getinge AG, Getinge, Schweden 
Luftbadschüttler HT Infors   Infors AG, Bottmingen, Schweitz 
Mini Protein II PAGE-Einheit  Biorad Laboratories GmbH, München 
MultiRac     LKB Instrument GmbH, Gräfelfing 
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Spektralphotometer U 1100   Hitachi Ltd., Mulgrave, Australien 
Sterilwerkbank Danlaf VFS 1206  Tecnomara AG, Wallisellen, Schweiz 
SuperFrac     Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg 
Ultraschallhomogenisator Labsonic U mit B. Braun Biotech GmbH, Melsungen 

Schwingsonde 5T und 40T  
NMR-Spektrometer DMX 500 und 600 Bruker Analytische Meßtechnik GmbH, 
Karlsruhe 
  
 
7.3 Puffer und Medien 

 

Transformationspuffer TF-B1 

RbCl2      100 mM 
MnCl2      50 mM 
CaCl2      10 mM 
Kaliumacetat     30 mM 
Glycerin     15% (v/v) 
Mit AcOH auf pH= 5,8 einstellen. 
 
Transformationspuffer TF-B2 
MOPS      10 mM 
RbCl2      10 mM 
CaCl2      10 mM 
Glycerin     15% (v/v) 
Mit AcOH auf pH= 7,0 einstellen. 
 
SOC-Medium, pro 100 ml 
Trypton     2 g 
Hefeextrakt     0,5 g 
1 M NaCl     1 ml 
1 M KCl     50 µl 
Auf 98 ml auffüllen und autoklavieren. Nach dem Abkühlen folgende sterile Lösungen 
zusetzen: 
2 M Glucose     1 ml 
1 M MgCl2/1 M MgSO4   1 ml 
 
LB-Medium, pro Liter 
Trypton     10 g 
Hefeextrakt     5 g 
NaCl      10 g 
Auf pH= 7,4 einstellen und autoklavieren. 
 
TB-Medium, pro Liter 
KH2PO4     0,17 M 
K2HPO4     0,72 M 
Vorratslösung ansetzen und autoklavieren. 
Caseinhydrolysat    1,2 g 
Hefeextrakt     2,4 g 
Glycerin     4 ml 
Auf 900 ml auffüllen und autklavieren. 100 ml Vorratslösung zusetzen 
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LB-Agarplatten, pro Liter 
Trypton     10 g 
Hefeextrakt     5 g 
NaCl      10 g 
Agar-Agar     15 g 
Auf pH= 7,4 einstellen und autoklavieren. Das Medium wird dann im vorgeheizten 
Wasserbad auf 50°C abgekühlt, mit 100 µg/ml steril filtrierter Ampicillin-Lösung versetzt 
und in Platten gegossen.  
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7.4 1H-Zuordnung von Wildtyp und Mutanten des humanen H-FABP 
 
 
1H-Zuordnung des humanen H-FABP bei pH=7,0 und 298K 
 

 

Rest HN Hα Hβ Sonstige 
 

V1  4,33 2,36 1,09/1,02 (Hγ1/2) 
E2 8,40 4,27 2,71/2,59  
A3 8,06 4,20 1,27  
F4 8,02 4,32 3,16/3,02 7,12 (Hδ) 6,93 (Hε) 7,56 (Hζ) 
L5 7,31 4,21 2,02  
G6 8,83 4,36/3,82   
T7 8,26  3,92 1,16 (Hγ2) 
W8 9,73 5,32 3,37/3,02 9,64 (Hε1) 7,05 (Hδ1) 7,14 (Hε3) 7,37 (Hζ3) 7,23 (Hη2) 7,00 (Hζ2) 
K9 10,02 5,45 2,01/1,96 1,60/1,52 (Hγ) 1,77 (Hδ) 2,98 (Hε) 
L10 7,83 3,47 1,51 1,31 (Hγ) 0,83 (Hδ1/2) 
V11 9,30 4,63 2,26 1,00/0,84 (Hγ1/2) 
E12 7,74 4,90 2,77/2,48  
S13 8,31 4,95 3,75/3,46  
K14 8,97 4,90 1,95 1,56/1,47 (Hγ) 1,83/1,74 (Hδ) 3,09 (Hε) 
N15    7,67/7,2 (Hδ2) 
F16    7,52 (Hδ) 7,07 (Hε) 7,10 (Hζ) 
D17  4,17 2,74/2,62  
D18 7,85 4,29 2,83/2,69  
Y19 7,62 4,09 3,25/3,01 7,02/6,79 (Hδ) 6,52/6,49 (Hε) 
M20 8,26 3,42 1,97  
K21  3,87 1,90/1,74 1,50/1,31 (Hγ) 1,69 (Hδ) 
S22  4,30 4,16  
L23 7,14 3,72 1,57/1,18  
G24 7,79 4,16/3,71   
V25  3,78 1,45 1,02/0,85 (Hγ1/2) 
G26     
F27  3,87 3,34/3,08 7,23 (Hδ) 7,35 (Hε) 7,30 (Hζ) 
A28  3,95 1,49  
T29 7,57 4,03 3,84  1,09 (Hγ) 
R30 8,38 3,67 1,88 1,78/1,27 (Hγ) 
Q31 7,94 3,80 1,81 2,00/1,92 (Hγ) 
V32 6,96 3,73 1,68 0,91/0,58 (Hγ1/2) 
A33 8,62 3,84 1,32  
S34 8,31 4,37 4,09/4,01  
M35 7,24 4,71 2,3/2,14 2,78/2,66 (Hγ) 
T36 7,24 4,40 4,27 1,47 (Hγ2) 
K37     
P38     
T39 8,97 5,50 4,12 1,34 (Hγ2) 
T40 9,96 5,64 3,50 0,97 (Hγ2) 
I41 9,60 5,22 1,53 1,48/1,29 (Hγ1) 0,89 (Hδ) 0,75 (Hγ2) 
I42 9,26 5,17 2,40 0,77 (Hγ2) 
E43 9,20  1,85 2,17/2,04 (Hγ) 
K44 8,68 4,99 1,72 1,35/1,12 (Hγ) 1,57 (Hδ) 3,05/2,99 (Hε) 
N45 8,66  2,67/2,61 7,90/6,91 (Hδ2) 
G46  3,99/3,67   
D47 8,79 4,62 2,81/2,69  
I48 7,73 4,18 1,95 1,53/1,04 (Hγ1) 0,61 (Hδ) 0,75 (Hγ2) 
L49     
T50 8,61 5,10 3,69 1,07 (Hγ2) 
L51 9,13 5,27 1,40 1,57 (Hγ) 0,75 (Hδ1/2) 
K52 9,76 5,13 1,69 1,31 (Hγ) 2,84/2,71 (Hε) 
T53 9,13 5,10 4,27 1,14 (Hγ2) 
H54 9,77 5,91   
S55 8,66  4,01  
T56     
F57 7,74 4,90 3,25/2,77 7,19 (Hδ) 7,31 (Hε) 7,19 (Hζ) 
K58 6,82 4,34  0,95/0,86 (Hγ) 1,52/1,38 (Hδ) 
N59 8,58 6,00 2,76  
T60     
E61 8,63 5,17 1,98 2,09 (Hγ) 
I62 8,40 4,95   
S63 8,29 5,64 3,55/3,46  
F64 8,47 4,59 2,70 6,31 (Hδ) 6,82 (Hε) 6,67 (Hζ) 
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K65 8,85 4,96  1,63 (Hδ) 2,95 (Hε) 
L66 9,18 4,53 1,85  
G67 9,54 4,3/3,51   
V68 7,66 4,47 2,28 1,17/0,95 (Hγ1/2) 
E69 9,20 5,13 2,04 2,25 (Hγ) 
F70 9,53 5,25 3,36d 7,54 (Hδ) 7,02 (Hε) 6,32 (Hζ) 
D71 8,59 5,18 2,8/2,69  
E72 8,57  1,85 2,35/1,66 (Hγ) 
T73 8,87 5,43 4,10 1,23 (Hγ2) 
T74     
A75  3,98 1,41  
D76 9,27 4,53 2,83/2,21  
D77 8,08 4,09 2,93/2,7  
R78 7,43 4,13 1,45/0,42  
K79 8,31 4,95 1,83 1,5 (Hγ) 1,72 (Hδ) 3,04 (Hε) 
V80 8,99 5,20 2,09 0,65/0,27 (Hγ1/2) 
K81 8,90 4,99 1,92 1,58/1,49 (Hγ) 1,73 (Hδ) 2,99 (Hε) 
S82 9,27 5,84 3,05/2,05  
I83 8,45 4,3 1,82 1,47/1,01 (Hγ1) 0,91 (Hγ2) 
V84 9,74 5,46 1,36 0,5/-0,33 (Hγ1/2) 
T85 8,99 4,70   
L86 8,68 5,32 1,88/1,29 1,52 (Hγ) 0,89/0,79 (Hδ1/2) 
D87 9,05 4,98 2,72/2,51  
G88     
G89     
K90 7,81 5,02 1,97 1,52/1,28 (Hγ) 1,59 (Hδ) 2,97 (Hε) 
L91 8,87  1,31/0,72 0,96 (Hγ) 0,39/0,33 (Hδ1/2) 
V92 9,71 4,13 2,30 1,00/0,87 (Hγ1/2) 
H93 8,67 5,42 4,01/2,67 6,52 (Hδ2) 7,93 (Hε1)  
L94 9,25 5,07 2,00/1,38 1,47 (Hγ) 0,89 (Hδ1/2) 
Q95 8,8 5,17 2,24  
K96 9,12 5,56 2,01/1,86 1,55 (Hγ) 1,73 (Hδ) 2,93 (Hε) 
W97 8,31 4,95 3,75 10,23 (Hε1) 7,24 (Hδ1) 
D98  4,31 2,84/2,41  
G99 8,37 4,00/3,67   

Q100 8,52 4,48 1,35/0,57 1,82/1,53 (Hγ) 
E101 8,21 5,85 2,09/1,95  2,20/2,09 (Hγ) 
T102 9,06 5,48  1,38 (Hγ2) 
T103 8,00 5,54 4,04 1,22 (Hγ2) 
L104 9,55 5,02 1,92  0,78 (Hδ1/2) 
V105 9,28 4,92 2,05 1,10/0,96 (Hγ1/2) 
R106 9,00 5,69 1,47  
E107     
L108 8,78 5,31 1,49/1,24 1,00 (Hγ) 0,41/0,27 (Hδ1/2) 
I109 8,92 4,28 1,73 1,34/1,06 (Hγ1) 0,88 (Hδ) 0,80 (Hγ2) 
D110 9,46 4,36 3,06/2,66  
G111 8,60 4,31/3,69   
K112 8,09 4,98 2,00/1,95 1,6 (Hγ) 1,71 (Hδ) 3,12 (Hε) 
L113 8,47 4,59 1,08/-0,25 0,92 (Hγ) 0,13/-0,12 (Hδ1/2) 
I114 9,41  2,04 0,83 (Hγ2) 
L115 9,59 5,50  1,29 (Hγ) 
T116 9,82 5,34 3,90 1,07 (Hγ2) 
L117 9,71 5,31   
T118 8,62 5,63 4,13 1,24 (Hγ2) 
H119 9,60 5,22 3,35  
G120     
T121     
A122     
V123 8,26 5,16 1,97 0,96/0,83 (Hγ1/2) 
C124 9,61 5,34 3,35/2,28 2,73 (Hγ) 
T125 8,12 5,34 3,86 1,17 (Hγ2) 
R126     
T127 8,72 4,93 3,85 1,16 (Hγ2) 
Y128 10,02 5,45 3,38/3,14 6,91 (Hδ) 6,60 (Hε) 
E129 9,41 5,43 2,12/2,04 2,42/2,38 (Hγ) 
K130 9,42 3,83 1,47 0,83 (Hγ) 1,13 (Hδ) 
E131 8,83 4,36 1,92/1,78 2,24/2,19 (Hγ) 
A132 8,04 4,11 1,34  

 

 

 



7 Anhang 89 

 

 

 

1H-Zuordnung der F4E-Mutante des humanen H-FABP bei pH=7,0 und 298K 
 

 

Rest HN Hα Hβ Sonstige 
 

V1     
E2     
A3     
E4     
L5     
G6     
T7     
W8 9,69 5,21 3,39/2,98 9,64 (Hε1) 7,01 (Hδ1) 7,13 (Hε3) 7,48 (Hζ3) 7,27 (Hη2) 7,01 (Hζ2) 
K9 9,99 5,44 1,98/1,95 1,59/1,50 (Hγ) 1,75 (Hδ) 2,97 (Hε) 
L10 7,80 3,43 1,48/1,19 1,29 (Hγ) 0,41 (Hδ1/2) 
V11 9,24 4,63 2,25 0,99 (Hγ1/2) 
E12 7,71 4,90 2,75/2,47  
S13 8,30 4,95 3,74/3,46  
K14 8,93 4,92 1,93 1,56/1,47 (Hγ) 1,81/1,75 (Hδ) 3,09 (Hε) 
N15  4,88 3,54/3,41 7,66/7,20 (Hδ2) 
F16 8,64 5,35 3,18/3,05 7,51 (Hδ) 7,08 (Hε) 7,08 (Hζ) 
D17  4,18 2,74/2,63  
D18 7,84 4,28 2,82/2,68  
Y19 7,63 4,08 3,23/3,00 7,01/6,79 (Hδ) 6,52/6,48 (Hε) 
M20 8,28 3,44 2,07/1,98 1,60/1,38 (Hγ) 
K21 8,89 3,85 1,91/1,75 1,50/1,32 (Hγ) 2,98 (Hε) 
S22 7,77 4,29 4,13  
L23 7,14 3,69 1,54/1,15 0,34/0,13 (Hδ1/2) 
G24 7,77 4,29/3,70   
V25  3,78 1,46 1,02/0,86 (Hγ1/2) 
G26  4,09/4,02   
F27 8,70 3,84 3,32/3,07 7,22 (Hδ) 7,35 (Hε) 7,29 (Hζ) 
A28  3,96 1,50  
T29 7,57 4,02 3,83 1,11 (Hγ2) 
R30 8,37 3,66   
Q31 7,92 3,79 1,83 2,02/1,94 (Hγ) 
V32 6,94 3,69 1,68 0,90/0,55 (Hγ1/2) 
A33 8,62 3,83 1,32  
S34 8,30 4,36   
M35 7,24 4,70 2,29/2,13 2,76/2,65 (Hε) 
T36 7,24 4,39 4,26 1,45 (Hγ2) 
K37     
P38     
T39 8,98 5,52 4,11 1,33 (Hγ2) 
T40 9,86 5,60 3,43 0,91 (Hγ2) 
I41 9,58 5,22   
I42     
E43     
K44 8,71 5,09 1,74/1,52 1,37/1,14 (Hγ) 3,04 (Hε) 
N45 8,66 4,87 2,67/2,61 7,80/6,87 (Hδ2) 
G46  4,02/3,69   
D47 8,76 4,62 2,80/2,76  
I48 7,74 4,22 1,94 1,53/1,04 (Hγ1) 0,61 (Hδ) 0,75 (Hγ2) 
L49     
T50 8,61 5,10 3,68 1,06 (Hγ2) 
L51 9,10 5,31 1,74/1,45 1,59 (Hγ) 0,81/0,75 (Hδ1/2) 
K52 9,66 5,13 1,71 1,30 (Hγ) 2,84/2,72 (Hε) 
T53 9,14 5,12 4,25 1,14 (Hγ2) 
H54 9,76 5,89   
S55     
T56     
F57 7,75 4,86 3,25/2,79 7,20 (Hδ) 7,31 (Hε) 7,20 (Hζ) 
K58 6,81 4,35 1,53/1,38 0,96/0,89 (Hγ1/2) 2,81/2,71 (Hε) 
N59 8,59 6,00 2,76  
T60     
E61 8,66 5,17 1,97 2,08 (Hγ) 
I62     
S63 8,30 5,63 3,54/3,46  
F64 8,46 4,59 2,74 6,33 (Hδ) 6,87 (Hε) 6,75 (Hζ) 
K65 8,77 4,92 1,86 1,54/1,51 (Hγ) 1,69 (Hδ) 2,95 (Hε) 
L66     
G67 9,54 4,30/3,51   
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V68 7,66 4,48 2,28 1,17/0,96 (Hγ1/2) 
E69 9,19 5,13 2,04 2,25 (Hγ) 
F70 9,51 5,25 3,36 7,54 (Hδ) 7,02 (Hε) 6,32 (Hζ) 
D71 8,62 5,18 2,79/2,70  
E72 8,55   2,34/1,65 (Hγ) 
T73 8,93 5,43 4,10 1,23 (Hγ2) 
T74     
A75  4,03 1,49  
D76 9,13 4,54 2,86/2,22  
D77 8,08 4,08 2,92/2,70  
R78 7,42 4,13 1,44/0,43 1,10/0,92 (Hγ) 
K79  4,95 1,85 1,54 (Hγ) 1,74 (Hδ) 3,07 (Hε) 
V80 8,98 5,52 2,10 0,66/0,28 (Hγ1/2) 
K81     
S82 9,28 5,83 3,04/2,04  
I83 8,51 4,30   
V84 9,73 5,49 1,41 0,58/-0,30 (Hγ1/2) 
T85 9,00 4,74   
L86     
D87 8,95 4,92 2,70/2,51  
G88     
G89     
K90     
L91     
V92 9,70 4,14 2,23 0,99/0,86 (Hγ1/2) 
H93 8,74 5,39  6,53 (Hδ2) 7,96 (Hε1) 
L94 9,28 5,09 2,04/1,38 1,87 (Hγ) 
Q95 8,83 5,16 2,24 2,47 (Hγ) 
K96 9,12 5,56 1,99/1,86 1,54 (Hγ) 2,92 (Hε) 
W97 8,30 4,95 3,74/3,25 10,23 (Hε1) 7,23 (Hδ1) 
D98 9,25 4,30 2,84/2,4  
G99 8,37 4,00   

Q100 8,52 4,47 1,33/0,54 1,82/1,54 (Hγ) 
E101 8,20 5,86 2,08/1,95 2,20 (Hγ) 
T102 9,05 5,47 4,56 1,38 (Hγ2) 
T103 7,99 5,58 4,02 1,21 (Hγ2) 
L104 9,56 5,04 1,93/1,40 1,52 (Hγ) 0,81/0,43 (Hδ1/2) 
V105 9,26 5,03 2,04 1,10 (Hγ1/2) 
R106 8,88 5,68   
E107 8,61 4,69 1,87 2,13/2,04 (Hγ) 
L108     
I109     
D110 9,46 4,37 3,06/2,65  
G111 8,56 4,33/3,73   
K112 8,06 5,02 1,96/1,92 1,59 (Hγ) 1,72 (Hδ) 3,08 (Hε) 
L113     
I114     
L115 9,50 5,52   
T116 9,78 5,32 3,88 1,03 (Hγ2) 
L117 9,69 5,29   
T118 8,62 5,64 4,12 1,23 (Hγ2) 
H119     
G120  3,84/3,63   
T121     
A122  4,69 1,65  
V123 8,26 5,14 1,96 0,95/0,82 (Hγ1/2) 
C124 9,62 5,34 3,33/2,27 2,72 (Hγ) 
T125 8,09 5,33 3,84 1,15 (Hγ2) 
R126 10,16 4,90 1,86/  
T127     
Y128 9,7 5,41 3,4/3,13 6,90 (Hδ) 6,58 (Hε) 
E129 9,41 5,44 2,13/2,02 2,43/2,17 (Hγ) 
K130  1,44 0,89/0,21 1,22/1,18 (Hγ) 2,65/2,62 (Hε) 
E131 8,72 4,33 1,90/1,75 2,20/2,17 (Hγ) 
A132 8,02 4,10 1,33  
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1H-Zuordnung der F4S-Mutante des humanen H-FABP bei pH=7,0 und 298K 

 
 

Rest HN Hα Hβ Sonstige 
 

V1     
E2     
A3     
S4     
L5     
G6 8,78 4,48/3,81   
T7 8,31  3,89 1,15 (Hγ2) 
W8 9,72 5,19 3,39/2,97 9,60 (Hε1) 6,99 (Hδ1) 7,12 (Hε3) 7,38 (Hζ3) 7,31 (Hη2) 6,99 (Hζ2) 
K9 9,96 5,43 1,98/1,93 1,57/1,48 (Hγ) 1,74 (Hδ) 2,95 (Hε) 
L10 7,81 3,45 1,50/1,17 1,30 (Hγ) 0,85 (Hδ1/2) 
V11 9,23 4,63 2,23 0,97/0,80 (Hγ1/2) 
E12 7,69 4,88 2,74/2,45  
S13 8,28 4,93 3,73/3,43  
K14 8,93 4,89 1,93 1,53/1,44 (Hγ) 1,80/1,72 (Hδ) 3,07 (Hε) 
N15  3,53/3,41  7,64/7,17 (Hδ2) 
F16   3,13/3,05 7,50 (Hδ) 7,05 (Hε) 7,08 (Hζ) 
D17  4,14 2,71/2,60  
D18 7,84 4,27 2,81/2,67  
Y19 7,62 4,06 3,22/2,98 7,00/6,77 (Hδ) 6,51/6,45 (Hε) 
M20 8,24 3,42 2,06/1,96 1,60/1,35 (Hγ) 
K21 8,88 3,84 1,89/1,70 1,49/1,30 (Hγ) 2,97 (Hε) 
S22     
L23 7,13 3,69 1,57 0,32/0,14 (Hδ1/2) 
G24 7,75 4,26/3,69   
V25 7,42 3,77 1,45 1.02/0,85 (Hγ1/2) 
G26     
F27 8,68 3,82 3,30/3,06 7,21 (Hδ) 7,33 (Hε) 7,29 (Hζ) 
A28 8,85 3,93 1,46  
T29 7,56 3,82 4,00 1,11 (Hγ2) 
R30 8,35 3,64   
Q31 7,92 3,78 1,82 2,00/1,93 (Hγ) 
V32 6,94 3,70 1,67 0,90/0,55 (Hγ1/2) 
A33 8,61 3,81 1,30  
S34 8,30 4,35   
M35 7,22 4,68 2,28/2,11 2,74/2,64 (Hε) 
T36 7,23 4,36 4,25 1,44 (Hγ2) 
K37     
P38     
T39 8,99 5,52 4,11 1,33 (Hγ2) 
T40     
I41     
I42     
E43     
K44 8,70 5,08  1,13 (Hγ) 
N45 8,62 4,84 2,65/2,58 7,87/6,88 (Hδ2) 
G46     
D47 8,73 4,60 2,78/2,69  
I48 7,72 4,13 1,92 1,51/1,0 (Hγ1) 0,58 (Hδ) 0,73 (Hγ2) 
L49     
T50 8,61 5,12 3,66  1,03 (Hγ2) 
L51 9,04 5,27 1,70/1,45 1,57 (Hγ) 0,78/0,72 (Hδ1/2) 
K52 9,66 5,10  1,26 (Hγ) 1,64 (Hδ) 
T53 9,14 5,13 4,24 1,12 (Hγ2) 
H54 9,75 5,89   
S55 8,67  3,99  
T56     
F57 7,72  3,26/2,77 7,18 (Hδ) 7,29 (Hε) 7,18 (Hζ) 
K58 6,79 4,33 1,51/1,36 0,88 (Hγ) 
N59 8,54 5,97 2,73  
T60     
E61 8,58 5,16 1,93  2,07 (Hγ) 
I62 8,40 4,93   
S63 8,25 5,64 3,51/3,43  
F64 8,46 4,57 2,72 6,32 (Hδ) 6,85 (Hε) 6,75 (Hζ) 
K65 8,76 4,91  2,94 (Hε) 
L66     
G67 9,53 4,29/3,49   
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V68 7,66 4,46 2,26 1,15/0,94 (Hγ1/2) 
E69 9,18 5,12 2,07 2,24 (Hγ) 
F70 9,51 5,23 3,29 7,51 (Hδ) 7,01 (Hε) 6,31 (Hζ) 
D71 8,58 5,16 2,79/2,67  
E72 8,55 4,92 1,86/1,80 2,35/1,67 (Hγ) 
T73 8,85 5,40 4,08 1,21 (Hγ2) 
T74     
A75     
D76 9,31 4,53 2,84/2,20  
D77 8,06 4,06 2,91/2,68  
R78 7,39 4,10 1,44  
K79 8,31 4,93 1,80 1,47 (Hγ) 1,71 (Hδ) 3,01 (Hε) 
V80 8,97 5,51 2,08 0,64/0,26 (Hγ1/2) 
K81 4,98  1,46 1,72 (Hδ) 2,97 (Hε) 
S82 9,26 5,82 3,03/2,02  
I83 8,49 4,29   
V84 9,73 5,46 1,40 0,57/-0,32 (Hγ1/2) 
T85 9,00 4,73   
L86 8,65 5,29   
D87 9,01 4,93 2,70/2,48  
G88     
G89     
K90     
L91     
V92 9,73 4,13 2,32 1,00/0,86 (Hγ1/2) 
H93 8,68 5,40 3,99/2,73 6,52 (Hδ2) 7,95 (Hε1) 
L94 9,27 5,06 2,01/1,36 0,92 (Hδ1/2) 
Q95 8,80 5,14 2,23 2,46 (Hγ) 
K96 9,09 5,55 1,98/1,83 1,53 (Hγ) 2,90 (Hε) 
W97 8,28 4,93 3,73/3,24 10,21 (Hε1) 7,23 (Hδ1) 7,15 (Hε3) 6,83 (Hζ3) 6,40 (Hη2) (Hζ2) 
D98 9,25 4,29 2,80/2,38  
G99 8,35 3,97   

Q100 8,50 4,45 1,31/0,53 1,80/1,52 (Hγ) 
E101 8,19 5,84 2,07/1,93 2,18 (Hγ) 
T102 9,02 5,46 4,54 1,36 (Hγ2) 
T103 7,99 5,56 4,01 1,20 (Hγ2) 
L104 9,55 5,00 1,92/1,39 1,49 (Hγ) 0,71/0,38 (Hδ1/2) 
V105     
R106 8,97 5,71   
E107     
L108     
I109     
D110 9,46 4,36 3,04/2,64  
G111 8,59 4,31/3,72   
K112 8,09 5,02  1,59 (Hγ) 1,72 (Hδ) 3,12 (Hε) 
L113     
I114     
L115     
T116 9,79 5,31 3,86 1,03 (Hγ2) 
L117 9,70 5,28   
T118 8,61 5,62 4,11 1,21 (Hγ2) 
H119     
G120     
T121     
A122     
V123 8,23 5,13 1,95 0,93/0,79 (Hγ1/2) 
C124 9,61 5,32 3,32/2,25 2,68 (Hγ) 
T125 8,08 5,32 3,82 1,13 (Hγ2) 
R126 10,15 4,91 1,83  
T127 8,76 4,91   
Y128    6,87 (Hδ) 6,57 (Hε) 
E129 9,38 5,43 2,12/2,01 2,43/2,17 (Hγ) 
K130     
E131 8,75 4,32 1,88/1,74 2,20/2,14 (Hγ) 
A132 8,01 4,09 1,32  
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1H-Zuordnung der F16E-Mutante des humanen H-FABP bei pH=7,0 und 298K 
 

 

Rest HN Hα Hβ Sonstige 
 

V1  4,32 2,34 1,09/1,02 (Hγ1/2) 
E2 8,40 4,28 2,70/2,57  
A3 8,05 4,19 1,26  
F4 8,03 4,32 3,15/3,03 7,11 (Hδ) 6,93 (Hε) 7,56 (Hζ) 
L5 7,32 4,20 2,01 0,71 (Hδ1/2) 
G6 8,82 4,36/3,80   
T7 8,28  3,92 1,15 (Hγ2) 
W8 9,76 5,33 3,01 9,68 (Hε1) 7,02 (Hδ1) 7,14 (Hε3) 7,30 (Hζ3) 7,22 (Hη2) 7,00 (Hζ2) 
K9 9,98 5,43 2,02/1,94  1,52 (Hγ) 1,76 (Hδ) 2,97 (Hε) 
L10     
V11 9,28 4,61 2,25 1,01/0,87 (Hγ1/2) 
E12 7,72 4,88 2,78/2,48  
S13 8,32 4,94 3,72  
K14 8,95 4,91  3,08 (Hε) 
N15    7,68/7,18 (Hδ2) 
E16     
D17     
D18 7,87 4,34 2,82/2,69  
Y19     
M20     
K21     
S22     
L23  3,76 1,56/1,22 0,36/0,31 (Hδ1/2) 
G24 7,79 4,19/3,74   
V25     
G26     
F27     
A28  3,95 1,47  
T29 7,57 4,05 3,85 1,11 (Hγ2) 
R30 8,37 3,66   
Q31     
V32 7,08 3,69 1,80 0,94/0,61 (Hγ1/2) 
A33 8,62  1,32  
S34     
M35 7,22 4,62 2,25/2,11 2,73/2,63 (Hε) 
T36 7,28 4,41 4,20 1,38 (Hγ2) 
K37     
P38     
T39 8,86 5,51 4,09 1,32 (Hγ2) 
T40 9,97 5,64 3,57 1,00 (Hγ2) 
I41 9,61 5,22 1,57 0,89 (Hδ) 0,77 (Hγ2) 
I42 9,26 5,17 2,40 0,77 (Hγ2) 
E43 9,20  1,85 2,16/2,05 (Hγ) 
K44 8,67 4,99 1,72/1,48 1,35/1,11 (Hγ) 1,57 (Hδ) 3,05/2,98 (Hε) 
N45 8,65 4,86 2,66/2,62 7,91/6,93 (Hδ2) 
G46 8,98 3,98/3,66   
D47 8,78 4,61 2,81/2,69  
I48 7,72 4,18 1,94 1,53/1,04 (Hγ1) 0,61 (Hδ) 0,75 (Hγ2) 
L49     
T50 8,61 5,09 3,68  1,06 (Hγ2) 
L51 9,10 5,31 1,43 0,77 (Hδ1/2) 
K52 9,74 5,15 1,69 1,32 (Hγ) 2,82/2,71 (Hε) 
T53     
H54     
S55 8,67  4,01  
T56     
F57 7,7 4,88 2,78  
K58     
N59 8,55 5,95 2,77  
T60     
E61 8,59 5,17 1,97 2,07 (Hγ) 
I62 8,45 4,94   
S63 8,25 5,64 3,55/3,45  
F64 8,47 4,58 2,69 6,30 (Hδ) 6,81 (Hε) 6,65 (Hζ) 
K65 8,82 4,90  2,94 (Hε) 
L66 9,22 4,55 1,85  
G67 9,53 4,29/3,49   
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V68 7,65 4,47 2,27 1,16/0,95 (Hγ1/2) 
E69 9,19 5,11 2,05 2,24 (Hγ) 
F70 9,50 5,24 3,29 7,51 (Hδ) 6,98 (Hε) 6,28 (Hζ) 
D71 8,59 5,17 2,79/2,68  
E72 8,58 4,77 1,85  2,30/1,66 (Hγ) 
T73 8,84 5,40 4,09 1,22 (Hγ2) 
T74     
A75  4,05 1,46  
D76 9,26 4,55 2,82  
D77 8,07 4,09 2,94/2,69  
R78 7,39 4,14 1,41  
K79 8,32 4,94 1,82 1,49 (Hγ) 1,72 (Hδ) 3,02 (Hε) 
V80 8,99 5,20 2,01 0,62 (Hγ1/2) 
K81 8,91 4,99 1,93 1,59/1,48 (Hγ) 1,73 (Hδ) 2,99 (Hε) 
S82 9,26 5,86 3,04/2,05  
I83 8,43 4,28 1,81 0,99 (Hδ) 0,90 (Hγ2) 
V84 9,73 5,46 1,37 0,51/-0,33 (Hγ1/2) 
T85 9,03 4,70   
L86 8,68 5,30 1,88 1,51 (Hγ) 0,88/0,79 (Hδ1/2) 
D87 9,04 4,97 2,71/2,50  
G88 8,54 4,01   
G89     
K90 7,81 5,02 1,96 1,55/1,30 (Hγ) 1,60 (Hδ) 2,99 (Hε) 
L91 8,81  0,72 0,96 (Hγ) 0,41/0,32 (Hδ1/2) 
V92 9,73 4,16 2,28 0,99/0,86 (Hγ1/2) 
H93 8,67  4,01/2,66  6,52 (Hδ2) 7,87 (Hε1) 
L94 9,24 5,07 1,97 1,47 (Hγ) 0,89 (Hδ1/2) 
Q95 8,79 5,15 2,22  
K96 9,13 5,54 1,99/1,85 1,53 (Hγ) 
W97 8,32 4,94 3,72 10,23 (Hε1) 7,24 (Hδ1) 
D98  4,30 2,82/2,39  
G99 8,37 3,99/3,66   

Q100 8,51 4,46 1,33/0,55 1,82/1,54 (Hγ1/2) 
E101 8,23 5,82 1,93  2,18 (Hγ) 
T102 9,06 5,47  1,34 (Hγ2) 
T103 7,98 5,44 4,00 1,20 (Hγ2) 
L104 9,59 5,03 1,91/1,41 1,51 (Hγ) 0,73/0,43 (Hδ1/2) 
V105 9,30 4,90 2,05 0,95 (Hγ1/2) 
R106 8,99 5,67 1,46  
E107 8,92 4,99 2,03/1,92 2,21/2,12 (Hγ) 
L108 8,77 5,30 1,24 1,00 (Hγ) 0,40/0,24 (Hδ1/2) 
I109 8,91  1,73 1,05 (Hγ1) 0,87 (Hδ) 0,80 (Hγ2) 
D110 9,44 4,36 3,06/2,65  
G111 8,60 4,31/3,68   
K112 8,09 5,00  1,73 (Hδ) 3,12 (Hε) 
L113 8,47 4,58 1,07/-0,25 0,95 (Hγ) 0,11/-0,11 (Hδ1/2) 
I114 9,42  2,08 0,85 (Hγ2) 
L115     
T116 9,72 5,30 3,89 1,06 (Hγ2) 
L117 9,72 5,30   
T118 8,63 5,57 4,10 1,22 (Hγ2) 
H119 9,59 5,22   
G120  3,83/3,60   
T121     
A122  4,67 1,61  
V123 8,27 5,22 1,94 0,93/0,79 (Hγ1/2) 
C124     
T125 8,10 5,35 3,83  
R126     
T127 8,73 4,89 3,88 1,19 (Hγ2) 
Y128 10,02 5,52   
E129 9,35 5,42 2,13/2,05  
K130 9,40 3,85 1,48 0,91/0,20 (Hγ) 1,20/1,10 (Hδ) 2,64/2,58 (Hε) 
E131 8,82 4,36 1,92/1,78 2,23/2,18 (Hγ) 
A132 8,03 4,10 1,34  

 
 
 
 
 
 
 



7 Anhang 95 

 
 
 
1H-Zuordnung der F16S-Mutante des humanen H-FABP bei pH=7,0 und 298K 

 

 
Rest HN Hα Hβ Sonstige 

 

V1     
E2 8,42 4,30   
A3  4,17 1,28  
F4    7,07 (Hδ) 6,93 (Hε) 7,53 (Hζ) 
L5     
G6  4,35/3,83   
T7 8,31  3,95 1,15 (Hγ2) 
W8    9,87 (Hε1) 7,00 (Hδ1) 7,11 (Hε3) 7,39 (Hζ3) 7,21 (Hη2) 6,96 (Hζ2) 
K9 9,97 5,37 1,91 1,55 (Hγ) 1,77 (Hδ) 
L10     
V11 9,29 4,56  0,81 (Hγ1/2) 
E12     
S13     
K14     
N15     
S16     
D17     
D18     
Y19 7,64 4,08 3,19/2,99  
M20     
K21     
S22     
L23     
G24     
V25     
G26     
F27     
A28     
T29     
R30     
Q31 7,92 3,84   
V32     
A33     
S34  4,35 4,09/3,99  
M35     
T36     
K37     
P38     
T39  5,51 4,18 1,34 (Hγ2) 
T40     
I41 9,51 5,21  0,89 (Hγ2) 
I42 9,15 5,15 2,42 0,78 (Hγ2) 
E43 9,18  1,84 2,16/2,04 (Hγ) 
K44 8,70 4,97 1,70 1,55 (Hγ) 
N45 8,64  2,66/2,60  
G46     
D47     
I48 7,71 4,15 1,94 1,54/1,06 (Hγ1) 0,61 (Hδ) 0,74 (Hγ2) 
L49     
T50 8,61 5,06 3,67 1,06 (Hγ2) 
L51     
K52     
T53     
H54     
S55     
T56     
F57     
K58     
N59     
T60     
E61     
I62     
S63 8,22 5,67 3,56/3,46  
F64   2,70 6,31 (Hδ) 6,81 (Hε) 6,64 (Hζ) 
K65     
L66 9,17 4,49 1,84  
G67 9,51 4,28/3,49   
V68 7,64 4,46 2,15 1,15/0,93 (Hγ1/2) 
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E69     
F70    7,48 (Hδ) 6,98 (Hε) 6,31 (Hζ) 
D71     
E72     
T73     
T74     
A75     
D76     
D77     
R78     
K79     
V80 9,00   0,65 (Hγ1/2) 
K81 8,99 4,96   
S82 9,13 5,85   
I83 8,46 4,29  0,97 (Hγ2) 
V84 8,75 5,45 1,35 0,46/-0,33 (Hγ1/2) 
T85     
L86     
D87 9,03 4,97 2,70/2,48  
G88     
G89     
K90 8,01 4,98 1,95 2,95 (Hε) 
L91     
V92 9,65  2,24 0,96/0,84 (Hγ1/2) 
H93     
L94 9,24 5,10  1,45 (Hγ) 
Q95     
K96     
W97     
D98     
G99     

Q100     
E101     
T102     
T103     
L104     
V105     
R106     
E107     
L108 8,78 5,30 1,26  
I109 8,93   0,78 (Hγ2) 
D110     
G111     
K112 8,06 5,02   
L113 8,44 4,53  0,11/-0,10 (Hδ1/2) 
I114 9,43  2,05  
L115     
T116     
L117     
T118     
H119     
G120     
T121     
A122     
V123     
C124     
T125     
R126     
T127     
Y128    7,03 (Hδ) 6,61 (Hε) 
E129 9,45 5,43 2,05  
K130   1,44 0,87/0,19 (Hγ) 1,18/1,05 (Hδ) 2,61/2,54 (Hε) 
E131     
A132 8,03 4,10 1,33  

 
 
 
 
 
 
 
 
 



7 Anhang 97 

 
 
 
1H-Zuordnung der K21I-Mutante des humanen H-FABP bei pH=7,0 und 298K 
 

 

Rest HN Hα Hβ Sonstige 
 

V1  4,34 2,34 1,08/1,02 (Hγ1/2) 
E2 8,41 4,26 2,70/2,59  
A3  4,19 1,27  
F4 8,00 4,31 3,15/3,06 7,11 (Hδ) 6,91 (Hε) 7,54 (Hζ) 
L5 7,32 4,20 2,01  
G6 8,80 4,35/3,81   
T7 8,25  3,91 1,15 (Hγ2) 
W8 9,74 5,32 3,36/3,02 9,65 (Hε1) 7, 50 (Hδ1) 7,13 (Hε3) 7,35 (Hζ3) 7,20 (Hη2) 6,99 (Hζ2) 
K9 9,99 5,44 2,01/1,95 1,60/1,51 (Hγ) 1,76 (Hδ) 2,98 (Hε) 
L10 7,82 3,46 1,50/1,19 1,31 (Hγ) 0,84/0,43 (Hδ1/2) 
V11 9,29 4,62 2,26 0,97/0,85 (Hγ1/2) 
D12 7,72 4,59 2,75/2,47  
S13 8,31 4,95 3,75/3,46  
K14 8,96 4,90 1,95 1,55/1,46 (Hγ) 1,81/1,73 (Hδ) 3,09 (Hε) 
N15    7,70/7,20 (Hδ2) 
F16    7,51 (Hδ) 7,06 (Hε) 7,09 (Hζ) 
D17  4,23 2,72/2,61  
D18 7,84 4,27 2,81/2,68  
Y19 7,60 4,08 3,30/2,99 7,01/6,79 (Hδ) 6,51/6,47 (Hε) 
M20 8,15 3,46 2,17/2,05 1,57/1,37 (Hγ) 
I21 8,92 3,55   
S22 7,69 4,30 4,11  
L23 7,27 3,65  0,30/0,13 (Hδ1/2) 
G24 7,80 4,21/3,76   
V25  3,76 1,49 1,04/0,87 (Hγ1/2) 
G26  4,08/3,99   
F27 8,72 3,85 3,33/3,06  
A28  3,95 1,49  
T29  4,05 3,85  1,06 (Hγ2) 
R30 8,35 3,70 1,87 1,22 (Hγ) 
Q31 7,91 3,80 1,85/1,78 1,99/1,95 (Hγ) 
V32 6,90 3,80 1,62 0,87/0,55 (Hγ1/2) 
A33 8,60 3,87 1,36  
S34  4,36 4,09/4,01  
M35  4,74 2,30/2,15 2,78/2,67 (Hε) 
T36 7,27 4,40 4,26 1,46 (Hγ2) 
K37     
P38     
T39 8,95 5,49 4,11 1,33 (Hγ2) 
T40 9,97 5,64 3,49  0,97 (Hγ2) 
I41 9,62 5,22 1,54 1,48/1,28 (Hγ1) 0,87 (Hδ) 0,75 (Hγ2) 
I42 9,23 5,16 2,41 0,76 (Hγ2) 
E43 9,19  1,85 2,16/2,03 (Hγ) 
K44 8,66 4,98 1,72 1,10 (Hγ) 
N45 8,65  2,66/2,61  
G46  4,00/3,64   
D47 8,91 4,66 2,81/2,70  
I48 7,72 4,18 1,94 1,54/1,05 (Hγ1) 0,61 (Hδ) 0,75 (Hγ2) 
L49     
T50 8,61 5,09 3,67 1,06 (Hγ2) 
L51 9,14 5,27 1,39  0,74 (Hδ1/2) 
K52 9,75 5,13 1,70 1,31 (Hγ) 2,82/2,71 (Hε) 
T53 9,11 5,11 4,26 1,13 (Hγ2) 
H54 9,76 5,84 3,11/3,04  
S55 8,69 5,08 4,00  
T56  4,18 4,47 1,38 (Hγ2) 
F57 7,73 4,90 2,76 7,20 (Hδ) 7,32 (Hε) 7,20 (Hζ) 
K58 6,81 4,33  0,93/0,83 (Hγ) 1,50/1,33 (Hδ) 3,11 (Hε) 
N59  6,01 2,76  
T60     
E61  5,16 1,98 2,09 (Hγ) 
I62 8,40 4,95   
S63 8,29 5,64 3,54/3,45  
F64 8,46 4,59 2,70 6,30 (Hδ) 6,81 (Hε) 6,66 (Hζ) 
K65 8,82 4,91   
L66 9,20 4,54 1,85  
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G67 9,53 4,29/3,49   
V68 7,66 4,47 2,27 1,17/0,95 (Hγ1/2) 
E69  5,13  2,25 (Hγ) 
F70 9,51 5,24 3,31  
D71 8,59 5,18 2,80/2,69  
E72 8,57  1,84 2,34/1,65 (Hγ) 
T73 8,89 5,42 4,10 1,23 (Hγ2) 
T74     
A75     
D76 9,27 4,52   
D77 8,08 4,09 2,93/2,68  
R78 7,43 4,13 1,44/0,42  
K79 8,37 4,93 1,82 1,49 (Hγ) 1,72 (Hδ) 3,02 (Hε) 
V80 9,00 5,18 2,10 0,65/0,27 (Hγ1/2) 
K81 8,91 5,00 1,93 1,58/1,51 (Hγ) 1,75 (Hδ) 2,99 (Hε) 
S82 9,26 5,84 3,04 2,05 (Hγ) 
I83 8,44 4,29 1,81 1,00 (Hγ1) 0,88 (Hγ2) 
V84 9,73 5,45 1,34 0,49/-0,35 (Hγ1/2) 
T85 8,96 4,70   
L86 8,67 5,32 1,88 1,51 (Hγ) 0,87/0,77 (Hδ1/2) 
D87 9,04 4,98 2,71/2,50  
G88     
G89     
K90 7,79 5,02 1,97 1,51/1,27 (Hγ1/2) 1,57(Hδ) 2,97 (Hε) 
L91 8,84  1,30/0,71 0,96 (Hγ) 0,40/0,32 (Hδ1/2) 
V92 9,71 4,13 2,30 1,00/0,86 (Hγ1/2) 
H93 8,69 5,43 4,00/2,70 6,51 (Hδ2) 7,93 (Hε1) 
L94 9,24 5,07 2,00/1,39 1,47 (Hγ) 0,91 (Hδ1/2) 
Q95 8,80 5,15 2,21  
K96 9,13 5,56 2,00/1,85  1,55 (Hγ) 2,91 (Hε) 
W97 8,31 4,95 3,75 10,23 (Hε1) 7,23 (Hδ1) 
D98  4,31 2,83/2,40  
G99  4,00/3,67   

Q100 8,53 4,47 1,34/0,57 1,83/1,53 (Hγ) 
E101 8,19 5,84 2,08/1,94 2,19 (Hγ) 
T102 9,06 5,47  1,38 (Hγ2) 
T103 7,97 5,52 4,03 1,21 (Hγ2) 
L104 9,55 5,03 1,92/1,39 1,52 (Hγ) 0,77/0,41 (Hδ1/2) 
V105 9,28 4,91 2,05 1,12/0,97 (Hγ1/2) 
R106 9,00 5,68 1,45  
E107 8,85 4,96 2,02/1,92 2,21/2,13 (Hγ) 
L108 8,78 5,30 1,25 1,01 (Hγ) 0,40/0,26 (Hδ1/2) 
I109 8,91 4,28 1,73 1,38/1,04 (Hγ1) 0,87 (Hδ) 0,78 (Hγ2) 
D110  4,37 3,06/2,67  
G111  4,31/3,72   
K112 8,09 4,97  1,71 (Hδ) 3,10 (Hε) 
L113 8,44 4,61 -0,29  0,88 (Hδ1/2) 
I114 9,41  2,04 1,47 (Hγ1) 0,82 (Hγ2) 
L115 9,58 5,50 2,11 1,29 (Hγ) 0,84/0,67 (Hδ1/2) 
T116 9,80 5,36 3,90  1,07 (Hγ2) 
L117 9,69 5,32   
T118 8,61 5,66 4,13 1,24 (Hγ2) 
H119 9,62 5,22 3,34  
G120     
T121     
A122     
V123 8,24 5,13 1,97 0,95/0,82 (Hγ1/2) 
C124 9,58 5,31 3,34/2,28 2,70 (Hγ) 
T125 8,16 5,32 3,86 1,16 (Hγ2) 
R126     
T127 8,72 4,93 3,85 1,16 (Hγ2) 
Y128 10,03 5,43 3,39/3,13  6,91 (Hδ) 6,60 (Hε) 
E129 9,39 5,42 2,11/2,03 2,43/2,38 (Hγ) 
K130 9,41 3,84 1,48 0,90/0,22 (Hγ) 1,19/1,09 (Hδ) 2,63/2,55 (Hε) 
E131 8,80 4,35 1,92/1,77 2,23/2,17 (Hγ) 
A132 8,02 4,10 1,39  

 
 
 
 
 



7 Anhang 99 

 
 
 
1H-Zuordnung der F64S-Mutante des humanen H-FABP bei pH=7,0 und 298K 
 

 

Rest HN Hα Hβ Sonstige 
 

V1     
E2 8,42 4,27 2,71/2,59  
A3 8,09 4,18 1,25  
F4 8,04 4,30 3,14/3,05 7,09 (Hδ) 6,93 (Hε) 7,57 (Hζ) 
L5 7,29 4,19   
G6 8,85 4,36/3,85   
T7 8,28  3,93 1,16 (Hγ2) 
W8 9,74 5,35  9,64 (Hε1) 7,06 (Hδ1) 7,16 (Hε3) 7,35 (Hζ3) 7,22 (Hη2) 7,01 (Hζ2) 
K9 10,01 5,45 2,01/1,97 1,60/1,53 (Hγ) 1,77 (Hδ) 2,98 (Hε) 
L10 7,77 3,42   
V11 9,33 4,63 2,27 1,01/0,86 (Hγ1/2) 
E12 7,75  2,78/2,49  
S13     
K14 8,98  1,96 1,59/1,48 (Hγ) 1,83/1,74 (Hδ) 3,10 (Hε) 
N15    7,21/7,69 (Hδ2) 
F16    7,52 (Hδ) 7,07 (Hε) 7,12 (Hζ) 
D17     
D18 7,87 4,30 2,85/2,71  
Y19 7,63 4,11  7,03/6,83 (Hδ) 6,54/6,48 (Hε) 
M20 8,26 3,42 1,98  
K21 8,88 3,88 1,91/1,75 1,50/1,35 (Hγ) 1,67 (Hδ) 
S22     
L23 7,16 3,70 1,57  
G24 7,79 4,15/3,71   
V25     
G26     
F27    7,24 (Hδ) 7,35 (Hε) 7,33 (Hζ) 
A28 8,75 3,85 1,48  
T29 7,60 3,86 4,04 1,09 (Hγ2) 
R30 8,39 3,70   
Q31 7,94 3,81 1,82 2,02/1,94 (Hγ) 
V32 6,99 3,73 1,71 0,93/0,60 (Hγ1/2) 
A33  3,88 1,33  
S34  4,39 4,13/4,06  
M35 7,26 4,73 2,31/2,15 2,78/2,68 (Hγ) 
T36 7,27 4,40 4,28 1,46 (Hγ2) 
K37     
P38     
T39 8,95 5,49 4,12 1,33 (Hγ2) 
T40 9,93 5,64 3,49 0,96 (Hγ2) 
I41 9,59   0,89 (Hγ2) 
I42 9,29  2,42 0,77 (Hγ2) 
E43 9,32  1,88 2,18/2,05 (Hγ) 
K44 8,72 5,22 1,76/1,46 1,57 (Hγ) 1,62 (Hδ) 3,04 (Hε) 
N45 8,50  2,70/2,67 7,83/6,88 (Hδ2) 
G46     
D47  4,29 2,84/2,70  
I48  3,87 2,09 1,52/1,18 (Hγ1) 0,64 (Hδ) 0,81 (Hγ2) 
L49 8,48  1,82/1,27 0,79/0,71 (Hδ1/2) 
T50 9,10 5,32 3,82 1,13 (Hγ2) 
L51  5,21 1,42/1,36 1,48 (Hγ) 0,65/063 (Hδ1/2) 
K52     
T53 9,09 5,09 4,24 1,15 (Hγ2) 
H54 9,77 5,86 3,16  
S55     
T56  4,21 4,50 1,40 (Hγ2) 
F57 7,76  3,26/2,78  
K58 6,84 4,34 1,55/1,40 0,93/0,90 (Hγ) 1,59/1,44 (Hδ) 2,78/2,70 (Hε) 
N59 8,63 5,97 2,79  
T60     
E61  5,18 1,98 2,05 (Hγ) 
I62     
S63 8,21 5,50 3,54/3,50  
S64 8,72 4,21 2,90/2,76  
K65     
L66     
G67  4,25/3,51   
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V68 7,72 4,48 2,07 1,11/0,95 (Hγ1/2) 
E69     
F70 9,53 5,24  7,52 (Hδ) 7,22 (Hε) 6,70 (Hζ) 
D71 8,60 5,19 2,81/2,70  
E72     
T73 8,86 5,43 4,10 1,24 (Hγ2) 
T74     
A75     
D76 9,29 4,55 2,83  
D77 8,08 4,10 2,93/2,72  
R78 7,48 4,15 1,51  
K79 8,33  1,85 1,51 (Hγ) 1,73 (Hδ) 3,03 (Hε) 
V80 8,98 5,22   
K81     
S82 9,32 5,99 3,30/2,27  
I83 8,42 4,48  1,03 (Hγ1) 
V84 9,73 5,63 1,88 0,73/0,70 (Hγ1/2) 
T85     
L86 8,60 5,30 1,82/1,30 1,53 (Hγ) 0,87/0,80 (Hδ1/2) 
D87 9,05  2,72/2,52  
G88     
G89     
K90 7,84 5,02 1,96 1,51/1,28 (Hγ) 1,60 (Hδ) 
L91 8,80  1,22/0,52  
V92 9,85 4,19 2,32  1,01/0,90 (Hγ1/2) 
H93 8,62 5,70 3,97/2,79 6,71 (Hδ2) 8,06 (Hε1) 
L94     
Q95 8,70 5,22   
K96 9,23 5,59 1,97/1,90 1,58 (Hγ) 1,74 (Hδ) 
W97    10,25 (Hε1) 7,26 (Hδ1) 
D98     
G99 8,42 4,00/3,70   

Q100 8,53 4,51 1,36/0,64 1,84/1,53 (Hγ) 
E101 8,24 5,86 2,09 2,20/2,09 (Hγ) 
T102 9,13 5,51  1,40 (Hγ2) 
T103 7,98   1,26 (Hγ2) 
L104     
V105 9,26   1,12/0,98 (Hγ1/2) 
R106 9,08 5,69   
E107     
L108 8,77 5,29 1,46/,27 1,01 (Hγ) 0,43/0,28 (Hδ1/2) 
I109 8,93 4,30 1,74 1,33/1,06 (Hγ1) 0,88 (Hδ) 0,82 (Hγ2) 
D110 9,46 4,37 3,07/2,66  
G111  4,30/3,72   
K112 8,08  1,99/1,97 1,60 (Hγ) 1,71 (Hδ) 
L113   0,92 0,12/-0,11 (Hδ1/2) 
I114 9,41  2,04 0,84 (Hγ2) 
L115     
T116 9,84 5,35 3,93 1,08 (Hγ2) 
L117 9,71 5,33   
T118 8,60 5,63 4,13 1,26 (Hγ2) 
H119     
G120     
T121     
A122     
V123 8,26 5,19 1,98 0,97/0,84 (Hγ1/2) 
C124 9,61 5,32   
T125 8,15 5,36 3,88 1,18 (Hγ2) 
R126     
T127 8,75  3,85 1,17 (Hγ2) 
Y128 10,05 5,45 3,37 6,92 (Hδ) 6,60 (Hε) 
E129 9,41 5,43 2,14/2,04 2,42/2,39 (Hγ) 
K130 9,38 3,82 1,45 0,83 (Hγ) 1,10 (Hδ) 
E131 8,85 4,36 1,93/1,79 2,24/2,18 (Hγ) 
A132 8,05 4,11 1,35  

 
 
 
 
 
 
 



7 Anhang 101 

 
 
 
1H-Zuordnung der L66G-Mutante des humanen H-FABP bei pH=7,0 und 298K 
 

 

Rest HN Hα Hβ Sonstige 
 

V1  4,30 2,29 1,02/0,97 (Hγ1/2) 
E2 8,42 4,27 2,67/2,58  
A3 8,08 4,18 1,27  
F4 8,05 4,33 3,12/3,08 7,06 (Hδ) 6,91 (Hε) 7,48 (Hζ) 
L5 7,28 4,16 2,00  
G6 8,74 4,36/3,80   
T7 8,26  3,89 1,14 (Hγ2) 
W8 9,74 5,32 3,35/2,99 9,70 (Hε1) 7,04 (Hδ1) 7,11 (Hε3) 7,39 (Hζ3) 7,21 (Hη2) 6,97 (Hζ2) 
K9 10,00 5,43 1,99/1,94 1,58/1,49 (Hγ) 1,75 (Hδ) 2,95 (Hε) 
L10 7,78 3,43   
V11 9,28 4,61 2,23 0,95/0,82 (Hγ1/2) 
E12 7,72 4,88 2,74/2,46  
S13 8,29 4,93 3,78/3,43  
K14 8,94 4,88 1,94 1,54/1,45 (Hγ) 1,80/1,70 (Hδ) 3,07 (Hε) 
N15    7,65/7,18 (Hδ2) 
F16   3,16/3,07 7,49 (Hδ) 7,04 (Hε) 7,07 (Hζ) 
D17  4,15 2,71/2,60  
D18 7,83 4,27 2,80/2,67  
Y19 7,64 4,08 3,20/2,99 6,99/6,77 (Hδ) 6,50/6,46 (Hε) 
M20     
K21  3,84 1,87/1,70 1,46/1,30 (Hγ) 1,66 (Hδ) 
S22     
L23 7,14 3,67 1,54  
G24 7,74 3,68   
V25  3,77 1,45 1,05/0,85 (Hγ1/2) 
G26     
F27  3,84 3,32/3,05 7,21 (Hδ) 7,33 (Hε) 7,29 (Hζ) 
A28  3,92 1,47  
T29 7,56 4,01 3,82 1,10 (Hγ2) 
R30 8,36 3,65   
Q31 7,93 3,79   
V32 6,92 3,68 1,66 0,88/0,53 (Hγ1/2) 
A33 8,60 3,82 1,30  
S34 8,28 4,35 4,08/3,99  
M35 7,22 4,60 2,28/2,11 2,75/2,63 (Hγ) 
T36 7,23 4,38 4,25 1,45 (Hγ2) 
K37     
P38     
T39 8,96 5,48 4,09 1,31 (Hγ2) 
T40 9,91 5,60 3,46 0,94 (Hγ2) 
I41 9,59 5,19 1,52 1,45(Hγ1) 0,86 (Hγ2) 
I42 9,20 5,14 2,39 0,76 (Hγ2) 
E43 9,14  1,82  2,14/2,03 (Hγ) 
K44 8,65 4,98 1,70 1,13 (Hγ) 3,01/2,98 (Hε) 
N45 8,61  2,65/2,59 7,81/6,86 (Hδ2) 
G46     
D47 8,80 4,60 2,79/2,66  
I48 7,74 4,17 1,95 1,55/1,06 (Hγ1) 0,59 (Hδ) 0,72 (Hγ2) 
L49     
T50 8,62 5,08 3,66 1,04 (Hγ2) 
L51 9,09 5,23 1,72/1,39 1,55 (Hγ) 0,73/0,70 (Hδ1/2) 
K52 9,71 5,11 1,67 1,28 (Hγ) 2,80/2,67 (Hε) 
T53 9,12 5,11 4,27 1,12 (Hγ2) 
H54 9,74 5,87   
S55     
T56     
F57 7,75 4,85 3,25/2,78 7,18 (Hδ) 7,29 (Hε) 7,18 (Hζ) 
K58 6,79 4,83 1,50/1,36 0,93/0,88 (Hγ) 2,75/2,67 (Hε) 
N59 8,56 5,98 2,77  
T60     
E61 8,64 5,15 1,95 2,06 (Hγ) 
I62 8,38 4,93   
S63 8,26 5,59 3,52/3,43  
F64 8,41 4,57 2,73 6,31 (Hδ) 6,79 (Hε) 6,65 (Hζ) 
K65 8,79 4,95  1,67 (Hδ) 2,95 (Hε) 
G66 9,36 4,25/3,79   
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G67 9,42 4,27/3,53   
V68 7,65 4,45 2,26 1,15/0,95 (Hγ1/2) 
E69 9,14 5,10 2,03 2,22 (Hγ) 
F70 9,58 5,31 3,29 7,49 (Hδ) 7,00 (Hε) 6,33 (Hζ) 
D71 8,59 5,15 2,78/2,68  
E72 8,54  1,84 2,33/1,64 (Hγ) 
T73 8,92 5,41 4,08 1,21 (Hγ2) 
T74     
A75  3,98 1,46  
D76 9,23 4,53 2,82  
D77 8,05 4,06 2,90/2,67  
R78 7,39 4,10 1,43  
K79 8,29 4,93 1,83 1,46 (Hγ) 1,71 (Hδ) 3,01 (Hε) 
V80 8,97 5,17   0,64/0,26 (Hγ1/2) 
K81 8,89 4,98  1,46 (Hγ) 1,72 (Hδ) 2,96 (Hε) 
S82 9,23 5,81 3,02/2,04  
I83 8,44 4,24 1,81 0,96 (Hγ2) 
V84 9,74 5,32 1,27 0,43/-0,33 (Hγ1/2) 
T85 8,99 4,67 4,23 1,18 (Hγ2) 
L86 8,66 5,15   
D87 8,73 4,90 2,69/2,48  
G88     
G89     
K90 7,73 5,06 1,91 1,54/1,27 (Hγ) 1,56 (Hδ) 2,98 (Hε) 
L91 8,76   0,95 (Hγ) 0,37/0,26 (Hδ1/2) 
V92 9,48 4,15 2,31 0,98/0,85 (Hγ1/2) 
H93 8,68 5,41   6,52 (Hδ2) 7,93 (Hε1) 
L94 9,22 5,07 1,96/1,39 0,88 (Hδ1/2) 
Q95 8,79 5,14 2,20  
K96 9,11 5,54 1,98/1,84 1,54 (Hγ) 1,70 (Hδ) 2,90 (Hε) 
W97 8,29 4,93  10,21 (Hε1) 7,21 (Hδ1) 
D98  4,29 2,82/2,40  
G99 8,35 3,98/3,65   

Q100 8,50 4,45 1,31/0,53 1,80/1,51 (Hγ) 
E101 8,18 5,83 1,93 2,18 (Hγ) 
T102 9,02 5,45  1,36 (Hγ2) 
T103 7,97 5,53 3,99 1,19 (Hγ2) 
L104 9,55 5,04 1,90  
V105 9,27 4,89 2,04 0,95 (Hγ1/2) 
R106 8,89 5,66 1,45  
E107     
L108 8,75 5,29 1,22 0,95 (Hγ) 0,43/0,29 (Hδ1/2) 
I109 8,92  1,70 1,03 (Hγ1) 0,85 (Hδ) 0,77 (Hγ2) 
D110 9,42 4,34 3,04/2,63  
G111 8,58 4,29/3,68   
K112 8,05 4,95  1,70 (Hδ) 3,12 (Hε) 
L113     
I114 9,35  2,07 0,81 (Hγ2) 
L115 9,53 5,48  1,27 (Hγ) 
T116 9,74 5,32 3,88 1,05 (Hγ2) 
L117 9,65 5,27   
T118 8,61 5,62 4,12 1,22 (Hγ2) 
H119  5,23 3,30  
G120  3,81/3,59   
T121     
A122  4,66 1,62  
V123 8,24 5,12  0,93/0,80 (Hγ1/2) 
C124 9,59 5,31 3,33/2,27 2,71 (Hγ) 
T125 8,09 5,33 3,83 1,15 (Hγ2) 
R126     
T127 8,69 4,92 3,83 1,13 (Hγ2) 
Y128 10,00 5,43 3,35/3,11 6,88 (Hδ) 6,57 (Hε) 
E129 9,38 5,41 2,12/2,02  
K130 9,36 3,73 1,43 0,85/0,19 (Hγ) 1,16/1,05 (Hδ) 2,61/2,55 (Hε) 
E131 8,78 4,33 1,90/1,75 2,21/2,15 (Hγ) 
A132 8,02 4,08 1,32  
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1H-Zuordnung der E72S-Mutante des humanen H-FABP bei pH=7,0 und 298K 
 

 

Rest HN Hα Hβ Sonstige 
 

V1  4,31  1,08/1,01 (Hγ1/2) 
E2 8,39 4,23 2,68/2,58  
A3 8,06 4,17 1,27  
F4 8,01 4,32 3,15/3,05 7,07 (Hδ) 6,91 (Hε) 7,54 (Hζ) 
L5 7,29 4,19 2,01  
G6 8,79 4,34/3,80   
T7 8,25  3,91 1,14 (Hγ2) 
W8 9,72 5,31 3,35/3,01 9,63 (Hε1) 7,03 (Hδ1) 7,12 (Hε3) 7,35 (Hζ3) 7,19 (Hη2) 6,98 (Hζ2) 
K9 10,01 5,43 2,00/ 1,95 1,60/1,51 (Hγ) 1,76 (Hδ) 2,96 (Hε) 
L10     
V11 9,29 4,62 2,25 0,99/0,83 (Hγ1/2) 
E12 7,71 4,89 2,76/2,48  
S13 8,29 4,94   
K14 8,96  1,94 1,55 (Hγ) 1,71 (Hδ) 3,08 (Hε) 
N15     
F16     
D17  4,15 2,72/2,62  
D18 7,85 4,26 2,81/2,68  
Y19 7,63 4,10 3,20/3,00 6,99/6,77 (Hδ) 6,49/6,47 (Hε) 
M20     
K21  3,85 1,89 1,33 (Hγ) 1,70 (Hδ) 
S22     
L23 7,14 3,65 1,52 0,31/0,11 (Hδ1/2) 
G24 7,75 4,18/3,69   
V25     
G26     
F27  3,85 3,33/3,06 7,19 (Hδ) 7,32 (Hε) 7,30 (Hζ) 
A28  3,93 1,47  
T29 7,56  3,83 1,10 (Hγ2) 
R30 8,35 3,68   
Q31  3,79 1,80 1,98/1,91 (Hγ) 
V32 6,93 3,68 1,65 0,88/0,50 (Hγ1/2) 
A33  3,86 1,33  
S34  4,36 4,09/4,00  
M35 7,23  2,29/2,11 2,76/2,64 (Hγ) 
T36 7,25 4,40 4,26 1,46 Hγ2) 
K37     
P38     
T39 9,00 5,45 4,08 1,32 (Hγ2) 
T40 9,93 5,61 3,48 0,96 (Hγ2) 
I41     
I42 9,21 5,17 2,42 0,77 (Hγ2) 
E43 9,17  1,84 2,16/2,01 (Hγ) 
K44 8,68 4,96 1,71 1,14 (Hγ) 
N45 8,64  2,66/2,60  
G46     
D47  4,61 2,79/2,67  
I48 7,70 4,18 1,94 1,50/1,05 (Hγ1) 0,60 (Hδ) 0,72 (Hγ2) 
L49     
T50 8,61 5,09 3,68 1,06 (Hγ2) 
L51 9,13 5,26 1,44  
K52   1,69 1,29 (Hγ) 2,81/2,69 (Hε) 
T53 9,13 5,13 4,20 1,14 (Hγ2) 
H54 9,75 5,83   
S55 8,65  4,05  
T56     
F57 7,72 4,98 2,76 7,19 (Hδ) 7,30 (Hε) 7,19 (Hζ) 
K58 6,83 4,35  0,93 (Hγ) 1,53 (Hδ) 
N59  5,97 2,75  
T60     
E61  5,16 1,97 2,10 (Hγ) 
I62 8,40 4,95   
S63 8,33 5,66 3,54/3,47  
F64    6,34 (Hδ) 6,83 (Hε) 6,66 (Hζ) 
K65 8,86 4,95  1,62 (Hδ) 
L66 9,15 4,52 1,84  
G67 9,50 4,27/3,47   
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V68 7,61 4,46 2,25 1,15/0,94 (Hγ1/2) 
E69  5,10 2,06  2,24 (Hγ) 
F70 9,54  3,33 7,54 (Hδ) 7,06 (Hε) 6,38 (Hζ) 
D71     
S72     
T73     
T74     
A75     
D76     
D77 7,97 4,08 2,91/2,71  
R78 7,46 4,15 0,41  
K79 8,29 4,94   
V80     
K81     
S82     
I83     
V84 9,73 5,55 1,36 0,45/-0,33 (Hγ1/2) 
T85 8,98 4,70   
L86 8,69 5,33 1,87 1,50 (Hγ) 0,85/0,77 (Hδ1/2) 
D87 9,00 4,96 2,69/2,51  
G88     
G89     
K90 7,78 5,00 1,95 1,50 (Hγ) 2,99 (Hε) 
L91     
V92 9,75 4,20 2,29 0,98/0,85 (Hγ1/2) 
H93  5,40 3,99/2,69  
L94     
Q95     
K96 9,14 5,54   
W97 8,29 4,94  10,23 (Hε1) 7,21 (Hδ1) 
D98  4,29 2,82/2,40  
G99 8,34 3,96/3,68   

Q100 8,50 4,45 1,32/0,50 1,82/1,55 (Hγ) 
E101 8,21 5,83 1,95 2,18 (Hγ) 
T102     
T103  5,54 4,03 1,24 (Hγ2) 
L104     
V105     
R106 8,98 5,67   
E107     
L108 8,78 5,29 1,47/1,23 0,99 (Hγ) 0,39/0,23 (Hδ1/2) 
I109  4,27 1,71 1,07 (Hγ1) 0,86 (Hδ) 0,78 (Hγ2) 
D110  4,35 3,05/2,65  
G111 8,61 3,68   
K112 8,07 4,96  1,70 (Hδ) 3,11 (Hε) 
L113   -0,24 0,91 (Hγ) 0,12/-0,13 (Hδ1/2) 
I114 9,39  2,03 0,82 (Hγ2) 
L115 9,58 5,49   
T116 9,78 5,36 3,89 1,07 (Hγ2) 
L117 9,69 5,30   
T118 8,57 5,63 4,11 1,23 (Hγ2) 
H119     
G120     
T121     
A122     
V123 8,25 5,15 1,96 0,95/0,82 (Hγ1/2) 
C124 9,56 5,31   
T125 8,11 5,34 3,84  1,15 (Hγ2) 
R126     
T127 8,69 4,96 3,84 1,15 (Hγ2) 
Y128 10,01 5,43  6,89 (Hδ) 6,58 (Hε) 
E129 9,39 5,41 2,13/2,03  
K130 9,39 3,81 1,45 0,88/0,21 (Hγ) 1,18/1,08 (Hδ) 2,62/2,55 (Hε) 
E131 8,79 4,34 1,91/1,76 2,21/2,17 (Hγ) 
A132 8,02 4,10 1,33  
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