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1 EINLEITUNG

1.1 Fettsdurebindungsproteine

Die Fettsaurebindungsproteine (Fatty Acid-Binding Protein, FABP) sind Mitglieder der
Familie der intrazelluldren Lipidbindungsproteine (intracellular Lipid Binding Protein, iLBP).
Diese Klasse umfal3t cytosolische Proteine mit Molekulargewichten zwischen 14-16 kDa. Die
Mitglieder dieser Proteinfamilie zeigen eine hohe Affinitit zu amphiphilen Substanzen, wie
Fettsduren, Gallensduren und Retinoiden. FABPs bestehen aus 126 bis 137 Aminosiuren und
wurden erstmals von Ockner und Mitarbeitern beschrieben (Ockner et al., 1972). Obwohl sie
groBBe Unterschiede in den Sequenzhomologien auf Aminosidureebene 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
B-Faltblittern, die eine muscheldhnliche Struktur bilden, deren Offnung von zwei kurzen,
nahezu parallelen o-Helices geschlossen wird. Fettsdurebindungsproteine dienen vermutlich
als Reservoir fiir unlosliche Fettsdauren, dirigieren deren zelluldre Aufnahme und ermoglichen
einen zielgerichteten Transport der Fettsduren zu dem entsprechenden Ort der metabolischen
Umsetzung. Moglicherweise beeinflussen sie die Genexpression, das Zellwachstum, sowie

die Funktion von Enzymen, Membranen, Ionenkanélen und Rezeptoren.

1.2 Natiirliches Vorkommen

FABPs findet man nicht nur im fettsduremetabolisierenden Gewebe von Sdugern, sondern
auch in dem von Vogeln, 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, fotaler 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-FFABP) (Kanda er 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 er al., 1993; Watanabe et al., 1994) und ein
Lipidbindungsprotein aus dem Ileum vom Schwein (ILBP) (Sacchettini et al., 1990; Liicke et
al., 1996). FABPs wurden auch in Rindermilchdriisen (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 Fettsduren als Kohlenstoff- und Energiequelle fiir den Stoffwechsel zu nutzen.
Eine zum Teil erfolgte Aminosduresequenzierung zeigte jedoch keine signifikante Homologie
zu den FABPs hoherer Organismen. Zur gleichen Famile von Proteinen gehoren zelluldre
Retinolbindungsproteine (CRBP I-III) (Sundelin et al., 1985a; Schaefer et al., 1989; Vogel et
al., 2001), zelluldre Retinolsdurebindungsproteine (CRABP I und II) (Sundelin et al., 1985b;

Giguere et al, 1990) und ein Lipidbindungsprotein aus Testis (T-FABP) (Schmitt ez 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). Zusitzlich angegeben ist der

natiirliche Ligand.

iLBP-Typ Ligand Gewebe
H-FABP Fettsduren Herz, Skelettmuskel, Hirn, Milchdriise, Hoden,
Eierstocke, Niere, Magen, Aorta, Lunge
B-FABP Fettsduren Hirn
My-FABP Fettsduren Myelinscheiden des peripheren Nervensystems
A-FABP  Fettsduren, Retinoesidure Fettgewebe, Harnblase
E-FABP Fettsduren Fettgewebe, Hirn, Epidermis, Augenlinsen,
Netzhaut, Hoden, Niere, Lunge
I-FABP Fettsdauren Diinndarm
L-FABP Fettsduren, Ham, Leber, Diinndarm, Niere
Bilirubin, Eicosanoide
ILBP Gallensiuren, Fettsduren Diinndarm, Magen
CRBPI all-frans-Retinol Leber, Lunge, Niere, Darm, Hoden
CRBPII all-trans-Retinol/-al Diinndarm
CRBPIII all-trans-Retinol Fettgewebe, Herz, Muskelgewebe
CRABPI all-trrans-Retinoesidure Hoden, Hirn, Niere, Haut
CRABPII all-frans-Retinoesdure Haut
T-FABP ? Hoden
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T-FABP und My-FABP sind lediglich in einem bestimmten Gewebetyp anzutreffen, ndmlich
im Hoden bzw. dem peripheren Nervensystem; im Diinndarm 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 intrazelluldre, 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 (Borchers et al., 1989) und B-FABP in sich entwickelnden
Mausegehirnzellen (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 Gro3enordnungen kleiner (Borchers

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

1.3 Primérstruktur

Die Primérstrukturen der iLBP-Familie lassen sich auf ein gemeinsames Ursprungsgen
zuriickfiihren. Abbildung 1 zeigt den phylogenetischen Stammbaum der Mausproteine. A-,

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

E-FABP

H-FABP

I-FABP
CRABPI

CRABRPII

ILBP

Gallensauren

CRBPI

CRBPII

Abb. 1: Wurzelloser phylogenetischer Baum der iLBP Genfamilie. Die
Strichlidnge reprisentiert die evolutionédre Distanz zwischen den Proteinen. Zur
Kalkulation der Verwandtschaft wurden die Sequenzen der Mausproteine
verwendet (Hohoff & Spener, 1998).
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Abb. 2: Aminosduresequenzvergleich einiger Mitglieder der iLBP-Familie. Alle Sequenzen sind von
humanem Protein, auler ILBP und CRBP II, welche aus Schwein und Ratte stammen. Die Positonen
konservierter Aminosduren (mindestens fiinfmal vorhanden) sind griin eingefiarbt. Teilweise wurden
Leerzeichen in die Sequenzen eingefiigt, um Insertionen und Deletionen von Aminosdureresten zu
beriicksichtigen. Die Aminosduresequenzen 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 ez al., 2001), CRABPI
und CRABPII (Astrom etal., 1991).
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Abb. 3: Aminosduresequenzvergleich der pI=4,9 Isoform des H-FABP aus Rind (Billich et al., 1998; Unterberg et
al. 1990), mit H-FABP aus Mensch (Borchers er al., 1990), Ratte (Kimura et al., 1989) und Maus (Tweedie et al.,
1989). Die Positonen konservierter Aminosiduren (mindestens dreimal vorhanden) sind griin eingefarbt.

1 10 20 30 40 50
B-FABP (Mensch) 100%
B-FABP (Ratte) 90%
B-FABP (Maus) 88%
B-FABP (Rind) 80%

B-FABP (Mensch)
B-FABP (Ratte)
B-FABP (Maus)
B-FABP (Rind)

110 120 132
B-FABP (Mensch)
B-FABP (Ratte)
B-FABP (Maus)
B-FABP (Rind)

Abb. 4: Aminosiuresequenzvergleich des B-FABP aus Mensch (Shimizu er 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
Aminosduren (mindestens dreimal vorhanden) sind griin eingefarbt.

I-FABP zuriickfiihren, 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 hoher. Die Abbildungen 3 und
4 zeigen einen orthologen Aminosiduresequenzvergleich 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 Fettsdurebindung 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 Retinolsdurebindung beteiligt (Cheng et al.,
1991), wihrend beim CRABP II nur Arginin 126 essentiell ist (Chen et al., 1995).

1.4  Tertidrstruktur und Ligandenbindung

Obwohl die Primérstrukturen der iLBPs teilweise eine nur schwache Sequenzhomologie
untereinander aufweisen, ist die Tertidrstruktur in der Proteinfamilie stark konserviert. Die
allgemeine rdaumliche Struktur der iLBPs besteht aus zehn antiparallelen B-Faltblattstringen,
die so angeordnet sind, da3 die innenliegende Bindungstasche von zwei nahezu orthogonalen
Faltblittern umschlossen wird. Diese Tertidrstruktur 148t sich anschaulich als eine FaBstruktur
oder Muschelform beschreiben (Sacchettini er al., 1988). Das erste Faltblatt besteht aus den
Stringen BA bis BE und der ersten Hilfte des Stranges BF. Das zweite Faltblatt umfaft die
zweite Hilfte von Strang BF und die Stringe BG bis BJ. Zwischen den Stringen BA und B
befindet sich eine Helix-Turn-Helix Doméne. Helix o-I ist die Fortsetzung von Strang BA und
Helix o-II miindet in Strang BB. Im Innern der FaBstruktur befindet sich ein Hohlraum, der
dem Losungsmittel weitgehend unzugiinglich ist. In diesem Hohlraum befindet sich der
hydrophobe Ligand (Banaszak et al., 1994). Im Prinzip stehen kleineren Molekiilen zwei
Offnungen zur Verfiigung, um in das Innere des iLBPs zu gelangen. Die Portalregion wird
gebildet durch die Schleifenregionen zwischen den Faltblattstringen BC und D, BE und fF,
sowie durch die Helix o-II. AuBerdem befindet sich zwischen den Stringen BD und BE ein
breiter Spalt (,,gap*‘). Der Ein- und Austritt des Liganden erfolgt wahrscheinlich durch die
Portalregion. Gleichzeitig verlassen Wassermolekiile die Bindungstasche durch den Spalt
zwichen den Faltblattstringen BD und BE. Mittlerweile sind von allen iLBPs aufer T-FABP
Kristall- und/oder Losungsstrukturen bekannt (Tabelle 2 und 3).

Die iLBPs konnen nach ihrer Sequenzhomologie und Bindungseigenschaften in vier Gruppen
eingeteilt werden (Hohoff & Spener, 1998). Die erste Unterfamilie (/) enthédlt CRBP I-1II und
CRABP I/ (Ligand: Retinoide). Unterfamilie zwei (/I) beinhaltet ILBP (Ligand:
Gallensiuren) und L-FABP (bindet zwei Fettsduren). In der dritten Unterfamilie (/I]) befindet

sich I-FABP (bindet Fettsduren in linearer Konformation). Zuletzt umfaflt Unterfamilie vier
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(IV) alle FABPs, die die Fettsdure in stark gebogener (U-férmiger) Konformation binden. Zu
dieser letzten Gruppe gehoren A-FABP, B-FABP, E-FABP, H-FABP, My-FABP und
vermutlich T-FABP.

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

iLBP Organismus Ligand Auflosung Referenz
H-FABP Mensch heterogen 2,1 A Zanotti et al., 1992
Stearinsdure 14 A Young et al., 1994
Olséure 1,4 A Young et al., 1994
Elaidinsiure 1.4 A Young et al., 1994
Rind heterogen 3,5 A Miiller-Fahrnow et al., 1991
B-FABP Mensch Olsédure 28 A Balendiran et al., 2000
DHA 2,1 A Balendiran et al., 2000
My-FABP Rind heterogen 2,7 A Jones, et al., 1988a
Olséure 27A Cowan et al., 1993
A-FABP Maus Apo 1,6 A Xu et al., 1993
Olséure, Stearinsdure 1,6 A Xu et al., 1993
Arachidonsiure 1,6 A La Londe et al.,1994 (a&b)

Olséure, Stearinsdure 1,6 A La Londe et al.,1994 (a&b)
Hexadecansulfonsidure 1,6 A La Londe et al.,1994 (a&b)

E-FABP Mensch heterogen 2,05 A Hohoff, et al. 1999
I-FABP Ratte Palmitinsdure 20A Sacchettini et al., 1989
Olsiure 1,75A Sacchettini ef al.,1992
Apo 12A Scapin, et al., 1992
Myristinsdure 1,5 A Eads et al., 1993
Olséure 1,7A Eads et al., 1993
Apo 12A Eads et al., 1993
I-FABP Ratte Olsdure 1,7A Eads et al., 1993
(R106Q)
L-FABP Huhn heterogen 2,7 A Scapin et al., 1990
Ratte Olséure 23A Thompson et al., 1997
CRBPI Ratte all-trans-Retinol 2,1A Cowan et al., 1993
CRBPII Ratte Apo 2,1A Winter et al., 1993
all-trans-Retinol 19A Winter et al., 1993
CRBPIII Mensch all-trans-Retinol 2,3 A Folli et al., 2001
CRABPI Ratte Apo 2,1 A Newcomer et al., 1993
all-trans-Retinoesiure 22A Kleywegt et al., 1994
Rind/Maus  all-trans-Retinoesdure 29A Kleywegt et al., 1994
CRABPII Mensch all-trans-Retinoesiure 1,8 A Kleywegt et al., 1994
synthetisches Retinoid 22A Kleywegt et al., 1994
FABP Falter heterogen 1,75 A Benning et al., 1992

FABP  Heuschrecke heterogen 22 A Haunerland et al., 1994
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Tab. 3: Mitglieder der iLBP-Familie deren Losungsstrukturen bestimmt wurden. Zusitzlich sind
angegeben sind die Art des Liganden und die Referenz.

iLBP Organismus Ligand Referenz
H-FABP Mensch heterogen Liicke et al., 2001
Rind Palmitinsdure Lassen et al., 1995
Palmitinsiure Brandau, 2000
B-FABP Mensch heterogen diese Arbeit
E-FABP Mensch Stearinsdure Gutiérrez-Gonzalez et al., 2002
I-FABP Mensch heterogen Zhang et al., 1997
Ratte Apo Hodsdon et al., 1997
Palmitinsdure Hodsdon et al., 1996
I-FABP A17-SG heterogen Keehyuk et al., 1996
ILBP Schwein apo Liicke et al., 1996
Glycocholsdure Liicke 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 Fettsdureliganden in der vierten Gruppe ragen mit dem Carboxylatende in die
Bindungstasche hinein und bilden Wasserstoffbriickenbindungen zu konservierten Tyrosin-
und Arginin-Resten. Dies geschieht entweder direkt oder iiber geordnete Wassermolekiile.
Das hydrophobe Ende der Fettsdure formt van der Waals-Wechselwikungen mit hydrophoben
Resten innerhalb der Bindungstasche und mit unpolaren Wassermolekiilen, die in Kontakt mit

hydrophilen Resten stehen.

1.5  Das Herz-Typ Fettsiurebindungsprotein

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 (sieche Tab. 1). Es wurde
aus so unterschiedlichen Geweben wie Herz- und Skelettmuskulatur (Borchers et al., 1990;
Kimura et al, 1989; Claffey et al., 1987), Niere, Gehirn, Hoden, Eierstocke,
Bauchspeicheldriise, Thymus und Nebennierengewebe (Sweetser et al., 1987; Miller et al.,
1988; Paulussen et al., 1990; Watanabe et al., 1991) isoliert. Auch in Milchdriisen von
sdaugenden Rindern wird H-FABP exprimiert (Spener et al., 1990; Jones, et al. 1988b). Wie
Untersuchungen zeigen, ist der in Saugetierzellen gefundene und urspriinglich als MDGI
(Mammary-Derived Growth Inhibitor) bezeichnete Wachstumsinhibitior eine Mischung aus

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

Die dreidimensionale Struktur von humanem H-FABP mit einer Mischung von endogenen
Liganden wurde als Rontgenstruktur in einer Auflosung von 2,1 A bestimmt (Zanotti ef al.,
1992); hoher aufgeloste Holo-Strukturen (1,4 A) wurden von Young et al. (1994) mit
Stearin-, Ol- und Elaidinsdure beschrieben. Eine Losungsstruktur von Rinderherz FABP mit
Palmitinsdure als Liganden wurde von Lassen et al. (1995) verdffentlicht und von Brandau
(2000) verfeinert. Liicke et al. (2001) veroffentlichte vor kurzem die Losungsstruktur von
humanem H-FABP.

Allen Strukturen ist gemein, daf die Fettsdure in U-férmiger Konformation gebunden wird.
Abbildung 5 zeigt das Carboxylatende der Fettsdure im Innern des Proteins. Es bildet
Wasserstoffbriicken zu den Seitenketten von Y128 und R126 sowie einigen geordneten
Wassermolekiilen aus. In diesem Wasserstoffbriickennetzwerk sind R106 und T40 indirekt

iiber ein Wassermolekiil an der Ligandbindung beteiligt. Die Fettsdure nimmt dabei ein
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Volumen von ca. 250 A? ein (Young et al., 1994). Dies sind 23 % des Volumens der
Bindungstasche (ca. 1100 A®). Dreizehn intern gebundene Kristallwassermolekiile 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 Fettsdure und zeigen Wechselwirkungen untereinander. Zehn dieser
Wassermolekiile stehen in Kontakt mit Aminosdureseitenketten, die den Hohlraum fiir die
Bindungsstelle sdumen. Zwei weitere Wassermolekiile zeigen Wechselwirkungen mit der
Carboxylatgruppe der Fettsdure, lediglich ein Wassermolekiil zeigt keine Kontakte mit
internen Partnern, sondern nur mit der Seitenkette von T60 und dem Sauerstoffatom der

Hauptkette von L51.

Mutationen der an der Fettsdurebindung beteiligten Aminosdauren R106 und R126
verringerten beim humanen H-FABP dramatisch die Fettsdurebindungsaffinitdt und
Proteinstabilitdt, wohingegen T40V und T40Q Mutanten keine signifikanten Verdnderungen
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 fiir Stabilitdt und Ligandenbindung identifiziert werden (Zimmerman et al.,

1999).

In den NMR-Spektren des Rinderherz FABP wurden vor allem im Bereich der Portalregion
Spinsystemheterogenititen beobachtet (Liicke et al., 1992; Lassen et al., 1995). Die Ursache
hierfiir war bisher unklar: Zum einen konnten, hervorgerufen durch verschiedene
Ligandenpopulationen, unterschiedliche Orientierungen des F57-Seitenkettenrings wie
beispielsweise in den Kristallstrukturen von H-FABP (Scapin e al., 1993; Young et al.,
1994), I-FABP (Eads et al., 1993) und A-FABP (Xu et al., 1993) eine mogliche Ursache sein,
zum anderen konnten unterschiedliche Konformationen des Proteinriickgrats, wie im Fall des
E-FABP aufgrund geringer Elektronendichte in den Schleifenregionen zwischen den [3-
Faltblattstrangen C und D vorgeschlagen (Hohoff et al., 1999), eine alternative Erkldrung
bieten. In dieser Arbeit wurde fiir das H-FABP mittels NMR-spektroskopischen Methoden ein
»elected-Fit“ Mechanismus als Ursache fiir die Spinsystemheterogenitéten postuliert (Liicke

etal., 2001).
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1.6  Das Hirn-Typ Fettsiurebindungsprotein

Im Gewebe des Hirns findet man drei Mitglieder der FABP Familie: B-FABP, E-FABP und
H-FABP (Veerkamp & Zimmerman, 2001). Sie werden rdumlich und zeitlich unterschiedlich
im fotalen, postnatalen und adultem Gehirn exprimiert (Owada et al., 1996). B-FABP ist in
hohen Konzentrationen in den Epithelzellverbinden des sich entwickelnden Gehirns
nachweisbar, zu einem spiteren 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 verstirkte
Vorkommen des B-FABP zum Zeitpunkt der Neuronenentwicklung deutet auf eine
moglicherweise entscheidende Rolle dieses Proteins wihrend der Entstehung des zentralen
Nervensystems hin (Kurtz et al., 1994). In humaner fotaler Netzhaut und Gehirn sowie in
bosartigem 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
hohere Affinitdt zu langkettigen mehrfach ungesittigen Fettsduren wie Arachidonsédure und
DHA als zu Olsiure (Xu et al., 1996). Richieri et al. (2000) auf der anderen Seite fanden fiir
humanes B-FABP eine schwichere Bindungsaffinitit fiir mehrfach ungesittigte Fettsduren als
fiir gesittigte und einfach ungesittigte. Zusammen mit H-FABP und My-FABP zeigt B-FABP
die hochste Bindungsaffinitit fiir verschiedene Fettsduren innerhalb der FABP-Familie
(Richieri et al. 2000; Zimmerman et al., 2001). Eine mogliche Funktion des B-FABP ist die
Speicherung und/oder Abgabe von Fettsduren, die essentielle Komponenten der Phospho- und
Glykolipide in Membranen sind (Green et al., 1999). Alternativ konnte das Protein involviert
sein im Transport von Fettsduren zu spezifischen Regulationspunkten oder um mehrfach
ungesittigte Fettsduren vor radikalischer Oxidation schiitzen.

Die Kristallstruktur von humanem B-FABP wurde im Komplex mit Olsiure (2,8 A) bzw.
DHA (2,1 A) als Ligand verdffentlicht (Balendiran et al., 2000). Der Olsidurekomplex zeigt
eine U-formig gebundene Fettsdure. Das eine Sauerstoffmolekiil der Carboxylatgruppe bindet
direkt {iber Wasserstoffbriickenbindungen an R126 und Y128. Indirekt iiber ein
Kristallwassermolekiil bildet der zweite Carboxylatsauerstoff Wasserstoftbriicken zu den
Seitenketten von T53 und RI106 aus. Zwolf Seitenketten zeigen van der Waals
Wechselwirkungen mit der Fettsdure. Der DHA-Komplex hingegen enthilt eine helikal
gebundene  Fettsiure, deren  Carboxylatgruppe analog zum  Olsiurekomplex
Wasserstoffbriicken aufweist. Auferdem werden 22 van der Waals Kontakte zwischen der

Fettsdaurekette und verschiedenen Aminosdurenseitenketten in der Bindungstasche gefunden.
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Die Autoren nehmen an, daf} die besondere helikale Konformation des DHA Liganden durch
-1t Wechselwirkungen unter anderem zwischen F104 und der C4=C5 Doppelbindung der

Fettsdure stabilisiert wird.

Abb. 6: Kiristallstruktur 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 Losung aufzukliren.
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2 THEORIE

2.1  NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektroskopie beruht auf der Wechselwirkung des magnetischen Moments eines
Atomkerns mit einem duBleren Magnetfeld, der magnetischen Resonanz. Ein magnetisches
Moment ist fiir Atome mit einem Kernspin S # 0 gegeben. In der hochauflésenden NMR-
Spektroskopie untersucht man iiberwiegend Kerne mit S = %2, die kein Quadrupolmoment
haben und daher scharfe Linien ergeben. Die Empfindlichkeit der zu untersuchenden
Kernsorte wird durch das gyromagnetische Verhiltnis (y) bestimmt. Der Wert 7 fiir den Kern
'H ist im Vergleich zu den anderen sogenannten Heterokernen, z. B. 13C, 5N und 31P, der
GroBte. Daraus resultiert die im Gegensatz zu den Heterokernen einfachere Detektion der

Protonen.

In einem statischen Magnetfeld By gibt es fiir S = /2 Kerne genau zwei Orientierungen, die als
o— und B-Zustand bezeichnet werden. Diese sogenannten Kern-Zeeman-Niveaus werden
gemall der Boltzmann-Verteilung populiert, wobei die Wahrscheinlichkeit, den energetisch
giinstigeren o—Zustand zu besetzen, grofer ist. Fiir ein Ensemble gleichartiger Kernspins
ergibt sich daraus eine makroskopische Magnetisierung in z-Richtung (M,), die zum
statischen Magnetfeld parallel orientiert ist (longitudinale Magnetisierung). Die einzelnen
Spins prizedieren mit der Larmor-Frequenz, jedoch ohne Phasenbeziehung (willkiirliche Lage
auf dem Kegelmantel). Daher mitteln sich alle Komponenten zu B, heraus und es tritt keine
Magnetisierung My in x- oder My in y-Richtung auf. Das Verhalten der makroskopischen
Magnetisierung 148t sich mit den Bloch-Gleichungen beschreiben (Bloch, 1946). Fiir die
Losung dieser Bewegungsgleichungen unter Beriicksichtigung von gleichzeitig angelegten
Hochfrequenzpulsen ist eine Transformation in ein rotierendes Koordinatensystem von
Vorteil. Dieses Koordinatensystem dreht sich mit der Trigerfrequenz oy der
Radiofrequenzpulse um die zum By-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°) einge-
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N

Abb. 7: Wirkung eines On-Resonance-Radiofrequenzpulses aus der x-Richtung mit dem Flipwinkel B (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 prizedieren. Die
Priazessionsfrequenz betrigt ® = 7YB.y, wobei B die unterschiedlichen chemischen
Verschiebungen der Kerne beriicksichtigt. Im rotierenden Koordinatensystem dreht sich auch
der Beobachter (Detektor) mit der Frequenz oy um die z-Achse. Dadurch registriert der
Detektor nur Differenzfrequenzen (® - ). Diese Differenzfrequenz nennt man
Priazessionsfrequenz oder chemische Verschiebung €. Die Prizessionsfrequenz € ist die von
der Tragerfrequenz abweichende Oszillatorfrequenz jenes Signals, das ein Detektor registriert,
der z.B. lidngs der y-Achse im rotierenden Koordinatensystem angeordnet ist. Man erhilt ein
mit € oszillierendes Signal S(t), den Free Induction Decay (FID), der durch eine Fourier-
Transformation in ein Spektrum mit einem Signal bei der Frequenz €2 umgewandelt wird. Da
die Fourier-Transformation je eine Linie bei €2 ergibt, setzt man Quadraturdetektion ein und

ermoglicht so die Selektion von nur einer Frequenz, z.B. von +Q2.

2.1.1 1D-NMR-Spektroskopie

Das 1D-NMR-Experiment besteht aus den zwei Blocken Préiparation und Detektion. Wéhrend
der Priparation wird das Spinsystem mittels Hochfrequenzpulsen in einen definierten Zustand
gebracht. Die Antwort des Spinsystems hierauf wird wihrend der Detektionszeit registriert. In
der Priparationsphase erzeugt man z.B. mit einem 90°-Puls aus der im Boltzmann-
Gleichgewicht vorliegenden Magnetsierung M, transversale Magnetisierung My. Dieser

Zustand, die sogenannte Kohirenz entwickelt sich wihrend der Detektionszeit t. Obwohl
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unter der Einwirkung von Pulsen im allgemeinen viele der moglichen Kohérenzen auftreten,
enthalten nur einige von ihnen ein observierbare Magnetisierung, und zwar ausschlielich
solche mit Am, = =1 (Auswahlregel der NMR-Spektroskopie). Die verschiedenen Kerne mit
unterschiedlichen Larmorfrequenzen prizedierenden um die z-Achse und induzieren in einer
Empfingerspule eine Spannung, die registriert und gespeichert wird. Das Experiment kann
nach einer Wartezeit, in der die Magnetisierung wieder in ihren Gleichgewichtszustand
zuriickkehrt (Relaxationszeit), beliebig oft wiederholt werden. Das Signal eines 1D-NMR-
Experiments wird nicht kontinuierlich, sondern diskontinuierlich registriert. Das ankommende
Signal wird wéhrend fester Zeitintervalle At integriert und dann in einem Analog-Digital-
Wandler digitalisiert. Man erhilt einen FID aus N Punkten, wobei NAt die Akquisitionszeit

ist.

2.1.2 2D-NMR-Spektroskopie

Die Pulsfolge eines 2D-NMR-Experiments ld6t sich im allgemeinen in vier Blocke
unterteilen: Prdparation — Evolution (t;) — Mischung — Detektion (t;). Dabei entspricht die
Detektionsphase vollstindig derjenigen im 1D-NMR-Experiment. Die t-Zeit ergibt nach der
Fourier-Transformation die mit ®, bezeichnete Frequenzachse eines 2D-NMR-Spektrums.
Die 2D-NMR-Spektroskopie enthdlt dariiber hinaus aber eine zweite variable Zeit, die
Evolutionszeit t;. Sie wird schrittweise verldngert. Diese inkrementierte Aufnahme entspricht
den Zeitinkrementen im digitalisierten FID der t,-Zeit. Fiir jedes t; Inkrement wird separat ein
FID in t, detektiert. Man erhilt schlieBlich ein Signal, das von zwei Zeitparametern, t; und t;,
abhéngt: S(t;,t). Die Fourier-Transformation jedes FIDs nach t, liefert dann eine Serie von
my-Spektren, die sich fiir die jeweiligen t; Inkremente in der Intensitit und/oder Phase der
Signale unterscheiden. Eine zweite Fourier-Transformation nach t;, senkrecht zur ;-

Dimension, ergibt ein Spektrum als Funktion zweier Frequenzen (m, horizontal, m; vertikal).

In der hochauflosenden NMR-Spektroskopie gibt es zwei wesentliche Spin-Spin
Wechselwirkungen, die fiir die Ubertragung von Kohirenzen in den Mischperioden genutzt
werden konnen: Die skalare Kopplung, die zur Aufkldrung von Bindungs-Konnektivititen
verwendet wird, und die dipolare Kopplung, die eine Bestimmung von intra-/intermolekularen

Atomabstidnden ermoglicht.
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Skalare Kopplung

Die skalare Kopplung ist eine durch die Bindung wirkende Spin-Spin-Kopplung (J-
Kopplung), die zu Multiplettaufspaltungen fiihrt. Sie besteht nur zwischen Spins, die durch
wenige Bindungen im Molekiil voneinander getrennt sind. Daher ist sie fiir die Aufkldarung
von Verkniipfungen von Atomen geeignet und dient zum Beweis der Konstitution chemischer
Verbindungen oder zur Zuordnung von Spektren. Die Grofe der skalaren Kopplung ist zudem
ein empfindlicher Parameter fiir Torsionswinkel um Einfach- oder Doppelbindungen, deren

Abhingigkeit durch die semiempirische Karplus-Beziehung beschrieben wird:

J(©) = A cos*(0) — B cos(0) + C

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

Torsionswinkel (z.B. ®- und Y-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 verbriickenden 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 gesittigt 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 unabhingig voneinander, sondern beeinflussen sich gegenseitig, d. h. jede
Abweichung des einen Spins vom Gleichgewicht iibertrigt sich auf den anderen Spin und
fiihrt dort ebenfalls zu einer Abweichung vom Gleichgewicht. Diesen Effekt nennt man

Nuclear-Overhauser-Enhancement NOE Effekt. Es gilt allgemein:

-1,
(S5) =
1;(s) I
I, = Ausgangsintensitit im Gleichgewicht
1 = Intensitdt wahrend der Séttigung einer anderen Resonanz
n,(s) = NOE am Kern i wenn der Kerns s gesittigt ist

Die Entstehung eines NOEs durch Kreuzrelaxation ist in Abbildung 8 anhand eines 2-Spin-
1»-Systems ohne J-Kopplung erldutert. Der NOE-Effekt kann dabei nicht nur mit Ein-



2 Theorie 17

Quanten-Ubergingen erklirt werden (Relaxation nach W), sondern es miissen auch die

Ubergangswahrscheinlichkeiten W und W;, beriicksichtigt werden.

BB N-o
S
W A
op
— < W, Ba
N
W N Abb. 8: Energieniveauschema fiir ein 2-Spin-Y2-System. Die
' 2 Wahrscheinlichkeiten einer Inversion der Spins i und s werden
W! w S mit W,' und W,* bezeichnet. Nach Sittigung des Uberganges s
! 1 und dem damit verbundenen Ausgleich der Populationen der
Zustinde oo und Bo sowie ofy und BP kann das thermische
Gleichgewicht nur {iiber Null- (W;) und Doppelquanten-
oo N+ tiberginge (W,) 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 off und PBo sei vernachldssigbar und beide Niveaus somit gleich besetzt. Das
energetisch niedrigste Niveau oo ist um einen Betrag 0 stirker populiert, wihrend das Niveau
BB entsprechend weniger besetzt ist. Der Besetzungsunterschied fiir die Ubergiinge i und s
(Am=1) mit der Ubergangswahrscheinlichkeit W, ist jeweils 8. Der Nullquanteniibergang
(Am=0) mit der Ubergangswahrscheinlichkeit W, hat den Besetzungsunterschied 0. Und fiir
den Doppelquanteniibergang (Am=2) mit der Ubergangswahrscheinlichkeit W, betriigt der
Besetzungsunterschied 20.

Im NOE-Experiment werden beide s-Uberginge gesittigt und die Verinderung der
Resonanzintensitit des i-Ubergangs nach Einstellung des neuen Gleichgewichts beobachtet.
Um sich dem thermischen Gleichgewicht wieder zu nédhern sind die Relaxationswege iiber die
s-Ubergiinge durch die Sittigungsbedingung nicht gangbar, die i-Ubergiinge sind ebenfalls
nicht geeignet, da die Populationsdifferenzen entlang dieser Ubergiinge mit jeweils § schon
dem Gleichgewicht entsprechen. Die Populationsdifferenz zwischen o8 und Bot ist nun aber
nicht mehr 0 sondern & und kann durch Nullquantenrelaxation ausgeglichen werden. Uber
Doppelquantenrelaxation ist ein Populationsausgleich von B nach oo moglich. Im
dynamischen Gleichgewicht gilt:

Wz _Wo

S)=—
m(s) 2W +W, +W,
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Je nachdem, ob W, oder W, dominiert, ist die Kreuzrelaxationsrate (W,-Wj) negativ oder
positiv. Fiir W,=W, verschwindet die Kreuzrelaxationsrate. Bei kleinen Molekiilen in nicht
viskosen Losungen, die sich schnell umorientieren, wird die Relaxation durch W, dominiert
(positiver NOE-Effekt) und die molekulare Korrelationszeit T, ist kurz. Fiir Makromolekiile
oder organische Molekiile in sehr viskosen Losungen ist T. ldanger und die Relaxation wird
durch Wy bestimmt (negativer NOE-Effekt). Fiir die Relaxations-Geschwindigkeiten iiber

dipolare Kopplungen in einem System aus 2 Spins mit Abstand r gilt:

wio 3 Vv T,
Y20 0 1+t

w = L vk’ 7,
10 1+ (0 -w,) T

c

w, =3 1wt 7,

5 7 1+(0+o,)t

., ®, = Resonanzfrequenzen (Larmor-Frequenzen) der Kerne 1 und s

T molekulare Korrelationszeit

c

Die Intensitit des NOE-Effekts ist in erster Niherung proportional zu 1/1°, wobei ein
Magnetisierungsaustausch zwischen zwei Kernen in der Regel nur dann beobachtet wird,

wenn diese weniger als 5 A 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 (IH, 13C, 15 N), sondern um die Verkniipfung von
zwel 2D-Experimenten. Die dritte Dimension wird konstruiert, indem nach der ersten
Mischperiode statt der Akquisition eine weitere indirekte Evolutionszeit, gefolgt von einer
zweiten Mischperiode, eingefiigt wird. Die Pulsfolge der verwendeten 3D-NMR-Experimente
1aBt sich in sechs Blocke unterteilen: Priparation — Evolution (t;) — Mischung — Evolution (t;)
— Mischung — Detektion (t3). Fiir jedes Zeitinkrement t, wird ein kompletter Datensatz (t;, t3)
aufgenommen. AnschlieBende Fourier-Transformation in drei Dimensionen ergibt ein

dreidimensionales NMR-Spektrum.
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2.1.4 NMR-Experimente

Fiir die homonukleare NMR-Spektroskopie an Proteinen haben sich hauptsichlich 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 konnen (Wiithrich, 1986).

Das COSY Experiment

Im COSY-Experiment (Correlation Spectroscopy; Aue et al., 1976) erfolgt der
Magnetisierungstransfer durch skalare Kopplung. Fiir aliphatische Verbindungen sind die *J-
Kopplungskonstanten nahezu null, so da3 in einem COSY-Spektrum nur Signale von
Protonen sichtbar sind, die iiber zwei bzw. drei Bindungen (*J- und *J-Kopplungen)

miteinander verkniipft sind (Abb. 9).

X ol

A g
Presat Abb. 9: Pulssequenz fiir das COSY-

to

Experiment. Der Phasenzyklus ist ¢; =
X, -X, Y, -y; Akquisition = X, -X, y, -y.

Das TOCSY-Experiment

Im TOCSY-Experiment (Total Correlation Spectroscopy; Braunschweiler & Ernst, 1983)
wird iiber skalare *J -Kopplung die Magnetisierung sukzessive durch das gesamte Spinsystem
eines Molekiils oder einer Molekiilkomponente (beispielsweise einer Aminosdure) verteilt.
Die Mischung wird wihrend einer Periode erreicht, in der ein Spinlock-Feld angelegt und der
Einfluf} der chemischen Verschiebung idealerweise vollstindig aufgehoben ist (Abb.10). Alle
Spins werden dadurch voriibergehend magnetisch dquivalent. Uber die Linge des angelegten
Spinlock-Feldes 146t sich die Reichweite des Magnetisierungsaustausches steuern. Nach dem
Abschalten des Spinlock-Feldes steht die Gleichgewichts-Magnetisierung wieder unter dem

Einfluf} des Hauptmagnetfeldes.

X (I)l

ml t, SLy Abb. 10: Pulssequenz fiir das TOCSY-

%) Experiment. Der Phasenzyklus ist
abhingig vom verwendeten Spinlock-
Feld (SL).
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Das NOESY-Experiment

Fiir die Strukturbestimmung entscheidend ist das NOESY-Experiment (Nuclear Overhauser
and Exchange Spectroscopy; Jeener et al., 1979). Die Magnetisierung wird durch dipolare
Kopplung wihrend der Mischzeit Tyix zwischen den Kernen ausgetauscht (Abb.11). Die
Korrelation zweier Protonen durch den Raum ist in der Regel nur bis zu einem Abstand <5 A
beobachtbar. Bei zunehmender Proteingrofe und/oder bei starken Signaliiberlappungen wird
es erforderlich zwecks verbesserter Auflésung und erhéhter Empfindlichkeit *C oder "N
markierte Proteine fiir die NMR-Experimente einzusetzen. Im folgenden sollen die beiden
wesentlichen 1D-NMR-Techniken zum Kohidrenztransfer in heteronuklearen Spinsystemen

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

X ¢1 ¢

ml t, I Tinix Abb. 11: Pulssequenz fiir das NOESY-

t2 Experiment. Der Phasenzyklus ist ¢; =

X, X5 Gy = 200, 2(x); 2(y), 2(-y):
Akquisition = X, -X, -X, X, ¥, -¥, =Y, ¥

Die INEPT-Sequenz

Die INEPT-Pulsfolge (Insensitive Nuclei Enhanced by Polarisation Transfer; Morris &
Freeman, 1979) bietet die Moglichkeit beim Kohédrenztransfer von I (hohes y) nach S
(niedriges y) die Sensitivitit um den Faktor yi/ys zu erhohen. Der 90°-Anregungspuls auf I
erzeugt transversale Magnetisierung, wéahrend nach der Zeit A je ein 90°-Puls auf beide
Kernsorten den Kohidrenztransfer bewirkt (Abb.12). Die 180°-Pulse dienen lediglich zur
Refokussierung, in der Zeit A findet somit nur Kohédrenztransfer unabhingig von der
chemischen Verschiebung beider Kerne statt. Das Auftreten von Multipletts in Antiphase
macht die Interpretation von INEPT-Spektren manchmal schwierig, so dafl hiufig eine

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

zusitzliche Wartezeit A angehédngt wird, wihrend der nochmals refokussiert wird.
Abb. 12: Pulssequenz fiir das INEPT-

X X
A2 IA/2 I
I
X y
Experiment. Die Wartezeit A/2 hat die

S Linge von 1/4Jys, so daB sich die skalare

1 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) gegeniiber der INEPT-Sequenz ist, daf sie nicht so stark von
Schwankungen der Kopplungskonstanten der I,S-Spinsysteme abhéngt. Die Unterscheidung
zwischen verschiedenen I,S-Spinsystemen erfolgt hier durch einen variablen Flipwinkel 3
anstatt eines Refokussierungsdelays (Abb.13). Der Kohirenztransfer erfolgt hier ebenfalls
unabhingig von der chemischen Verschiebung beider Kerne. Die 180°-Pulse refokussieren
die chemischen Verschiebung, sie entwickelt sich erst nach dem variablen Puls By fiir die I-

Spins.

>

Abb. 13: Pulssequenz fiir das DEPT-

ntkopplung Experiment. = Der  nicht  gefiillte
Protonenpuls hat einen Flipwinkel von

B° und dient zur optimalen Anpassung
der Pulssequenz an IS, I,S- oder I3S-

Spinsysteme (p = 90°, B = 45°, B = 35°).
Die Wartezeit A hat eine Linge von
t 1/2J;s, so daB sich die skalare Kopplung
zwischen den beiden Spins optimal

entwickeln bzw. refokussieren kann.

X
AIA
I
i

< ™

Das "N HSQC-Experiment

Das N HSQC-Experiment (Heteronuclear Single-Quantum Correlation; Bodenhausen &
Ruben, 1980) beinhaltet zwei INEPT-Schritte um Magnetisierung von Protonen auf
Heterokerne und wieder zuriick zu iibertragen (Abb.14). Durch die erste INEPT-Sequenz wird
'H Magnetisierung auf den "’N Heterokern iibertragen und befindet sich dort beziiglich des
Heterokerns in Antiphase. Protonen werden wihrend der Evolutionszeit t; vom Heterokern
entkoppelt, indem in der Mitte von t; ein 180° Puls angelegt wird. Ein anschlieBender zweiter
INEPT-Schritt iiberfiihrt die transversale Magnetisierung des '°N Heterokerns wieder in
detektierbare Protonenmagnetisierung. Es werden rein absorptive Linienformen erhalten. Man
erhilt ein zweidimensionales Spektrum von korrelierten Einzelsignalen fiir jede ISNH—Gruppe
im Molekiil. Durch Einsatz von Gradienten laft sich die Sensitivitdt des Experiments weiter

steigern (Kay et al., 1992).
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X X

I I
X
S

Das "N HTQC-Experiment

<

—

3 X X
) X Abb. 14: Pulssequenz fiir das "N HSQC-

¢
Experiment. Der Phasenzyklus ist ¢; = X, -
t,/2 t2 f A A X; 0 = 2(x), 2(-x); 03 = 4(y), 4(y)
fﬁntkopplung Akquisition = 2(x, -X, -X, X). A entspricht
einer Wartezeit von 1/4Js.

s

Im N HTQC-Experiment (Heteronuclear Triple-Quantum Correlation; Schmidt & Riiterjans,
1990) nutzt man eine modifizierte DEPT-Sequenz um Tripelquantenkohérenzen zu erzeugen.
Eine zeitlich umgekehrte DEPT-Sequenz konvertiert die Tripelquantenkoherdnzen
anschliefend wieder in detektierbare Einquantenkohédrenzen (Abb.15). Ein 180°-Puls auf den
Protonenkanal in der Mitte der t;-Zeit vertauscht Tripelquanten- und Einquantenkohirenzen
und refokussiert gleichzeitig die chemische Verschiebung der Protonen. Zur Vermeidung
phasenmodulierter Signale in der ®;-Dimension wird ein Refokussierungspuls auf den
Heterokanal eingestrahlt, der gleichzeitig mit dem ersten Protonenmischpuls erfolgt. Dieser
Puls  bewirkt, daB  die  urspriingliche  Phasenbeziechung der  Heterokern-
Magnetisierungskomponenenten wieder hergestellt wird und die Signale als reine
Absorptionslinien erhalten werden. Es ergibt sich ein zweidimensionales Spektrum von

korrelierten Signalen fiir jede '’NH,-Gruppe im Molekiil.

Abb. 15: Pulssequenz des "N HTQC-
Experiments. Der Phasenzyklus ist 0; = X, X, -X, -

A A tl A A XYY -y, -y ¢2 =X, -X] ¢3 =YY Y 7Y X X,
S ’m‘ X, X; Akquisition = x, -X, -X, X, -y, V, y, -y; A =

1/2);s.

Das 3D TOCSY-(*N,'H)-HSQC-Experiment

Beim 3D TOCSY—(ISN,lH)—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), wihrend die Heterokerne durch einen 180°-Puls in

der Mitte der Evolutionszeit t; von den Protonen entkoppelt werden. Dem ersten 90°('H)-Puls
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folgt ein zweiter 90°('H)-Puls, der die transversale Magnetisierung wieder in z-
Magnetisierung fiir die Mischperiode zuriickfiihrt. Die isotrope Spinlock-Feld transferiert 'H-
Magnetisierung u.a. auf die Amidprotonen eines gegebenen Spinsystems. Der 90°('H)-Puls
erzeugt erneut transversale Magnetisierung und leitet die HSQC-Sequenz ein. Nach der

Fourier-Transformation ergeben sich '’N-editierte homonukleare TOCSY-Spektren.

I WIHIII>

ty/2
t
S I I Entkopplung

Abb. 16: Pulssequenz fiir das 3D TOCSY-("°N,'H)-HSQC-Experiment. Der Phasenzyklus ist ¢, = 2(x), 2(-x); &>
= 4(x), 4(-x); 03 = x, -x; Akquisition = X, -X, X, -X, X, X, -X. Die Spinlock ,,Reinigungspulse (SL) haben eine
Lénge von 1-2 ms.

Das 3D NOESY-(*N,'H)-HSQC-Experiment

Das 3D NOESY-("N,'H)-HSQC-Experiment kombiniert die NOESY- und die HSQC-
Pulssequenz (Cavanagh et al., 1996). Am Anfang steht die Pulssequenz des homonuklearen
NOESY (Abb.17). Wihrend der Evolutionszeit t; werden die Heterokerne durch einen 180°-
Puls auf dem Heterokanal von den Protonen entkoppelt. Nach der Mischzeit T, leitet der
90°(lH)—Puls die HSQC-Pulssequenz ein. Nach der Fourier-Transformation ergeben sich ISN-
editierte homonukleare NOESY -Spektren.

o,

Itl/z t/2 I I I i I A
|

X

X
t,/2  ty2
S Entkopplung

Abb. 17: Pulssequenz fiir das 3D NOESY-(ISN,IH)-HSQC—Experiment. Der Phasenzyklus ist ¢ = X, -X; ¢, = X,
X, -X, -X; §3 = 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 Losungsstruktur eines Peptides oder Proteins miissen alle aus den NMR-
Daten gewonnenen strukturrelevanten Parameter, z. B. interatomare Abstandsbeschrinkungen
und Winkelinformationen unter Beriicksichtigung sterischer Randbedingungen kombiniert
werden. Bei der Verwendung von interatomaren Abstandsbeschrinkungen, wie sie ein
NOESY-Spektrum liefert, kann die Losungsstruktur mit Hilfe des Programms DYANA
(Giintert 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 Aminosdurereste wie Bindungslingen, —winkel und Chiralititen
wihrend der Strukturrechnung konstant gehalten. Die zur Verfiigung stehenden Freiheitsgrade
sind ausschlieBlich Diederwinkel. Das Protein wird als Baumstruktur mit einem starren
Basiskorper, der im Raum fixiert ist, und » starren Korpern, die durch » rotierbare Bindungen
verbunden sind, beschrieben (Abe et al., 1983). Die Baumstruktur startet am N-Terminus des
Proteinriickgrates und schreitet iiber die Seitenketten zum C-Terminus vor. Die Zielfunktion
V, gleichzusetzen mit der potentiellen Energie, zeigt, inwieweit die ermittelten

Konformationen die experimentellen Daten erfiillen. Es gilt:
Epot = 0V mit einem Gewichtungsfaktor oy =10 kJ mol ! A”

Die Zielfunktion enthilt alle Verletzungen der vorgegebenen Abstandsbeschrinkungen sowie
die van-der-Waals-Abstandsverletzungen fiir eine bestimmte gerechnete Struktur. Ziel der
Strukturrechnung ist die Minimierung dieser Zielfunktion durch Variation der Diederwinkel.

Die Zielfunktion V lautet:
V=Y w ) d” b’ 2+w D 1A ]2
c=0,u,v C(a,ﬁ)elc 2b dkeld 2 Fk ‘

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

Winkelbeschrinkungen erfiillt sind, sowie keine sterische Uberlappung zwischen nicht
miteinander verbundenen Atompaaren existieren. Die Parameter w. und wy sind
Wichtungsfaktoren fiir Bindungs- und Winkelbeschrinkungen. In der zweiten Summe werden
die oberen und unteren Abstandsverletzungen zwischen zwei Atomen o und 3 beschrieben,
wobei b die Abstandsbeschrinkung und d den tatsichlichen Abstand beschreibt. Die letzte

Summe faflit die Verletzungen der zulédssigen Diederwinkelintervalle zusammen. Dabei ist Ag
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die vorzeichenbehaftete GroB3e der Verletzungen eines der Diederwinkelintervalle und I'y die
Halbwertsbreite des verbotenen Diederwinkelintervalls (T, =7 —(6* —0,"")/2).

Grundsitzlich besteht hierbei die Gefahr, wihrend der Rechnung in ein lokales Minimum zu
gelangen, dessen Zielfunktion groBer ist als die des globalen Minimums. Diesem Problem
begegnet das Simulated-Annealing-Verfahren: Ein fiinftel der TAD-Schritte wird bei einer
hohen Temperatur von mehreren tausend Kelvin durchgefiihrt. Dadurch wird die freie
Beweglichkeit des Proteins iiber der Energiehyperfliche gewihrleistet und das Erreichen des
globalen Minimums ermdoglicht. Fiir die restlichen Rechenschritte wird die Temperatur

sukzessive auf null Kelvin gesenkt.

2.3  Energieminimierung

Die Strukturen der Torsionswinkeldynamikrechnungen entsprechen in der Regel nicht dem
energiedrmsten Ensemble, so daf eine anschlieBende Energieminimierung durchgefiihrt
werden sollte. Zur Energieminimierung von Proteinen verwendet das Modul hauptsichlich
zwei Algorithmen, die ,,Steepest Descent- und ,,Conjugate Gradient“-Methoden. Der
»Steepest Descent™“-Algorithmus sucht in gerader Linie entlang des Gradienten g; = -VE(r)
auf der Energiehyperfliache nach einem Energieminimum. Bei jedem Iterationsschritt erfolgt
die Richtungssuche dabei orthogonal zum vorherigen Gradienten. Da die Suchrichtung
standig oszilliert und friihere ungiinstige Richtungsentscheidungen stets iiberkorrigiert
werden, arbeitet dieser Algorithmus mitunter sehr ineffizient. Der Conjugate Gradient
Algorithmus hingegen beriicksichtigt das vorangegangene Suchergebnis mit. Dabei wird der

Richtungsvektor aus dem vorherigen Schritt, h;, mit einem Skalierungsfaktor y; gewichtet:

(gi+1_gi)gi+1
8 &

h, =g.+yh mt vy = (nach Fletcher-Reeves)

Dieser Algorithmus ist insbesondere bei flachen Energiehyperflichen sehr effektiv. In der
Praxis werden beide Algorithmen kombiniert. Der ,,Steepest Descent*“-Algorithmus wird fiir
die ersten Iterationsschritte eingesetzt, danach wird die Energieminimierung mit dem

,Conjugate Gradient““-Algorithmus fortgefiihrt.
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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) durchgefiihrt.

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 zusitzlich die Antibiotika Ampicillin und Chloramphenicol. Um Einzelkolonien zu
erhalten, wurden die Bakterien auf Agarmedien ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C
inkubiert. Fiir die Herstellung von Ubernachtkulturen wurde LB-Medium mit den benéotigten
Antibiotika mit einer Einzelkolonie angeimpft und im Luftbadschiittler bei 37°C angezogen.
Die Ubernachtkulturen dienten entweder der Isolierung von DNA oder dem Animpfen

groBvolumiger Fliissigkulturen.

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 Ubernachtkultur angeimpft und unter Schiitteln
bei 37°C inkubiert. Die heranwachsenden Zellen wurden bei Erreichen einer ODsso von 0,3-
0,5 fiir 10 min bei 4°C mit 3000 rpm abzentrifugiert und in 15 ml TF-B,-Puffer resuspendiert.
Nach 10 miniitiger Inkubation auf Eis wurde erneut zentrifugiert und das Zellpellet in 4 ml
TF-B,-Puffer resuspendiert. Die so erhaltenen kompetenten Zellen wurden in 200 pl
Portionen aliquotiert und bei —80°C gelagert.

Zur Transformation wurde ein Aliquot kompetenter Zellen mit DNA-Losung (10-500 ng)
gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach abschlieender Hitzeschockbehandlung (42°C
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fiir 1 min) wurde der Transformationsansatz mit 400 pul SOC-Medium gemischt, 60 min unter

Schiitteln 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 Ubernachtkultur im Verhiltnis 1 : 100
angeimpft. Als Fermentationsbedingungen wurden 37°C, eine Riihrgeschwindigkeit von 330
rpm und ein Luftdruck von 1,3 bar gewihlt. Der pH-Wert wurde kontinuiertlich gemessen
und konstant auf pH 7,2 gehalten. Das Wachstum wurde durch Messungen der ODggg
verfolgt. Bei einer ODggy 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).

Aufschlufl

Das Zellpellet wurde mit AufschluBpuffer (10 mM Tris/HCI, pH 7,4; 40 mM NaCl; 0,05%
NaN3j; 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 Zelltrimmer anschlieBend bei 4°C mit 80000 x g fiir 45 min

abzentrifugiert.

DNA-Fillung
Der Uberstand wurde bei 4°C langsam unter Riihren mit Protaminsulfat bis zu einer
Konzentration von 1,44% (w/v) versetzt. Nach 30 min Riihren wurde der Niederschlag bei

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

Entsalzung

Eine Gelfiltrationschromatographie wurde bei 4°C mit einer Schwerkraftsdule durchgefiihrt.

Sdulenmaterial: Sephadex G25 (Pharmacia)

Sdulenparameter: Grofe 20 x 3 cm; Fiillmenge 140 ml



3 Material und Methoden 28

FluBrate: 2 ml/min

Puffer: 10 mM Tris pH 7,4; 40 mM NacCl; 0,05% NaNj3

Die Sephadex G25 Siule wurde mit fiinf Sidulenvolumina Puffer Aquilibriert. Der Uberstand
der DNA-Fillung 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)

durchgefiihrt.

Sédulenmaterial: Q-Sepharose Fast Flow (Pharmacia, Schweden)
Saulenparameter: GroBe 19 x 6 cm; Fiillmenge 540 ml

FluBrate: 5 ml/min (Auftragen und Spiilen)

Puffer A: 20 mM Tris/HCI, pH 7,4; 0,05% NaNj3

Puffer B: 1 M NaCl

Das Eluat der Entsalzungssidule wurde auf die mit fiinf Sdulenvolumina Puffer A dquilibrierte
Sdule 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 fiir die anschlieBende Gelfiltration in einer Druckfiltrationszelle (Membran YM 10)

eingeengt.

Gelfiltrationschromatographie

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

durchgefiihrt.

Sédulenmaterial: Superdex G75 (Pharmacia, Schweden)
Sédulenparameter: GroBe 60 x 2,5 cm; Fiillmenge 300 ml
FluBrate: 0,8 ml/min

Puffer: 100 mM K,;HPOy, pH 7,4; 0,05% NaNj3
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Die Superdex G75 Sédule wurde mit fiinf Sdulenvolumina Puffer bei gegebener Flufrate
dquilibriert. 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 Affinitdtschromatographie wurde bei Raumtemperatur mit einer Schwerkraftsdule

durchgefiihrt.

Sdulenmaterial: Lipidex 5000 (Canberra-Packard)
Sdulenparameter: 5 x 11 cm, Fiillmenge 220 ml
FluBrate: 0,5 ml/min

Puffer: 20 mM K,HPO, 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 Saulenvolumina Puffer dquilibrierte Séule
aufgetragen und die gesammelten Fraktionen durch UV-Detektion bei 280 nm verfolgt. Das
Lipidexmaterial wurde anschlieBend mit Methanol regeneriert und erneut mit Puffer
dquilibriert. 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.

3.24 Relipidierung von H-FABP

Wenn kein Fettsduresalz kiduflich erhiltlich war, wurde die Fettsdure in einer ethanolischen
KOH-Losung gelost. Die ethanolische Phase wurde anschlieBend an einem
Rotationsverdampfer abdestilliert und das erhaltene Fettsduresalz in 20 mM
Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4) aufgenommen. Delipidiertes H-FABP wurde im Unterschuf3
(je nach Loslichkeit der Fettsdure) zugesetzt und das Volumen auf 20 ml eingestellt. Die
Losung wurde iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Ungebundene Fettsdauren wurden durch
Umpuffern entfernt (sieche 3.2.6) und die relipidierten FABP Proben NMR-spektroskopisch

untersucht.
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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 ug C17-
Fettsdure als internem Standard versetzt, 30 min bei —80°C eingefroren und iiber Nacht
lyophilisiert. Die Aufarbeitung der Proben nach Miiller et al. (1990) und die anschlieende
Analyse durch GC erfolgte freundlicherweise durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe von Prof.

Dr. Schubert-Zsilavecz am Institut fiir Pharmazeutische Chemie.

Protein-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Nach Limmli (1970) erfolgte die SDS-Gelelektrophorese unter reduzierenden und
denaturierenden Bedingungen.

Die Gele wurden etwa 15 min bei 50°C geférbt (0,1% PhastGel Blue R, 40% Methanol, 10%
Essigsdure) und anschlieBend bis zur gewiinschten Aufhellung des Hintergrundes entférbt

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

Konzentrationsbestimmung von H-FABP

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

Wellenlidnge von A = 280 nm ( Ey, = 0,81; Jagschies et al., 1985).

3.2.6 NMR-Probenvorbereitung

Fiir NMR-Messungen wurde die Proteinlosung in einem Vivaspin-Konzentrator bei 4°C mit
3000 x g auf NMR-Puffer (20 mM K,HPOy,, pH variabel; 0,05% NaN3) umgepuffert, auf 0,5
ml eingeengt und mit 10% D,0 versetzt.

Beim H-FABP aus Rind wurde der NMR-Puffer auf pH 5,5 eingestellt; fiir 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 Signalheterogenititen 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) hinzuzufiigen.
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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 ("H) und 60,82 MHz (*°N) bei 298 K durchgefiihrt. Es
wurde ein Tripelresonanz-Probenkopf (‘H/"*C/"°N) mit XYZ-Gradientenkapazitiit verwendet.
Fiir das Spinlockfeld aller TOCSY-Experimente wurde die MLEV-17 Pulssequenz verwendet
(Bax & Davis, 1985). Fiir das HSQC und die 3D-Experimente wurden Gradienten zur
Kohirenzselektion sowie zur Wasser- und Artefaktunterdriickung 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 & Wiithrich, 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
(H,0:D,0 = 90:10 v/v) bei pH 7,0 mit 0,05 % NaN3 vor. Aus Stabilitdtsgriinden muBlten die
Mutanten F4E, L66G und E72S zusitzlich mit 1M Harnstoff, die Mutanten W8E und
FAS/W8E mit 2M Harnstoff vermessen werden. Die Experimente wurden bei 298 K
durchgefiihrt. Die Spektren wurden mit 3-Trimethylsilyl[2,2,3,3-*H,]propionat als externe
Referenz kalibriert (Wishart ef al., 1995).

1D 'H-NMR: Die 1D 'H-NMR-Experimente wurden unter Sittigung der H,O-
Losungsmittelresonanz mit einer spektralen Weite von 8389 Hz aufgenommen. Der FID von
16 K Grofle wurde vor der Fourier-Transformation mit einer Sinus-Funktion multipliziert und
mit Nullen aufgefiillt.

'"H/'H-TOCSY und 'H/'H-NOESY: Die 'H/'H-TOCSY- und 'H/'H-NOESY-Experimente
wurden bei einer spektralen Weite von jeweils 8389 Hz mit 512 Datenpunkten in der t;-
Dimension und 2048 Datenpunkten in der t,-Dimension aufgenommen. Die Mischzeit des
NOESY-Experiments betrug 200 ms, das Spinlock-Feld der TOCSY-Experimente betrug 3
ms (um nur *J-Kopplung wie im COSY zu ermdglichen) bzw. 80 ms. Die Sittigung der H,O-
Losungsmittelresonanz erfolgte bei TOCSY und NOESY wihrend des Relaxationsdelays,
beim NOESY auch noch teilweise wihrend der Mischzeit. Vor der Fourier-Transformation

wurde der FID zum Erhalt einer 2048 x 2048 Datenmatrix mit Nullen aufgefiillt, in der t;-
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Dimension mit einer Sinus-Funktion und in der t,-Dimension mit einer Sinusquadrat-Funktion
multipliziert. Eine anschlieende Basislinienkorrektur erfolgte in der m,-Dimension mit einem

Polynom fiinfter 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
(H,0:D,0 =90:10 v/v) bei pH 5,5 mit 0,05 % NaN3 vor. Die Experimente wurden bei 310 K
durchgefiihrt. Fiir die Kalibrierung wurde 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat als externe
Referenz verwendet (Wishart ef al., 1995).

"H/'H-TOCSY und 'H/'H-NOESY: Die 'H/'H-TOCSY- und 'H/'H-NOESY-Experimente

wurden wie unter 3.1.1 beschrieben durchgefiihrt.

3.3.3 B-FABP Spektren

Die homonuklearen und '’N-markierten NMR-Proben lagen in einer Konzentration von 2-4
mM in 20 mM Phosphatpuffer (H,O:D,0 = 90:10 v/v) bei pH 7,0 mit 0,05 % NaN3 vor. Die
Experimente wurden bei 298 K durchgefiihrt. Die Entkopplung der Heterokerne wurde bei
allen '’N-NMR-Experimenten wihrend der Datenaufnahme wurde mit einer GARP Sequenz
durchgefiihrt. Die Spektren wurden mit 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat als externe
Referenz kalibriert (Wishart ef al., 1995).

'"H/'H-TOCSY und 'H/'H-NOESY: Die 'H/'H-TOCSY- und 'H/'H-NOESY-Experimente
wurden mit einer spektralen Weite von jeweils 9615 Hz fiir beide Dimensionen wie unter
3.3.1 beschrieben durchgefiihrt.

HSQC: Das HSQC-Experiment wurde ungefaltet (gefaltet) mit einer spektralen Weite von
9615 Hz (9615 Hz) fiir die 'H-Dimension (t,) und 6446 Hz (1946 Hz) fiir die '’N-Dimension
(t;) aufgenommen. Vor der Fourier-Transformation wurde der FID zum Erhalt einer 2048 x
1024 Datenmatrix mit Nullen aufgefiillt und in beiden Dimensionen mit einer um 7/2
verschobenen Sinusquadrat-Funktion multipliziert.

HTQC: Das HTQC-Experiment wurde mit einer spektralen Weite von 2097 Hz fiir die 'H-
Dimension (t;) und 425 Hz fiir die N-Dimension (t;) aufgenommen. Vor der Fourier-
Transformation wurde der FID zum Erhalt einer 1024 x 512 Datenmatrix mit Nullen
aufgefiillt und in beiden Dimensionen mit einer um 7/3 verschobenen Sinusquadrat-Funktion

multipliziert.
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3D TOCSY-(**N,'H)-HSQC: Das 3D TOCSY—(ISN,lH)—HSQC—Experiment wurde mit einer
spektralen Weite von 9615 Hz fiir beide '"H-Dimensionen (t; und t,) und 1946 Hz fiir die '°N-
Dimension (t3) aufgenommen. Vor der Fourier-Transformation wurde der FID zum Erhalt
einer 1024 x 256 x 128 Datenmatrix mit Nullen aufgefiillt und in allen Dimensionen mit einer
um 1/2 verschobenen Sinusquadrat-Funktion multipliziert.

3D NOESY-(**N,'"H)-HSQC: Das 3D NOESY-("°N,'H)-HSQC-Experiment wurde mit einer
spektralen Weite von 9615 Hz fiir beide 'H-Dimensionen (t; und t3) und 1946 Hz fiir die '°N-
Dimension (t;) aufgenommen. Vor der Fourier-Transformation wurde der FID zum Erhalt
einer 2048 x 256 x 128 Datenmatrix mit Nullen aufgefiillt und in allen Dimensionen mit einer

um 7/2 verschobenen Sinusquadrat-Funktion multipliziert.

3.4  Strukturbestimmung

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

schematisch gezeigte Vorgehensweise gewihlt:

NMR-Spektren

a
NMR2ST
b
DYANA |,
d
mehrfach zu
durchlaufender
Zyklus
e
| Analyse,
c GLOMSA
EM |

Abb. 18: Schema der Strukturbestimmung:

a) Kalibrierung der aus den NOESY-Spektren gewonnenen NOE-Abstandsbeschrinkungen
b) Automatisierte Generierung der NOE-Abstandsbeschriankugen mit NMR2ST

¢) Torsionswinkeldynamikrechnung mit DY ANA

d) Analyse der Konformere, stereospezifische Analyse prochiraler Gruppen mit GLOMSA
e) Energieminimierung der Konformere
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3.4.1 Automatisierte Generierung der NOE-Abstandsbeschrinkugen mit NMR2ST

Die aus homo- und heteronuklearen NOESY-Spektren gewonnenen NOE-
Abstandsbeschrinkungen wurden intern kalibriert und in Kategorien von 2,5, 3,0, 3,5, 4,5 und
6,0 A eingeteilt. Als Orientierung dienten gut aufgeloste intramolekulare NOE-Kreuzsignale
(z.B. Glycin Hoy) sowie Signale, die fiir o-Helix oder B-Faltblatt charakteristisch sind. Unter
Zuhilfenahme einer sehr dhnlichen Ausgangsstruktur (Balendiran et al., 2000) wurde eine

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

3.4.2 Stereospezifische Analyse prochiraler Gruppen mit GLOMSA

Das Programm GLOMSA (Giintert 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
anschlieBenden DYANA-Liufen verwendet. Chemisch &quivalente Protonen und nicht
zugeordnete Stereopartner werden von DY ANA nach Wiithrich et al. (1983) als Pseudoatome
behandelt (Tab. 4).

Tab. 4: Pseudoatomkorrekturen in (A) fiir chemisch dquivalente Protonen zur verbesserten Apgabe von NOE-
Abstandsbeschriankungen in Proteinen. Die Grof3buchstaben A, B, G, D, E und H wurden in Ubereinstimmung
mit den Positionen der Seitenkettenprotonen in den jeweiligen Aminosiuren verwendet (Wiithrich ez al., 1983).

Chemisch dquivalente Protonen Pseudoatome Korrekturfaktor (A)
Methylen-Gruppe QA, QB, QG, QD,QE,QH 0,9
Methyl-Gruppe QG, QD 1,1
Isopropyl-Gruppe QQG, QQD 2,3
Phenylring (HS oder He) QD, QE 2,2
Phenylring (alle Protonen) QR 2,5

Zur Verfeinerung der Losungsstruktur des humanen B-FABP wurde ein strukturgefilterter
Iterationsproze3 durchlaufen (sieche Abb. 18). Es wurden jeweils 100 Strukturen gerechnet,
die Abstandsverletzungen der 20 besten Konformere anhand der NMR-Spektren analysiert
und die Abstandsbeschriankungen falls erforderlich korrigiert. Mit den verbesserten NOE-
Abstandsbeschrinkungen wurden so oft neue DYANA-Liufe gestartet, bis die Zielfunktion
einen Wert < 1 A” erreichte. Ab diesem Zeitpunkt wurde zusitzlich das Programm GLOMSA

(Giintert et al., 1991) eingesetzt. Mit insgesamt 106 stereospezifischen Zuordnungen wurden
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schlieBlich 300 Strukturen in 8000 Annealing-Schritten gerechnet. Die 20 besten Strukturen
mit einer Zielfunktion < 0,1 A® wurden energieminimiert. Hierfir 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 {berpriift, 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 Priparation

4.1.1.1 Expression und Isolierung von Rinderherz FABP
Die Expression der pl 5,1 Isoform (Billich et al., 1988) von rekombinantem Rinderherz FABP
3.1.2)

(Oudenhampsen, 1992) mit dem =zusitzlichen 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,

erfolgte nach frischer Transformation (siehe des Expressionskonstruktes

durchgefiihrt. Nach Aufschlufl der Expressionszellen durch Ultraschall und anschlielender
DNA-Fillung wurde die Proteinlosung durch Umpuffern auf 20 mM Tris/HCI (pH 7,4; 0,05%
NaN3) fiir die Anionenaustauschchromatographie vorbereitet. Das FABP bindet nicht an das
Sédulenmaterial und erscheint im Durchbruch. Bei der darauffolgenden Gelfiltration wurde das
H-FABP mit 100 mM K,HPO, (pH 7.,4; 0,05% NaN3) abschlieBend 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
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Abb. 19: Elutionsprofile der (A) FAST-Q Anionenaustauschchromatographie und (B) Superdex G75
Gelfiltration. Der Hauptpeak der Gelfiltration enthilt 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.

kDa
43
29
18 Abb. 20: Nachweis der Reinheit des
14 praparierten H-FABP mit SDS-
6.3 PAGE. Bahn 1 zeigt H-FABP nach
der Gelfiltration, Bahn 2 den
Molekulargewichtsmarker (Low
1 2 R
ange).

4.1.1.2 Delipidierung und Relipidierung von Rinderherz FABP

Fiir die NMR-spektroskopischen Untersuchungen der Protonenspinsystem-Heterogenititen
war es erforderlich, die endogen an H-FABP gebundenen Fettsduren zu entfernen (siehe
2.4.3). Fiir 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 Palmitinsdure (C16:0; 1:5), Palmitoleinsdure (C16:1;
1:5), Stearinsidure (C18:0; 1:1) oder Olsiure (C18:1; 1:3) relipidiert, wie unter 3.2.4.

beschrieben, wobei die jeweilige Fettsiure im Uberschuf} vorlag.

4.1.1.3 GC-Analyse von Rinderherz FABP

Zur Untersuchung der endogen am H-FABP gebundenen Fettsduren wurde eine
gaschromatographische Analyse durchgefiihrt (siehe 2.4.5). Da E .coli Bakterien, in denen das
H-FABP exprimiert wurde, nur geradzahlige Fettsduren synthetisieren konnen, wurde zur
GC-Analyse eine definierte Menge Margarinsidure (C17:0) als interner Standard zugesetzt.
Die Peakfliche der Magarinsidure wurde ins Verhiltnis zu den anderen Fettsdurepeaks gesetzt
und auf diese Weise der Lipidierungsgrad bestimmt. Vor und nach zweimaliger Delipidierung
wurde fiir das H-FABP ein Beladungsgrad von 82% bzw. 21% ermittelt. Nach der
Relipidierung war keine quantitative Analyse moglich. Die jeweils zugesetzten Fettsduren
waren aber in sehr groler Menge im Verhiltnis zum Standard nachweisbar, so da3 eine

vollstiandige Relipidierung angenommen werden konnte.
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4.1.2 Spinsystem-Heterogenititen beim H-FABP aus Mensch und Rind

4.1.2.1 Spinsystem-Heterogenititen

Fiir das native H-FABP aus Rind wurden 23 Spinsystem-Heterogenititen gefunden (Liicke et
al., 1992). Diese mehrfach vorkommenden Spinsysteme représentieren verschiedene stabile
konformationelle Zustidnde, die innerhalb der NOESY-Zeitskala von 100-200 ms nicht
untereinander austauschen. Abb. 21 zeigt die Aminosédurereste mit mehrfachen Spinsystemen

im nativen Rinderherz FABP.

Abb. 21: Graphische Darstellung der Aminosdurereste mit mehrfachen Spinsystemen im
nativen Rinderherz FABP. Das Auftreten von Spinsystem-Heterogenititen im Proteinriickgrat
und den Aminosiureseitenketten sind getrennt, aber in der gleichen Farbkodierung dargestellt.
Griin, gelb und rot stehen fiir zweifach, dreifach und vierfach auftretende Protonenspinsysteme.
Bereiche in Magenta zeigen verschmierte (G120 Proteinriickgrat) oder fehlende (F57 Ring)
Protonenresonanzen. Unterschiede zwischen Protonenresonanzen der pl 5,1 und pl 4,9
Isoformen sind dunkelblau gekennzeichnet. Grundlage der hier dargestellten Struktur ist die
Rontgenstruktur des humanen H-FABP mit Olsiure als Ligand (Young et al., 1994).
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Die Spinsystem-Heterogenitidten treten hauptsidchlich um die sogenannte Portalregion herum
auf, d. h. in Helix o-II und in den Schleifenregionen zwischen den Stringen BC und BD sowie
BE und PBF. Man vermutet, daB durch diese Portalregion auch der Ein- und Austritt des
Fettsdureliganden erfolgt (Scapin et al., 1993). Deutlich beobachtbar sind die vierfachen
Protonenspinsysteme von K58, N59 und T60. Vier separate Kreuzsignale sind in den
TOCSY-Spektren fiir die HN-CaH Konnektivitit zwischen N59 und T60 beobachtbar
(Abb.22; oberes linkes Spektrum). Das dazugehorige NOESY-Spektrum zeigt jeweils genau
ein sequentielles dyn(i,i+1) Signal zwischen den entsprechenden Spinsystemen von N59 und

T60 (Abb.22; unteres linkes Spektrum).

Rinderherz FABP Humanes Herz FABP Humane F57S-Mutante
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Abb. 22: Die TOCSY-Spektren (obere Reihe) zeigen die Spinsystem-Heterogenitidten im Proteinriickgrat (HN-
CoaH Kreuzsignale) fiir N59 und T60. In den NOESY-Spektren (untere Reihe) finden sich NOE-Kreuzsignale
fiir jeden einzelnen konformationellen Zustand der beiden Aminoséduren. Im Falle des nativen H-FABP aus Rind
wurden vier separate Protonenspinsysteme (a-d) beobachtet, wihrend fiir rekombinantes humanes H-FABP und
die humane F57S Mutante lediglich zwei Spinsysteme (a und b) fiir 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 eingefirbt) treten ebenfalls Protonenspinsystem-Heterogenitidten auf. Die Ursache
hierfiir ist ein zweite Proteinisoform (pI 4,9). Im rekombinanten H-FABP aus Rind sind diese
Heterogenititen nicht vorhanden, da nur die plI 5,1 Isoform kloniert wurde (Billich et al.,
1988).

Die Ursache der Heterogenititen war lange Zeit unklar. Lu et al. (2000) postulierten als
mogliche Erkldarung fiir das CRBP II unterschiedliche Konformationen des Proteins. In
mehreren Rontgenstrukturen 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 konnte die F57-Seitenkette sich abhiingig
von der Kettenldnge der Fettsdure orientieren. Da F57 ein hochkonservierter Rest in der
FABP-Familie ist, nahm man an, daB er moglicherweise als beweglicher Deckel fiir die
Portalregion fungiert. In NMR-Spektren fiihren unterschiedlich orientierte aromatische
Ringsysteme oft zu einer Verschiebung der Resonanzfrequenzen benachbarter Kerne durch
den sogenannten ,,Ringstromeffekt”. Die Heterogenitidten konnten also durch unterschiedliche
Stellungen des F57-Rings hervorgerufen werden. Wie weiter unten diskutiert, ist dies jedoch

nicht die Begriindung fiir das Auftreten der Spinsystemheterogenitéten.

4.1.2.1 Humanes H-FABP

Analog zum Rinderherz FABP zeigt das humane H-FABP (89% Sequenzhomologie)
ebenfalls Heterogenititen fiir die Reste N59 und T60. Obwohl die Spinsysteme nicht mehr
vierfach auftraten (Abb. 22; mittleres Spektrenpaar), sind immer noch zwei Konformationen
fiir beide Aminoséduren erkennbar. Um den Ringstromeffekt des F57-Rings als Ursache fiir die
Heterogenititen auszuschlieBen, 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 Bindungsaffinitit relativ zum Wildtyp (Prinsen et al., 1996). Da auch fiir 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 fiir die beobachteten Spinsystem-Heterogenititen sein. Vielmehr scheinen die
Spinsystem-Heterogenitidten unterschiedliche Konformationen des Proteinriickgrates zu

repriasentieren, wie weiter unten angedeutet.
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4.1.2.3 Fettsidureliganden

Um die Verteilung der Spinsystem-Heterogenititen in den NMR-Spektren abhéngig von der
gebundenen Fettsdure zu untersuchen, wurden die Rinderherz FABP-Proben zuerst delipidiert
und anschliefend mit unterschiedlichen Fettsduren relipidiert (siehe 3.2.3 und 3.2.4). Eine
GC-Analyse (sieche 3.2.5) zeigte, daBl bestenfalls 80% der endogenen Fettsduren nach
zweimaliger Delipidierung mit der Lipidex-Methode (Glatz & Veerkamp, 1983) entfernt
werden konnten. Wahrscheinlich ist die starke Bindungsaffinitdt des H-FABP im Vergleich
zu anderen FABPs der Grund fiir die unvollstindige Delipidierung. Abhingig von der
jeweiligen Proteinpridparation waren in den TOCSY-Spektren unterschiedliche Verhéltnisse

der HN-CoH Kreuzsignale fiir N59 beobachtbar (Abb. 23). Die Summe der Peakvolumina

aller vier Kreuzsignale entspricht dem mittleren Peakvolumen des HN-CoH Signals von
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Abb. 23: Ausschnitt aus den TOCSY-Spektren drei verschiedener delipidierter Proben von rekombinanten H-
FABP aus Rind (A, B, C). Die Fluktuationen der Spinsystem-Heterogenitiiten von N59 zeigen keine
Bevorzugung eines bestimmten Konformationszustandes im apo-Protein.

Aminosdureresten, die nur ein einziges Protonenspinsystem aufweisen. Da nur noch 20% der
Proteinprobe lipidiert sind (GC-Analyse, siehe 3.2.5), repridsentieren 80% der aufaddierten
Peakvolumina die apo-Form. Keines der vier Signale ist eindeutig dominant in allen
delipidierten Proben, so daf} ein langsamer Austausch zwischen den Konformationen fiir das
apo H-FABP angenommen werden kann.

Die delipidierten Proben wurden mit Palmitinsdure, Palmitoleinsiure, Olsdure oder
Stearinsdure relipidiert (siehe 3.2.4). Die TOCSY-Spektren (Abb. 24) zeigen eindeutig, dall
durch die jeweilige Fettsdure ein einzelnes HN-CoH Signal betont wird, welches auf einen
bevorzugten Konformationszustand des Proteinriickgrates hindeutet. Fiir N59 konnten somit

die vier HN-CaH Kreuzsignale mit (A) Palmitoleinsdure (Cie.1), (B) Palmitinsédure (Cj.), (C)
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Olsidure (Cjs.1) bzw. (D) Stearinsdure (Cg.0) gleichgesetzt werden. Eine direkte Abhéngigkeit
zwischen der Konformation des Proteinriickgrates und der Kettenldnge des gebundenen
Fettsaureliganden ist daher naheliegend. Die teilweise noch lipidierten Proteinproben in Abb.
23 wurden mit einem Uberschuf} Fettsiure relipidiert (siehe 3.2.4). Z.B. wurde die H-FABP
Probe aus Abb. 23 A mit einem Uberschuf} Stearinsiure (Cg.) versetzt. Das Spektrum der
erhaltenen Probe in Abb. 24 D zeigt, dal Konformationszustand a (Stearinsdure (Cjs,0) ) nun
dominierend ist. Die Signale fiir Palmitoleinsiure (C¢.;), Palmitinsidure (Cjs0) und Olsdure
(Cis:1), welche die Konformationszustidnde b-d reprisentieren, sind nahezu verschwunden.

Fiir Wildtyp und F57S Mutante des humanen H-FABP wurden nur die Olsidurekomplexe
hergestellt. Analog zum H-FABP aus Rind, wurde nur ein bevorzugtes HN-CoH Kreuzsignal
in den TOCSY-Spektren beobachtet (Abb. 25). Auch fiir das humane H-FABP gibt es
offensichtlich abhéngig von Liganden eine Hauptkonformation des Proteinriickgrates. Daher
erscheint es naheliegend, da3 durch die Anwesenheit von nur zwei Protonenspinsystemen in
der Proteinprobe des nicht delipidierten humanen H-FABP hauptsiachlich nur zwei

unterschiedliche Fettsiuren (Olsdure und vermutlich Palmitinsdure) vorhanden sind.
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Abb. 24: Ausschnitt aus den TOCSY-Spektren des rekombinanten relipidierten H-FABP aus
Rind. Zu sehen sind die HN-CoH Signale von N59 nach Relipidierung mit (A)
Palmitoleinsdure (Cyq,), (B) Palmitinsiure (Ciqy), (C) Olsdure (Cys.) bzw. (D) Stearinsiure
(Ci3.0). Die Spektren zeigen eindeutig, daB eine bestimmte Fettsdure fiir einen
Konformationszustand steht, wie a fiir Stearinsdure, b fiir Olséure, ¢ fiir Palmitinsdure und d
fir =~ Palmitoleinsdure.  Aufgrund unterschiedliche  Delipidierungsergebnisse  sind
dariiberhinaus noch einige Peaks mit geringeren Intensititen sichtbar.
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Abb. 25: Ausschnitt aus den TOCSY-Spektren von humanem H-FABP mit
Olsdure: (A) Wildtyp und (B) F57S Mutante. Im Vergleich mit Abb. 22
(mittleres und rechtes oberes Spektrum) zeigen die HN-CoH Signale von N59
im Olsiurekomplex 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 Sekundérstrukturelemente der H-FABP Mutanten (Zimmerman et
al.,, 1999) zu untersuchen, wurden 1D und 2D (TOCSY, NOESY) '"H-.NMR Spektren
aufgenommen. Die Proben wurden freundlicherweise von Aukje Zimmerman (Universitit
Nijmegen) zur Verfiigung gestellt. Ausgehend von der Resonanzzuordnung des humanen H-
FABP bei pH 5,5 und 310 K (Liicke et al., 2001) wurden aus Stabilititsgriinden Wildtyp und
Mutanten bei pH 7,0 und 298 K so weit wie moglich nach der Methode von Wiithrich (1986)

zugeordnet.

Im Folgenden sollen die Motive fiir die Herstellung der einzelnen Mutanten kurz vorgestellt
werden:

1) F4E, F4S, F4S/WSE, WSE, F64S: Ein konservierter hydrophober Bereich, der die
Aminosduren F4, W8 und F64 umfalt, befindet sich am Boden der Offnung zwischen den
Faltblattstrangen BD und BE. Moglicherweise trigt er zur Proteinstabilitit bei. Beim A-FABP
fiihrten die W8F und W8Y Mutanten zu unloslichem 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 Fettsdure (Zanotti er al., 1992) legen eine Schliisselrolle des Restes fiir
Ligandenspezifitit und —affinitit nahe. Mutationen dieses Restes haben tatsdchlich starke
Auswirkungen auf Bindung und Stabilitit (Prinsen et al., 1996; Zimmerman et al., 1999).

3) K21I: K21 liegt in a-Helix I an der Proteinoberfldche und scheint eine wichtige Rolle bei
der Interaktion mit negativ geladenen Membranen zu spielen. Eine Acetylierung bzw.
Mutation dieser Aminosédure zu Isoleucin reduzierten den Transfer von markierten Fettsduren
durch H-FABP zu Phospholipidvesikeln (Herr et al., 1996). Die geladene Seite der a-Helix I
scheint bei Membranwechselwirkungen beteiligt zu sein, wie Versuche mit der “helixlosen‘
Variante des [-FABP zeigten (Cistola et al., 1996; Corsico et al., 1998).

4) L66G: Bindungsstudien und MD-Simulationen am CRBP zeigten, da3 die Mutation von
G67 einen Verlust der Retinolbindung hervorrief (Van Aalten et al., 1997). Beim I-FABP
trigt eine flexible Schleifenregion bestehend aus Aminosduren 63-66 (‘“hinge* Region)
moglicherweise zur Ligandenbindung bei (Kim et al., 1997). Beim H-FABP ist eine dhnliche
Region, bestehend aus L66, G67 und V68, vorhanden.

5) E72S: Der Aminoséurerest E72 liegt zwischen den Faltblattstringen BD und BE am Rande
der ,,gap* Region. Die Seitenkette zeigt in die Bindungstasche hinein und bildet mit H93,
R106 und drei Kristallwassermolekiilen ein elektrostatisches Netzwerk (Young et al., 1994).
Beim I-FABP wurde lediglich eine kleinere Offnung zur Bindungstasche beobachtet, die
NMR-Daten sind jedoch nicht eindeutig (Hodsdon et al., 1997).

Ein Vergleich der 1D "H-NMR Spektren der Mutanten mit dem Wildtyp zeigt (Abb. 26), daf
fast alle Mutanten eine Signalaufspaltung von 10,2 bis —0,4 ppm wie der Wildtyp aufweisen
und somit die B-FaBstruktur der FABPs in den meisten Fillen noch intakt ist. Eine Ausnahme
sind die WS8-Mutanten W8E und F4S/WS8E, welche den Verlust der FABP-Struktur
aufweisen. Die 2 M Harnstoffkonzentration ist jedoch nicht die Ursache fiir diese
Strukturverdanderung, da die Wildtyp-Spektren in dem gleichen Puffer eine korrekte Faltung
zeigen. Bei allen anderen Mutanten ist die B-Faltblattstruktur noch konserviert, worauf die
gro3e Anzahl der Amidprotonen im Bereich von 9 bis 10 ppm sowie die Methylresonanzen
unterhalb 0,5 ppm hindeuten.

Fiir eine detailliertere Analyse der Strukturverdnderungen wurden 2D NMR-Spektren
aufgenommen. Aufgrund des hohen pH-Wertes, konnten nicht alle NH-Resonanzen
identifiziert werden, allerdings war eine partielle Zuordnung méoglich. Fast alle Mutationen
konnten durch die Spektren bestitigt werden. Nur fiir E72S war dies aufgrund der schlechten

Spektrenqualitit nicht moglich. Tab. 5 zeigt die Prozentzahl der zugeordneten Aminosduren
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sowie die Zahl jener identifizierten NOE-Kreuzsignale, die fiir die Sekundirstrukturelemente

B-Faltblatt und o-Helix charakteristisch sind.
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e oot b b,
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Abb. 26: Alle Spektren wurden bei 600 MHz, pH 7,0 und 298 K aufgenommen. Die
Wasserresonanz bei 4,8 ppm wurde ausgeblendet. Die grof3e Dispersion von 10,2 bis —0,4
ppm zeigt sich fiir alle Spektren, auler bei den Mutanten W8E und F4S/WS8E. Dies deutet
auf eine konservierte B-Faltblattstruktur mit Ausnahme der W8-Mutanten hin. Das breite
Signal bei 5,8 ppm in einigen Spektren rithrt vom Harnstoff (urea) her.

Einige Mutanten zeigten geringe Stabilitdt wahrend der ein- bis zweitdgigen Messungen unter

den oben genannten Bedingungen, was sich in einer schlechten Spektrenqualitét duflerte. Den
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stiarksten Proteinverlust (Prizipitation) wihrend der Messungen zeigten die Mutanten F16S
und E72S. Da die groe Dispersion der Signale immer noch vorhanden war, und die Hoch-
und Tieffeld verschobenen Spinsysteme mit denen des Wildtyps iibereinstimmten, lag der
Schluf} nahe, daf} die globale Faltung beider Mutanten noch der des Wildtyps entsprach. Eine
Zuordnung war jedoch nur noch teilweise moglich, weil die Anzahl der beobachteten
Protonenresonanzen gegeniiber dem Wildtyp deutlich verringert war. Ein Grofteil des
Proteins schien offenbar denaturiert vorzuliegen, da die relativen Signalintensititen der
Methylprotonen unterhalb von 0,5 ppm sehr niedrig war bezogen auf die Methylresonanzen

zwischen 1,0 — 0,9 ppm.

Tab. 5: Uberblick iiber den Grad der Zuordnung fiir Wildtyp und Mutanten des humanen H-FABP. Fiir den
Wildtyp bei pH 5,5 und pH 7,0, sowie fiir die Mutanten bei pH 7,0 ist die Prozentzahl der zugeordneten
Aminosduren und die Zahl der identifizierten NOE-Kreuzsignale in den Sekundirstrukturelementen [3-Faltblatt
und o-Helix angegeben.

H-FABP zugeordnete NOE-Kreuzsignale = NOE-Kreuzsignale Harnstoff-

Aminosduren  in den B-Faltbldttern  in den o-Helices konzentration
WT (pH 5,5) 99% 130 40 -
WT (pH 7,0) 90% 91 23 -
F4E 77% 59 25 M
F4S 72% 58 25 -
F4S/W8E - - - 2M
WSE - - - 2M
F16E 80% 68 2 -
F16S 30% 9 - -
K211 89% 96 20 -
F64S 71% 69 14 -
L66G 78% 74 12 IM
E72S 67% 33 6 M

Die 2D Spektren der W8-Mutanten W8E und F4S/WS8E lassen vollstindige Denaturierung
vermuten. Trotz einiger Unterschiede in den Spektren der beiden Mutanten, war eine
weitergehende Analyse der Daten aufgrund die geringe Dispersion der Protonenresonanzen
unmoglich.

Die Mutanten F4E und F16E zeigten deutliche bzw. schwache Prizipitation wihrend der
Messungen. Die Spektrenqualitit war jedoch ausreichend, um eine Analyse der
Sekundirstrukturelemente wie fiir die stabilen Mutanten durchzufiihren: NOE-Kreuzsignale

in den [-Faltblittern deutete auf eine intakte B—FaBstruktur der Mutanten hin. Starke

dan@,it+l),  dep(i,i+3), don(i,i+3) und  dnn(i,i+2) NOE  Konnektivititen zeigten das
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Vorhandensein der Helix-Turn-Helix Domine. Dariiberhinaus waren Informationen iiber die
globale Faltung durch den Vergleich der chemischen Verschiebungen von Mutanten und
Wildtyp erhéltlich. Diese waren in der Regel vergleichbar, aufler in der unmittelbaren
Umgebung des mutierten Aminoséurerestes. Im Falle der F16-Mutanten wurde die Region der
o-Helix I allerdings nur unzureichend charakterisiert, weil die Protonenresonanzen der
Aminoséduren um die Mutationstelle herum nicht zugeordnet werden konnten.

Die Mutanten, die sich wihrend 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,
dafB alle Mutanten auBer den beiden W8-Mutanten prinzipiell noch die fiir FABPs typische 3-

FaBstruktur 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 "H-Resonanzen

Die Zuordnung der 'H-Resonanzen des humanen B-FABP wurde nach der Methode von
Wiithrich (1986) vorgenommen. In wissrigem Phophatpuffer (20 mM K,HPO,, pH 7,0;
0,05% NaNj3; 10% D,0O) wurden mit dem B-FABP homonukleare TOCSY- und NOESY-

Spektren aufgenommen.

'H chemische Verschiebung (ppm)

'H chemische Verschiebung (ppm)

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

direkt korrelierte *J uu- und 3y uu-Kopplungen. Fiir die vollstindige Zuordnung der Resonanzen

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

durchgefiihrt. Dabei liefert der im TOCSY-Experiment

angewendete

mehrfache

Kohérenztransfer auch Kreuzsignale zwischen Protonen, die iiber mehr als drei Bindungen

miteinander wechselwirken. Die an C%, CP- und C"®¢- gebundenen Protonen sind aufgrund

dieses Effektes mit den H"-Resonanzen des jeweiligen Aminosiurespinsystems korreliert und

zugeordnet worden.
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Abb. 28: TOCSY-Spektrum mit langer Spinlock-Zeit (aufgenommen bei 600 MHz und 298 K mit humanem B-

FABP in 20 mM K,HPO,, pH 7,0; 0,05% NaNj3; 10% D,0).

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

Protonen riumlich nicht weiter als 5 A voneinander entfernt sind.

Somit sieht man
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sequentielle dgn(i,i+1) Kreuzsignale zwischen dem C%Proton der i-ten und dem
Riickgratamidproton der (i+1)-ten Aminosiure (2,2 A im B-Faltblattstrang bzw. 3,5 A in der
o-Helix). Auch fiir die dyn(i,i+1) Korrelation zwischen den Riickgratamidprotonen zweier
aufeinander folgender Aminosduren findet man mittelstarke bis schwache Kreuzsignale (2,8
A in der o-Helix bzw. 4,3 A im B-Faltblattstrang). Mit dem NOESY-Spektrum wurde
bestimmt, welcher Platz in der Aminosduresequenz den zuvor identifizierten Spinsystemen

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

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

eine vollstindige Zuordnung nur mit homonuklearen Spektren nur schwer moglich.

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

und mit dieser Probe eine Serie von '“N-editierten NMR Spektren aufgenommen (‘H/"°N
HSQC-, 'H/"® N HTQC-, 3D 'H/"N TOCSY-HSQC- und 3D 'H/"°N NOESY-HSQC). Das
"H/PN HSQC-Spektrum (Abb. 30) zeigt die direkte Korrelation zwischen >N-Kernen und

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

Amidresonanzen gefunden werden.
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Abb. 30: 'H/"N HSQC Spektrum (aufgenommen bei 600 MHz und 298 K mit humanem B-FABP in 20 mM

K,;HPO,, pH 7,0; 0,05% NaN3; 10% D,0).
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Das 'H/'°N HTQC Spektrum (Abb. 31) korreliert in einer NH,-Gruppe den "N-Kern mit beiden
kovalent gebundenen Protonen. Somit sind nur Amidprotonensignale der Seitenketten von
Glutamin, Asparagin und gegebenenfalls Arginin zu erkennen. Mit diesem Experiment

konnte zuverldssig zwischen NH- und NH,-Gruppen unterschieden werden.
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Abb. 31: 'H/°N HTQC Spektrum (aufgenommen bei 600 MHz und 298 K mit humanem B-FABP in 20 mM
K,HPO, pH 7,0; 0,05% NaN3; 10% D,0). Die Signale fiir Q95 sind durch Kreise angedeutet, da sie in diesem
Spektrum sehr schwach und stark verschmiert auftraten.

Das dreidimensionale 'H/"°N TOCSY-HSQC Experiment liefert Spektren, die man als eine
Reihe von homonuklearen TOCSY-Experimenten ansehen kann, die in Bezug auf die '°N
chemische Verschiebung in eine dritte Dimension aufgefichert wurden. Die Signalfiille
gegeniiber nicht N editierten Spektren ist deutlich reduziert, da lediglich

Protonenspinsysteme iiberlappen konnen, wenn die zugehérigen '’N-Kerne, mit denen sie
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iiber 'Tyy-Kopplung korreliert sind, die gleiche chemische Verschiebung haben. Mit

Ausnahme von K37 konnten alle Aminosiuren sequentiell eindeutig identifiziert werden.

N chemische Verschiebung (ppm)
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Abb. 32: Streifendarstellung aus einem dreidimensionalem 'H/'°N NOESY-HSQC Spektrum (aufgenommen bei
600 MHz und 298 K mit humanem B-FABP in 20 mM K,HPO,, pH 7,0; 0,05% NaNj;; 10% D,0). Reprisentativ
fiir die Vorgehensweise bei der sequentiellen Zuordnung wurde der Faltblattstrang BI, der die Aminosiurereste
K112 bis G120 umfaflt, ausgewihlt. Die roten Linien deuten die sequentiellen Verkniipfungen der NOE-
Kreuzsignale an.

Analog zum 3D 'H/"°N TOCSY-HSQC Experiment ergibt das 3D 'H/"°N NOESY-HSQC
Experiment eine Serie von protonenkorrelierten NOESY-Spektren, die in der dritten
Dimension nach der °N chemischen Verschiebung aufgespalten sind. Dipolare Kopplungen
zeigen nur diejenigen Protonen, die direkt iiber 'Jyy-Kopplung mit einem '’N-Kern korreliert
sind. Abb. 32 zeigt am Beispiel des Faltblattstrangs BI, der die Aminosiduren K112 bis G120
umfaBt, die sequentiellen don(i,i+1) und dan(i,i+1) Kreuzsignale zwischen dem C*- bzw.
Amidproton der i-ten und dem Amidproton der (i+1)-ten Aminosdure im Proteinriickgrat. Die
aus den obengenannten Spektren erhaltene Zuordnung der 'H und "N Resonanzen des

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

Amino- HN Ho HB andere H N  andere N
saurerest
V1 421 2,28 0,87/0,97 (Hy"?)
E2 9,46 4,18 2,07 2,43 (Hy) 121,9
A3 8,02 4,07 1,22 121,0
F4 8,02 4,40 3,05/3,29 7,12 (H8) 6,90 (He) 7,57 (HY) 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 (HY) 115,5
W8 9,71 5,30 3,20 10,07 (He") 7,06 (H8") 7,15 (He?) 127,8 1293 ¢’
7,19 (HE) 6,84 (Hn?) 7,29 (HE)
K9 9,81 5,40 1,82/1,94 1,56/1,42 (Hy) 1,70 (HS) 2,93 (He) 121,1
L10 7,77 3,89 1,54 1,34 (Hy) 0,83/0,35 (H3"?) 125,7
Til1 9,54 4,58 4,18 1,20 (HY) 118,2
Ni12 7,65 4,87 2,72/2,58 7.77/7,23 (H8%) 1184 111,18
S13 5,08 3,44/3,72
Ql4 9,34 4,84 2,03/2,20 2,35 (HY) 7,64/6,89 (He?) 1273 112,1 €
N15 9,42 4,83 2,75/3,83 7,38/6,77 (HS%) 122,6  114,6 &
F16 8,74 4,47 2,93/3,20 7,04(HS) 7,04 (He) 6,94 (HE) 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 (Hy) 117,9
Y19 7,61 3,95 3,04/2,93 6,70 (HS) 6,39 (He) 121,0
M20 8,24 3,26 2,13 1,26/1,40 (Hy) 2,12 (He) 116,9
K21 8,52 3,75 1,83 1,43/1,21 (Hy) 1,63 (HS) 2,88 (He) 119,0
A22 8,07 4,08 1,63 124,0
123 7,34 3,45 1,19
123 7,38 3,39 1,17 1,04 (Hy) 0,20/0,24 (H3"?) 116,3
123" 7,40 3,37 1,16
L2377 734 3,45 1,19
G24 7,61 3.61/4,17 106,0
V25 7,55 3,69 1,40 0,79/0,95 (Hy"?) 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 (H8) 7,30 (He) 7,30 (HY) 121,0
A28 8,83 3,96 1,45 120,8
T29 7,61 3,70 3,91 0,88 (HY) 115,8
R30 8,44 3,87 1,67 122,9
Q31 7,73 3,84 1,89 1,99 (HY) 6,84/6,82 (He?) 116,2 113,5 ¢’
Q31” 7,76 3,84 1,88
V32 6,80 3,70 1,74 0,53/0,80 (Hy"?) 116,9

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

Amino- HN Ho HB andere H N  andere N
saurerest

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 (HS%) 116,8 112,8 &
V35 727 4,52 2,29 0,95/1,00 (Hy"?) 112,3

V35° 7,21 4,52 2,32 0,95/1,00 (Hy"?)

V357 724 4,52 2,29 0,97/0,99 (Hy"?)

T36 7,45 4,23 4,07 1,27 (HY)

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

T36” 7,51 4,25 4,06 1,26 (HY)

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

T39 8,56 5,33 4,05 1,23 (HY) 117,6

V40 9,78 5,15 1,71 0,72/0,88 (Hy"?) 128,7

141 9,82 5,11 1,70 1,27/1,57 (Hy") 0,86 (HS) 0,85 (HY?) 128.,2

142 8,37 5,31 2,59 1,07 (Hy") 1,07(H3) 0,80 (HY") 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 (Hy) 6,75/7,33 (He?) 118,0 110,5¢”
E45 8,52 4,48 1,62/1,79 2,03 (HY) 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 (Hy) 1,39/1,33 (HS) 2,83 (He) 118,6

V49 8,59 421 0,86 0,55/0,67 (Hy"?) 1252

V50 8,59 4,67 1,82 0,72/0,58 (Hy"?) 125,0

151 8,64 4,87 1,81 1,05 (Hy") 0,82 (H$) 0,63 (HY) 122.,5

R52 9,48 5,16 1,84/1,72 1,74/1,51 (Hy) 3,13 (H3) 7,29 (He) 1324  85,1¢
T53 9,01 5,08 4,34 1,11 (HY) 121,6

L54 9,74 5,33 1,79 1,54 (Hy) 0,84 (H8"?) 127,5

S55 8,56 4,95 3,93/4,13 115,6

T56 4,08 4,30 1,26 (HY)

F57 7,66 4,65 2,76/3,15 7,18 (H3) 7,18 (He) 6,88 (HQ) 120,4

F57° 7,68 4,69 2,75/3,20 7,18 (H3) 7,18 (He) 6,88 (HQ)

K58 6,88 421 1,30/1,42 0,98/0,79 (Hy) 1,52 (HS) 2,69 (He) 115,6

K58 6,91 421 1,37/1,44 1,04/0,90 (Hy) 1,52 (H8) 2,69 (He)

K58 693 421 1,34/1,34 1,02/0,87 (Hy) 1,52 (H8) 2,69 (He)

N59 8,61 5,88 2,67/2,89 7,40/6,46 (H®Y) 123,3 110,9 &
N59° 8,43 5,98 2,67/2,90 7,40/6,46 (HSY)

N59” 8,52 5,95 2,72/2,89 7,40/6,46 (HS%)
N59" 8,58 591 2,70/2,87 7,40/6,46 (H3%)

T60 9,40 4,89 4,36 1,06 (HY) 112,3

T60" 9,33 4,89 4,36 1,06 (HY)
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Fortsetzung Tab. 6: 'H- und "N-Zuordnung von humanem B-FABP bei pH 7,0 und 298 K. Stereospezifisch
zugeordnete Protonenresonanzen sind kursiv dargestellt.

Amino- HN Ho HB andere H N  andere N
saurerest
T60” 948 4,89 4,36 1,06 (Hy)
E61 8,68 5,13 1,91 2,05 (HY) 122,7
162 8,38 4,89 1,88 1,70 (Hy") 0,94 (HS) 1,28 (HY) 119,0
S63 8,11 5,29 3,46/3,57 1154
F64 8,07 4,70 2,76/1,70 6,18 (HJ) 6,69 (He) 6,69 (H() 119,6
Q65 8,86 4,84 1,89/2,08 2,39/2,35 (Hy) 7,54/6,79 (He) 17,6 111,7¢°
L66 9,21 4,50 1,64/1,85 1,84 (Hy) 0,97/0,81 (H3"?) 126,5
G67 9,52 3,49/4,28 110,1
E68 7,76 4,76 2,01 2,26 (Hy) 120,3
E69 8,97 5,04 1,97 2,12 (Hy) 130,7
F70 9,45 5,21 3,27/3,31 7,42 (HS) 6,87(He) 6,30 (HE) 123,6
D71 8,51 5,21 2,64/2,74 119,9
E72 8,71 4,78 1,82 2,32 (Hy) 125,8
T73 9,02 5,43 4,02 1,22 (HY) 125,8
T74 8,87 4,42 4,34 0,99 (HY) 6,04 (HY") 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 (Hy) 2,42/0,31 (HS) 116,5 894¢
9,53 (He) 6,15 (Hn?) 72,817
N79 8,71 5,22 2,77 7,53/6,92 (H8%) 122,1 1134 &
C80 9,19 5,25 2,84/2,61 120,8
K81 9,05 4,92 1,84 1,50/1,41(Hy) 1,61(H3) 2,93 (He) 123,3
S82 9,05 5,80 2,13/3,20 5,89 (HY) 124,5
V83 8,22 4,15 1,88 0,80 (Hy'") 117,3
V84 9,77 5,26 1,02 0,46/-0,38 (Hy"?) 130,8
S85 9,16 4,79 3,70 120,6
L86 8,79 5,11 1,41/1,74 1,53 (Hy) 0,85 (H8"?) 122,5
D87 9,03 4,82 2,42/2,65 126,8
G838 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 (Hy) 1,61 (HS) 2,98 (He) 119,1
L91 8,49 4,90 1,09/0,65 0,93 (HY) 0,39/0,27 (H8"?) 122,9
V92 9,64 4,61 2,08 0,88/0,97 (H"?) 131,0
H93 9,14 5,49 2,82/3,46 11,93 (He?) 6,42 (H8%) 7,74 (He) 131,1 1632¢”
194 9,27 4,55 1,75 1,54/1,02 (HY") 0,78 (H8) 0,91 (HY) 126,6
Q95 8,53 5,01 1,76/1,85 2,17 (HY) 6,98/6,28 (He?) 1262 1129 ¢’

K96 8,70 5,61 1,98/1,94 1,39/1,47 (Hy) 1,64 (HS) 2,83 (He) 121,2
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Fortsetzung Tab. 6: 'H- und "N-Zuordnung von humanem B-FABP bei pH 7,0 und 298 K. Stereospezifisch
zugeordnete Protonenresonanzen sind kursiv dargestellt.

Amino- HN Ho HB andere H N  andere N
saurerest
W97 8,36 4,90 3,14/3,79 10,16 (He") 7,14 (H8") 7,23 (He?) 128,0 1292¢'
6,90 (HZ) 6,49 (Hn?) 7,14 (HE)

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 (Hy) 1,62 (HS) 2,86/2,78 (He) 122,9
E101 8,10 5,72 1,87 2,06 (Hy) 110,7
T102 9,01 5,26 4,47 1,14 (HY) 117,5
N103 8,01 5,62 2,38/2,64 7,78/6,87 (H8%) 120,0 11588’
F104 9,33 5,91 3,14/2,92 6,78 (HS) 7,05 (He) 6,86 (HQ) 119,3
F104° 9,36 5,94 3,14/2,91 6,78 (Hd) 7,05 (He) 6,86 (H)

V105 9,36 4,86 2,04 0,94/1,09 (Hy"?) 127,3
V105 9,38 4,86 2,04 0,94/1,09 (Hy'"?)

R106 9,23 5,35 1,55/1,45 1,23/1,79 (Hy') 127,1
E107 8,93 5,07 1,99 2,19 (Hy) 121,0
1108 9,05 4,91 1,74 0,53/0,64 (Hy") 0,16 (H8) 0,71 (HY) 123,9
K109 9,12 4,59 1,56/1,69 1,27 (Hy) 1,62 (HS) 2,89 (He) 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 (Hy) 1,74 (HS) 3,03 (He) 121,3
M113 8,21 4,95 1,82/1,15 -0,04 (Hy) 122,1
V114 9,21 4,51 1,81 0,61/0,75 (Hy"?) 128,7
M115 9,73 5,78 1,55/2,29 2,09 (Hy) 2,06 (He) 130,3
T116 9,35 5,06 3,92 1,10 (HY) 124,9
L117 9,87 5,29 0,89/1,06 1,25 (Hy) 0,63/0,40 (H3"?) 132,7
T118 8,82 5,47 4,02 1,22 (Hy?) 6,21 (HY") 116,6
F119 9,75 522 3,20/2,89 7,36 (H8) 7,32 (He) 7,42 (HQ) 131,7
G120 9,12 3,45/3,70 119,0
Di121 8,63 4,62 2,72 126,2
V122 8,48 4,10 2,49 0,96/1,07 (Hy"?) 123.,6
V123 8,36 5,40 1,84 0,82/0,93 (Hy"?) 127.,4
Al24 9,70 5,27 1,43 130,7
V125 8,56 5,15 1,82 0,72/0,89 (Hy"?) 119,4
R126 9,54 4,89 1,45 1,16/1,76 (Hy) 128,5
H127 8,64 5,35 2,85/2,95 7,06 (H8%) 7,82 (He") 121,9
Y128 9,46 5,51 2,87/3,10 6,80 (HJ) 6,46 (He) 120,5
E129 9,16 5,46 2,06/2,18 2,41 (Hy) 120,0
K130 9,21 4,14 1,49 0,42/0,85 (Hy) 1,26/1,35 (H9) 2,51/2,74 (He) ~ 125,1

Al31 8,48 4,14 1,20 133,4
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4.2.2 Torsionswinkeldynamikrechnungen

4.2.2.1 Sekundarstruktur

Durch eine qualitative Abschidtzung der sequentiellen und Nahbereichs-NOEs konnte auf die
Sekundirstruktur vom humanen B-FABP geschlossen werden (Abb. 33). Starke sequentielle
Ho-HN Kreuzsignale, die auf ausgedehnte B-Faltblattstrukturen hindeuten, wurden fiir 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+2), Ho-HN(,i+2), Ho-HNG,i+3), Ho-HB(,i+3) und eventuell
schwache Ha-HN(i,i+4) NOE-Signale definiert sind, wurden fiir die Reste 1-4, 16-23 und 27-
35 gefunden. NOE-Kreuzsignale, die typisch fiir antiparalleles B-Faltblatt sind, wurden
zwischen den Riickgratprotonen der Faltblattstrange BA bis BD, BE bis J sowie zwischen BA
und PJ beobachtet. Nur zwischen den Faltblattstringen BD und PBE wurden keine
Kreuzsignale gefunden (Abb. 34).

10 20 30 40 50 60
VEAFCATWKLTNSQNFDE YMKALGVGFATRQVGNVTKPTVIISQEGDKVVIRTLSTFKNTEISFQ

dyn (@, 1+1) —— — — -— — - —

dpn(,i+1)
dan @, i+2)
don(,i42) —==
dan(i,i+3) ———
dopQ,it3) ——

don (1, 1+4)

daN(i,i+1) — e . M. - [T W RN T B EEeeee—— ]

70 80 90 100 110 120 130
LGEEFDETTADDRNCKSVVSLDGDKLVHIQKWDGKETNFVREIKDGKMVMTLTFGDVVAVRHYEKA

dNN(i7i+1) —— - — — - _

Adon(Lit]) e o S e e s e B - R
dgn(itl) = — -

dw(iit2) e
dan(Li+2) —— —
dan(i,i+3) -
dop (Li+3)

don (i, 1+4) -

Abb. 33: Schematische Darstellung der sequentiellen und Nahbereichs-NOEs zwischen HN, Ho und Hf
Protonen im humanen B-FABP. Die Dicke der Linien symbolisiert die Intensititen der NOE-Kreuzsignale.
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Abb. 34: Schematische Darstellung der -Faltblattstruktur des humanen B-FABP. Die Pfeile symbolisieren die
zwischen den Faltblattstringen gefundenen NOE-Signale.
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4.2.2.2 Tertiarstruktur

Aus den 2D NOESY und 3D 'H/"°N NOESY-HSQC Spektren wurden mit dem Programm
nmr2st (PristovSek et al., 2000; sieche 2.2.1) 2490 effektiv abstandsbeschrinkende NOE-
Signale eindeutig zugeordnet. Mit den Abstandsrandbedingungen und zusitzlich 106
stereospezifischen Zuordnungen aus GLOMSA (Giintert et al., 1991) wurden 300 Strukturen
wie unter 3.2.2 beschrieben berechnet. Die 20 besten Strukturen mit der niedrigsten
Zielfunktion (unter 0,1 A? wurden anschlieBend 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

Abstandsbeschrinkungen

Anzahl aller Abstandsbeschrinkungen 2490
Intraresiduelle Abstédnde (i = j) 265
Sequentielle Abstinde (i - jl=1) 627
Nahbereichs-Abstinde (1 < li - jI < 4) 420
Weitbereichs-Abstinde (li - jl > 4) 1178
Abstandsverletzungen nach Energieminimierung

Anzahl der Abstandsverletzungen > 0,2 A 5
Anzahl der Abstandsverletzungen > 0,3 A 0
Maximale Abstandsverletzung 0,25 A

Strukturbiindel, RMSD (A)

Riickgrat (Reste 2-130) 0,85 +0,12
Schweratome (Reste 2-130) 1,41 +£0,10
Riickgrat (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 Losungsstruktur des humanen B-FABP ist gut aufgelost und enthélt keine
signifikanten Verletzungen einzelner Abstandsbeschrankungen, was auf eine gute
Ubereinstimmung der NOE-Daten mit den berechneten Konformeren hindeutet. Deutlich
sichtbar sind Bereiche mit hoherer Dispersion des Proteinriickgrates, besonders im Bereich
der sogenannten Portalregion, welche die Helix o-II und die Schleifenregionen der
Faltbattstringe BC und BD sowie BE und BF umfaBt. Die Ursache der erhohten Dispersion
liegt vermutlich in der Dynamik dieser Region begriindet, welche zum Vorhandensein

vergleichsweise weniger Abstandsbeschriankungen der entsprechenden Reste fiihrt. Der
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RMSD-Wert des Proteinriickgrates fiir die Reste 2-130 féllt von 0,85 + 0,12 A auf 0,72 +0,10
A ab, wenn man die Portalregion (Reste 24-38, 55-58 und 74-78) nicht beriicksichtigt. Dies

zeigt deutlich die gute Definition der Losungsstruktur aulerhalb des Fettsdureportals

Abb. 35: Stereodiagramm des Strukturensembles der 20 besten Strukturen aus der Torsionswinkeldynamik-
rechnung nach Energieminimierung. Im Bereich der Portalregion, die Helix o-II sowie die Schleifenregionen
BC-BD und BE-BF umfaBt, ist eine groBere Dispersion erkennbar.

Die Qualitédt 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
Hyperfliche der potentiellen Energie entsprechen. Rote, gelbe und hellgelbe Regionen
markieren energetisch giinstige ¢-¢ Winkelkombinationen, die als erlaubte Bereiche
bezeichnet werden. In den sogenannten unerlaubten weilen Regionen befinden sich
Konformationen mit erhohtem Energiegehalt, bei denen die Diederwinkeleinstellungen zu
ungiinstigen van-der-Waals-Kontakten fiihren. Im Falle des humanen B-FABP befinden sich
83,2% der Aminosdurereste in besonders giinstigen (rot), 14,8% in zusitzlich erlaubten (gelb),

1,0% in groBziigig erlaubten (hellgelb) und 1,0% in verbotenen Bereichen (weil3).
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Die Losungsstruktur des humanen B-FABP besteht aus 10 antiparallelen B-Faltblattstringen
(A bis J) und zwei kurzen o-Helices, die eine Helix-Turn-Helix Doméne bilden (Abbildung

37). Die B-Faltblattstrange A bis D und E bis J bilden ein kontinuierliches Faltblatt, welches

Ramachandran Plot
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Reste in verbotenen Bereichen 1,0%

Abb. 36: Ramachandran-Diagramm fiir das Ensemble der 20 besten Strukturen nach der Energieminimierung
(siehe Tabelle 7). Die roten, gelben und hellgelben Regionen markieren energetisch giinstige ©¢-¢@
Winkelkombinationen. Die sogenannten verbotenen Regionen (weile Flichen) hingegen sind energetisch
ungiinstig. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm PROCHECK-NMR (Laskowski et al., 1993).
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Abb. 37: Skizze des Proteinriickgratverlaufs der energetisch giinstigsten Konformation des humanen B-FABP in
Losung. Die B-Faltblattstriinge (A bis J) und die o-Helices (oI und oll) sind mit weiBen Buchstaben beschriftet.
Eine helikaler Schleife wurde am N-Terminus gefunden. Die Ligandenbindungsstelle befindet sich innerhalb des
Hohlraums der Bindungstasche, die durch die B-FaBstruktur definiert ist. Die Darstellung erfolgte mit den
Programmen MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) und Raster3D (Merrit & Bacon, 1997).

zwischen den B-Faltblattstringen D und E unterbrochen ist, aber die B-Faltblattstringe A und
J miteinander verbindet. Die N-terminalen Reste V1-F4 formen eine helikalen Schleife (3o-
Helix), die in den Faltblattstrang BA (A6-Q14) mit einem Knick (“bulge”) bei den Resten
T11-N12 iibergeht. Die beiden kurzen a-Helices, Helix al (F16-L23) and o-II (F27-V35),
verbinden den ersten und zweiten B-Faltblattstrang. Der Rest der Struktur ist durch eine Serie
von antiparallelen [B-Faltblattstringen definiert, die meistens durch [-Schleifenregionen
verbunden sind: BB (T39-Q44), BC (V49-L54), BD (N59-F64), BE (E69-T74), BF (R78-L86),
BG (L91-K96), BH (E101-1108), BT (M113-T118) und BJ (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 A aufgelosten Rontgenstruktur 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 Losungsstruktur reprisentieren, von
Aminosdure 2-130 mit der Kristallstruktur iibereinandergelegt (Abb. 38). Der RMSD-Wert
betragt 0,81 = 0,08 A bzw. 0,82 + 0,09 A fiir die Proteinriickgratatome relativ zu den
Rontgenstrukturketten A und B, wobei die Ketten zueinander einen Proteinriickgrat-RMSD-
Wert von 0,43 A aufweisen. Dies zeigt insgesamt eine gute Ubereinstimmung zwischen
Kristall- und Losungsstruktur. Die Sekundérstrukturelemente stimmen ebenfalls gut in
Position und Linge iiberein. Die kurze N-terminale Schleife scheint ein Charakteristikum fiir
A-, B-, E-, H- und My-FABP zu sein, die zur FABP-Unterfamilie /V gehoren und Fettsduren
in einer U-formigen Konformation bindet. Auf der anderen Seite zeigen alle CRBPs und

CRABPs, die ebenfalls einen verldngerten 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 Losungsstrukturen nach der Energieminimierung. Erkennbar ist die gute Ubereinstimmung
zwischen den Strukturen und die erhohte 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), wihrend die restlichen FABPs (I-
FABP, L-FABP und ILBP) einen kiirzeren N-Terminus haben und somit auch keine helikale
Schleife ausbilden konnen. Die helikale Konformation am N-Terminus (V1-F4) konnte neben
dem hydrophoben Cluster einen zusitzlichen Beitrag zur Stabilisierung des unteren Teils der
B-FaBstruktur spielen. V1 und F4 zeigen beide NOE-Kontakte zu Resten in der BG-BH-
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 fiir das externe Solvens. Dies konnte moglicherweise die erhohte
Proteinstabilitidt der meisten Mitglieder der FABP Unterfamilie /V erkldaren (Zimmerman et

al.,2001).

4.2.2.4 Vergleich mit den Losungstrukturen 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
Ahnlichkeiten wurden bei NMR-Studien an E-FABP, I-FABP, ILPB, CRBP I, CRBP II und
CRABP 1I (Gutiérrez-Gonzélez et al., 2002; Hodsdon & Cistola, 1997; Zhang et al., 1997,
Liicke et al., 1996; Franzoni et al., 2002; Lu et al., 1999; Wang et al., 1998) nicht gefunden;
fiir My-FABP liegen bisher keine NMR-Daten vor. Zusitzliche NMR-Untersuchungen an A-

FABP (Constantine et al., 1998) konnten vergleichbare Ergebnisse liefern.

Wihrend der Zuordnung zeigte sich bedingt durch die starke Sequenzhomologie (67% im
Vergleich zu H-FABP aus Mensch wie auch aus Rind), daf3 die Protonenresonanzen einiger
Aminosdure-Spinsysteme des B-FABP nahezu identisch zum H-FABP sind (Lassen et al.,
1995; Liicke et al., 2001) bzw. eine starke Ahnlichkeit aufweisen. Mehr als 53% aller
Aminosdurereste bzw. mehr als 80% der konservierten Aminosdurereste zeigen eine
maximale Abweichung der chemischen Verschiebung von < 0,30 ppm fiir die
Proteinriickgrat- 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 (Appm) zwischen B-FABP und den beiden H-
FABPs fiir jede Aminosdure in Graustufen kodiert. Ein Vergleich der chemischen
Verschiebungen von A-FABP (Constantine et al., 1998) und E-FABP (Gutiérrez-Gonzélez et
al., 2002) mit H-FABP (Abb.40), welche 63% bzw. 49% Sequenzhomologie aufweisen, zeigt

nur noch fiir 45% bzw. 23% aller Aminoséurereste Abweichungen von < 0,30 ppm (Tab. 8).
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10 20 30 40 50
hB-FABP WERFCATWRHTNSONFDEYMKAL NVTKPTVEISQEGBKVV 100%
hH-FABP NDAFLGT KNFDDYMKSL ASMTKPTTIIE ILT 67%
bH-FABP NDAFVGT KNFDDYMKSLG NMTKPTTE I EVNEGDTVI 67%

60 70 80 90 100

hB-FABP [ERELETEK SFOLGEEFDETTAD SLDGDKLVHIQKWDEK
hH-FABP LKTHSTFK SFKLEVEFDETTAD TLDGGKLVHLQKWDEQ
bH-FABP [EKTQSTFK SF ETTAD TLDGGKLVHVQKWDGQ

110 120
hB-FABP ITNFVRE IKDGKMVMTLTFGDVVAVRHYEKA 131
hH-FABP ETTLVRELIDGKLILTLTHGTAVCTRTYEKEA 132
bH-FABP ITS LVREMVDGKLILTLTHGTAVCTRTYEKQA 132

Abb. 39: Vergleich der Aminosduresequenzen von humanem B-FABP mit H-FABP aus Mensch und Rind in
Korrelation mit der Abweichung der chemischen Verschiebungen (Appm) in den einzelnen Resten. Die
Grauabstufung gibt die GroBe der maximalen Differenz einer Protonenresonanz in der jeweiligen Aminoséure
an: dunkelgrau: < 0,10 ppm, hellgrau: 0,10 — 0,30 ppm, fett: 0,31 — 0,50 ppm, kursiv: > 0,50 ppm.

1 10 50
hH-FABP VDAFLGTWKLV-NFIDYMKS LG TRQ SMTKPTTI IEKNEGDILT 100%
hA-FABP . CDAFVGTWKLVSSENFDDYMKEVG GMAKPNMIISVNGDVIT  63%

hE-FABP MATVQQLEGRWRLV-GFIEYMKELGVGIALRKMGAMAKPDCI ITCDGKNLT  49%

60 70 80 90 100
hH-FABP LKTHSTFKNTEI SFKLGVEFDEITADDRK IVTLDGGKLVHLQKWDGQ
hA-FABP IKSESTFRKNTEISFILGQEFDETTADDRK TITLDGGVLVHVQKWDGD
hE-FABP IKTESTLKTTQFSCTLGEDFEEITADGRDTQTVCNFTDGALVQHQE GK

110 120
hH-FABP ETILVRELIDGKLILTLTHGTAVCTRTYEKEA 132
hA-FABP STTIKRKREDDKLVVECVMKGVTSTRVYERA 131
hE-FABP ESII TRKLKDGKLVVECVMNNVTCTRIYEKVE 135

Abb. 40: Vergleich der Aminosduresequenzen von humanem B-FABP mit humanen A-FABP und E-FABP in
Korrelation mit der Abweichung der chemischen Verschiebungen (Appm) in den einzelnen Resten. Die
Grauabstufung gibt die GroBle der maximalen Differenz einer Protonenresonanz in der jeweiligen Aminoséure
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 (Appm) einer Protonen-
resonanz in den Aminosiureresten 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 Aminoséurereste

Max. Abweichung einer 'H hB-FABP hB-FABP hA-FABP hE-FABP

Resonanz in den einzelnen relativ zu relativ zu relativ zu relativ zum

Aminosdureresten bH-FABP hH-FABP hH-FABP hH-FABP
Appm < 0,10 ppm 35 28 8 7
Appm = 0,10 — 0,30 ppm 40 42 51 24
Appm = 0,31 - 0,50 ppm 13 14 12 15
Appm > 0,50 ppm 44 48 60 88
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Die Seitenketten des A-FABP sind allerdings nur bis zum H& zugeordnet, so daB fiir eine
genauere Einstufung zusitzliche Experimente erforderlich wiren. Beim E-FABP ist die
deutlich niedrigere Sequenzhomologie die Ursache fiir die geringe Ahnlichkeit. My-FABP

wurde bisher NMR-spektroskopisch nicht untersucht.

Analog zum H-FABP (Liicke et al., 2001) aus Mensch und Rind zeigen mehrere
Aminosdurereste des humanen B-FABP vornehmlich um die Portalregion herum Spinsystem-
Heterogenititen. 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 .23,
V35, T36, K58 und T60 mit drei und Asparagin N59 sogar vier mit separaten Spinsystemen.
Wie vor kurzem von Liicke et al. (2001) veroffentlicht, deuten diese Ergebnisse darauf hin,
daf} auch beim humanen B-FABP bis zu vier verschiedene stabile Konformationszustinde im
Bereich der Portalregion durch eine Mischung endogener Fettsduren in der Probe
hervorgerufen werden. Als einzige Reste aullerhalb der Portalregion zeigen F104 und V105
Spinsystem-Heterogenitidten. Die mogliche Ursache konnten in diesem Fall auch Kontakte
zwischen der gebundenen Fettsdure und dem F104-Phenylring sein, der im H-FABP nicht
konserviert ist. Eine Bindung der Fettsduren nach einem ,,Selected-Fit“ Mechanismus wie

beim H-FABP scheint somit auch fiir das B-FABP wahrscheinlich.

AbschlieBend wird diese Annahme zusitzlich durch das Auftreten von einigen 'H-
Resonanzen im B-FABP unterstiitzt, die in NMR-Spektren normalerweise nicht beobachtet
werden. Analog zum H-FABP konnten die im Innern der Bindungstasche befindlichen
Protonenresonanzen fiir S82 OyH und H93 Ne2H bei 5.89 ppm bzw. 11.93 ppm zugeordnet
werden. Dies ist nur moglich, wenn diese Protonen vom Losungsmittel abgeschirmt sind und
sehr langsam austauschen. Die gleichen Resonanzen wurden auch fiir H-FABP gefunden
(Liicke,  personliche  Mitteilung), wo sie Teil eines sehr komplizierten
Wasserstoffbriickennetzwerkes innerhalb der Bindungstasche darstellen, welches 13
Wassermolekiile sowie mehrere hydrophile Seitenketten, insbesondere E72, S82, H93 und
R106, umfaBt (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 unzugénglich zu sein. Da die Aminosduren E72, S82,

H93 und R106 im humanen B-FABP konserviert sind, 14t sich ein vergleichbares
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Wasserstoffbriickennetzwerk auch fiir B-FABP postulieren. Unterstiitzt wird diese Vermutung
durch fiinf Kristallwassermolekiile im Olsidurekomplex des B-FABP (Balendiran et al., 2000),
in dem die Fettsdure auch in U-Form gebundet ist. Diese Schicht von hochgeordneten
Wassermolekiilen im Proteininnern tragt hochstwahrscheinlich zu der hohen Strukturstabilitit
und Fettsdurebindungsaffinitit 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 n—t Wechselwirkungen mit der C4-C5 Doppelbindung des
Liganden aus (Balendiran et al., 2000). Diese nt—nt Wechselwirkungen sind eventuell auch
moglich fiir die homologen B-FABP aus Maus und Ratte, bei denen das F104 durch ein
Cystein substituiert ist. Das L.104 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.

Wihrend der B-FABP:Olsiure-Komplex den Liganden in einer U-formigen Konformation
wie im H-FABP bindet, nimmt die gebundene DHA eine helikale Konformation ein
(Balendiran et al., 2000). Diese in FABPs ungewohnliche Ligandenanordnung wird durch die
n—nt  Wechselwirkungen der sechs cis Doppelbindungen in DHA mit diversen
Proteinseitenketten ermoglicht. Der w-Terminus des DHA Liganden ragt in das Zentrum des
hochgeordneten Wasserstoffbriickennetzwerks hinein. Deshalb werden im Innern des B-
FABP:DHA-Komplexes nur sechs, nicht miteinander verkniipfte Kristallwassermolekiile
gefunden, von denen lediglich drei bis auf 0,1 A deckungsgleich sind mit den 13
Kristallwassermolekiilen in der H-FABP Bindungstasche. Diese Storung des internen
Wasserstoffbriickennetzwerks konnte die Ursache fiir die verringerte Bindungsaffinitit des B-
FABP und H-FABP fiir langkettige, mehrfach ungesittigte Fettsduren sein, wie von Richieri
et al. (2000) und Zimmerman et al. (2001) beschrieben.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war es, mit der Methode der NMR-Spektroskopie strukturelle und

funktionelle Eigenschaften von Fettsdurebindungsproteinen zu untersuchen.

NMR-Spektren von Proteinen mit hohem B-Faltblattanteil, wie H-FABP, zeigen hiufig eine
groB3e Dispersion mit einer typischen Verteilung tief- und hochfeldverschobener Signale. Es
wurden 1D/2D 'H-NMR Spektren fiir den Wildtyp und mehrere Mutanten (FAE, F4S,
F4S/W8E, WSE, F16E, F16S, K21I, F64S, L66G und E72S) des humanen H-FABP
aufgenommen und so weit wie moglich zugeordnet. Auf diese Weise liel sich bestimmen, ob
die typische B-FaBstruktur 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 WS-
Mutanten W8E und F4S/WS8E zeigen keine Struktur mehr.

H-FABP zeigt in NMR-Spektren sogenannte Spinsystem-Heterogenititen, die auf mehrere
parallel existierende konformationelle Zustinde zuriickzufiihren sind und im NMR-
Zeitfenster (T < 200 ms) nicht untereinander austauschen. Diese Spinsystem-Heterogenitéiten
werden nicht direkt durch Liganden verursacht, da sie auch in delipidierten H-FABP-Spektren
vorhanden sind. Noch sind sie abhingig von der Position der in rdaumlicher Nachbarschaft
befindlichen Seitenkette des F57, da sie auch in den Spektren einer F57S-Mutante anwesend
sind. Eine Relipidierung der H-FABP Proben mit unterschiedlichen Fettsduren fiihrte zu einer
selektiven Bevorzugung einzelner Spinsysteme. So konnte gezeigt werden, dal} die
Ligandenbindung beim H-FABP nach einem ,,selected-fit* Mechanismus abléduft, bei dem je
nach gebundenem Liganden (Palmitin-, Palmitolein-, Stearin- oder Olsidure) unterschiedliche,

schon vorher vorliegende Konformationen des Proteinriickgrates bevorzugt werden.

Ein weiterer Teil der hier vorliegenden Arbeit war die Bestimmung der Losungsstruktur des
humanen B-FABP. Es wurde zur Strukturaufkldrung die holo-Form des Proteins verwendetet,
die ein Fettsduregemisch endogener Fettsduren enthielt. Durch den FEinsatz

mehrdimensionaler homonuklearer und ’N-editierter NMR-Experimente gelang es, nahezu
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alle 'H und "’N Resonanzen der Aminosiuren zuzuordnen. Lediglich fiir K37 konnten in den

Spektren keine Signale gefunden werden.

Nach einer automatisierten Zuordnung der aus den NOESY-Spektren gewonnenen
Abstandsbeschrinkungen wurde zur Verfeinerung der Losungsstruktur des humanen B-FABP
ein strukturgefilterter Iterationsproze durchlaufen. Mit 2490 Abstandsrandbedingungen
zwischen  Protonenpaaren sowie 106  stereospezifischen Zuordnungen  wurden
Torsionswinkeldynamikrechnungen mit abschlieBender Energieminimierung durchgefiihrt.
Ein mittlerer globaler RMSD-Wert der Proteinriickgratatome von 0,85 + 0,12 A erfiillt die

Anspriiche einer hochaufgelosten Struktur.

Die Tertidrstruktur entspricht einem [-FaB bzw. einer -Muschel. Sie besteht aus zehn
antiparallelen [-Faltblattstringen und einer kurzen Helix-Turn-Helix Doméne. Die [-
Faltblattstrange bilden zwei nahezu orthogonale -Faltblitter von jeweils fiinf Stringen. Die
Losungsstruktur dhnelt trotz teilweise niedriger Sequenzhomologie den bereits bekannten
Strukturen der FABPs aus unterschiedlichsten Organismen. Eine sehr gute Ubereinstimmung
wurde im Vergleich mit der Losungsstruktur des H-FABP beobachtet. Die enge
Verwandtschaft beider zur Unterfamilie IV gehoérenden Proteine @uert sich durch die hohe
Sequenzhomologie (67%), die Ahnlichkeit der Konformation und Bindungsaffinitit der
Liganden, die helikale Konformation am N-Terminus (V1-F4) und ein vergleichbares

Wasserstoffbriickennetzwerk innerhalb der Bindungstasche.
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7.1 Materialien

7 ANHANG

Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, in ,,p.a.* Qualitdt von den Firmen Merck

(Darmstadt), Sigma (Miinchen), Serva (Heidelberg) oder Roth (Karlsruhe) bezogen. Fiir

wissrige Losungen und Puffer wurde entweder bi-destilliertes oder Millipore-Wasser

verwendet. An speziellen Materialien wurden eingesetzt:

Sédulenmaterialien
Q-Sepharose Fast Flow
Sephadex G25
Superdex 75 HR 10/30
Lipidex 5000

Verbrauchsmaterialien

Low-Range (43-2,3 kDa)
Membranfilter, 0,2 um und 0,45 um
NMR-Probenrohrchen
Vivaspin-Konzentrator
Trimethylsilyl[2,2,3,3—2H4]pr0pi0nat
2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat

7.2 Geriite

Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Canberra-Packard, Groningen, Niederlande

Gibco BRL Life Technologies GmbH, Karlsruhe
Sartorius AG, Gottingen

Wilmad Glass, Buena, NY, USA

VivaScience, Lincoln, UK

Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA
Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA

Zusitzlich zur iiblichen Laborausstattung wurden folgende Geréte benutzt:

Dampfautoklav FVS 1/2

Druckfiltrations-Riihrzellen Amicon
8003, 8050, 8200 und 8500

Durchflu3detektor Uvicord SII mit
Interferenzfilter 280 nm

Fermenter Biostat ED mit 101
Reaktorgefal3

FPLC GP-250 Plus

Hochdrucksterilisator Getinge 44 EN

Luftbadschiittler HT Infors

Mini Protein II PAGE-Einheit

MultiRac

Tecnomara AG, Wallisellen, Schweiz
Amicon GmbH, Witten

LKB Instrument GmbH, Grifeling
Braun Biotech GmbH, Melsungen

Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Getinge AG, Getinge, Schweden

Infors AG, Bottmingen, Schweitz

Biorad Laboratories GmbH, Miinchen

LKB Instrument GmbH, Grifelfing
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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 MefBtechnik GmbH,
Karlsruhe

7.3 Puffer und Medien

Transformationspuffer TF-B;

RbCl, 100 mM
MnCl, 50 mM
CaCl, 10 mM
Kaliumacetat 30 mM
Glycerin 15% (v/v)

Mit AcOH auf pH= 5,8 einstellen.

Transformationspuffer TF-B,

MOPS 10 mM
RbCl, 10 mM
CaCl, 10 mM
Glycerin 15% (v/v)

Mit AcOH auf pH= 7,0 einstellen.

SOC-Medium, pro 100 ml

Trypton 2g

Hefeextrakt 05¢g
1 M NaCl I ml
1 M KCl 50 pl

Auf 98 ml auffiillen und autoklavieren. Nach dem Abkiihlen folgende sterile Losungen
zusetzen:

2 M Glucose 1 ml
1 M MgCl,/1 M MgSOq4 1 ml
LB-Medium, pro Liter

Trypton 10g
Hefeextrakt 5¢g
NaCl 10g

Auf pH= 7,4 einstellen und autoklavieren.

TB-Medium, pro Liter

KH,PO4 0,17 M
K>HPO, 0,72 M
Vorratslosung ansetzen und autoklavieren.
Caseinhydrolysat 1,2¢
Hefeextrakt 24¢g
Glycerin 4 ml

Auf 900 ml auffiillen und autklavieren. 100 ml Vorratslosung zusetzen
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LB-Agarplatten, pro Liter

Trypton 10g
Hefeextrakt 5¢g

NaCl 10g
Agar-Agar 15¢

Auf pH= 7,4 einstellen und autoklavieren. Das Medium wird dann im vorgeheizten
Wasserbad auf 50°C abgekiihlt, mit 100 pg/ml steril filtrierter Ampicillin-Losung versetzt
und in Platten gegossen.
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7.4

1H-Zuordnung von Wildtyp und Mutanten des humanen H-FABP

IH-Zuordnung des humanen H-FABP bei pH=7,0 und 298K

Rest HN Ho HpB Sonstige

Vi 4,33 2,36 1,09/1,02 (H"?)

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 (H) 6,93 (He) 7,56 (HC)
L5 7,31 421 2,02

G6 8,83 4,36/3,82

T7 8,26 3,92 1,16 (HY)

W8 9,73 5,32 3,37/3,02 9,64 (He") 7,05 (H8") 7,14 (He*) 7,37 (HE) 7,23 (Hn?) 7,00 (HEY)
K9 10,02 5,45 2,01/1,96 1,60/1,52 (Hy) 1,77 (HS) 2,98 (He)
LI10 7,83 3,47 1,51 1,31 (Hy) 0,83 (H8"?)
Vil 9,30 4,63 2,26 1,00/0,84 (Hy"?)

El12 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 (Hy) 1,83/1,74 (H3) 3,09 (He)
N15 7,67/7,2 (HS)

F16 7,52 (H8) 7,07 (He) 7,10 (HY)
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 (HS) 6,52/6,49 (He)
M20 8,26 3,42 1,97

K21 3,87 1,90/1,74 1,50/1,31 (Hy) 1,69 (HS)
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 (Hy"?)

G26

F27 3,87 3,34/3,08 7,23 (H8) 7,35 (He) 7,30 (HE)
A28 3,95 1,49

T29 7,57 4,03 3,84 1,09 (Hy)

R30 8,38 3,67 1,88 1,78/1,27 (Hy)

Q31 7,94 3,80 1,81 2,00/1,92 (Hy)

V32 6,96 3,73 1,68 0,91/0,58 (Hy"?)

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 (HY)

T36 7,24 4,40 4,27 1,47 (HY)

K37

P38

T39 8,97 5,50 4,12 1,34 (HY)

T40 9,96 5,64 3,50 0,97 (HY)

41 9,60 522 1,53 1,48/1,29 (Hy") 0,89 (HS) 0,75 (HY)
142 9,26 5,17 2,40 0,77 (HY)

E43 9,20 1,85 2,17/2,04 (Hy)

K44 8,68 4,99 1,72 1,35/1,12 (Hy) 1,57 (H8) 3,05/2,99 (He)
N45 8,66 2,67/2,61 7,90/6,91 (HY*)

G46 3,99/3,67

D47 8,79 4,62 2,81/2,69

148 7,73 4,18 1,95 1,53/1,04 (Hy") 0,61 (HS) 0,75 (HY)
L49

T50 8,61 5,10 3,69 1,07 (Hy)

L51 9,13 527 1,40 1,57 (Hy) 0,75 (H8")
K52 9,76 5,13 1,69 1,31 (Hy) 2,84/2,71 (He)
T53 9,13 5,10 4,27 1,14 (HY)

H54 9,77 591

S55 8,66 4,01

T56

F57 7,74 4,90 3,25/2,77 7,19 (H3) 7,31 (He) 7,19 (HE)
K58 6,82 4,34 0,95/0,86 (Hy) 1,52/1,38 (HS)
N59 8,58 6,00 2,76

T60

E61 8,63 5,17 1,98 2,09 (Hy)

162 8,40 4,95

S63 8,29 5,64 3,55/3,46

F64 8,47 4,59 2,70 6,31 (HS) 6,82 (He) 6,67 (HL)
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K65
L66
G67
V68
E69
F70
D71
E72
T73
T74
ATS
D76
D77
R78
K79
V80
K81
82
183
V84
T8S
L36
D87
G88
G89
K90
L1
Vo2
H93
L94
Q95
K96
w97
D98
G99
Q100
E101
T102
T103
L104
V105
R106
E107
L108
1109
D110
Gl11
K112
L113
14
L115
T116
L117
T118
H119
G120
Ti21
A122
V123
c124
T125
RI126
T127
Y128
E129
K130
E131
Al132

8,85
9,18
9,54
7,66
9,20
9,53
8,59
8,57
8,87

9,27
8,08
7,43
8,31
8,99
8,90
9,27
8,45
9,74
8,99
8,68
9,05

7,81
8,87
9,71
8,67
9,25
8,8
9,12
8,31

8,37
8,52
8,21
9,06
8,00
9,55
9,28
9,00

8,78
8,92
9,46
8,60
8,09
8,47
9,41
9,59
9,82
9,71
8,62
9,60

8,26
9,61
8,12

8,72
10,02
9,41
9,42
8,83
8,04

4,96
4,53
4,3/3,51
4,47
5,13
5,25
5,18

5,43

3,98
4,53
4,09
4,13
4,95
5,20
4,99
5,84
43

5,46
4,70
5,32
4,98

5,02

4,13
542
5,07
5,17
5,56
4,95
4,31

4,00/3,67
4,48
5,85
5,48
5,54
5,02
4,92
5,69

5,31
4,28
4,36
4,31/3,69
4,98
4,59

5,50
5,34
5,31
5,63
5,22

5,16
5,34
5,34

4,93
5,45
5,43
3,83
4,36
4,11

1,85

2,28
2,04
3,36d
2,8/2,69
1,85
4,10

1,41
2,83/2,21
2,93/2,7
1,45/0,42
1,83
2,09
1,92
3,05/2,05
1,82
1,36

1,88/1,29
2,72/2,51

1,97
1,31/0,72
2,30
4,01/2,67
2,00/1,38
2,24
2,01/1,86
3,75
2,84/2,41

1,35/0,57
2,09/1,95

4,04
1,92
2,05
1,47

1,49/1,24
1,73
3,06/2,66

2,00/1,95
1,08/-0,25
2,04

3,90

4,13
3,35

1,97
3,35/2,28
3,86

3,85
3,38/3,14
2,12/2,04

1,47
1,92/1,78

1,34

1,63 (HJ) 2,95 (He)

1,17/0,95 (Hy"?)
2,25 (Hy)
7,54 (H3) 7,02 (He) 6,32 (HY)

2,35/1,66 (HY)
1,23 (HY)

1,5 (Hy) 1,72 (H8) 3,04 (He)
0,65/0,27 (H"?)
1,58/1,49 (Hy) 1,73 (HS) 2,99 (He)

1,47/1,01 (Hy") 0,91 (Hy)
0,5/-0,33 (Hy"?)

1,52 (Hy) 0,89/0,79 (H8"?)

1,52/1,28 (Hy) 1,59 (HS) 2,97 (H°)
0,96 (Hy) 0,39/0,33 (H8'?)
1,00/0,87 (Hy'?)
6,52 (H8% 7,93 (He")
1,47 (Hy) 0,89 (H8"?)

1,55 (Hy) 1,73 (HS) 2,93 (He)
10,23 (He") 7,24 (H8")

1,82/1,53 (Hy)
2,20/2,09 (Hy)
1,38 (HY)
1,22 (Hy)
0,78 (H8"?)
1,10/0,96 (Hy'"?)

1,00 (Hy) 0,41/0,27 (H8"?)
1,34/1,06 (Hy") 0,88 (HS) 0,80 (HY)

1,6 (Hy) 1,71 (H3) 3,12 (He)
0,92 (Hy) 0,13/-0,12 (H§'"?)
0,83 (HY)

1,29 (Hy)

1,07 (Hy)

1,24 (Hy)

0,96/0,83 (Hy"?)
2,73 (Hy)
1,17 (Hy)

1,16 (Hy)

6,91 (HS) 6,60 (He)
2,42/2,38 (Hy)
0,83 (Hy) 1,13 (HY)
2,24/2,19 (Hy)



7 Anhang 89

'H-Zuordnung der F4E-Mutante des humanen H-FABP bei pH=7,0 und 298K

Rest HN Ho HpB Sonstige

\!

E2

A3

E4

L5

G6

T7

w8 9,69 5,21 3,39/2,98 9,64 (He") 7,01 (H8") 7,13 (He®) 7,48 (H®) 7,27 (Hn?) 7,01 (HE)
K9 9,99 5,44 1,98/1,95 1,59/1,50 (Hy) 1,75 (HS) 2,97 (He)
L10 7,80 3,43 1,48/1,19 1,29 (Hy) 0,41 (H3"?)
Vil 9,24 4,63 2,25 0,99 (Hy"®)

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 (Hy) 1,81/1,75 (HS) 3,09 (He)
N15 4,88 3,54/3,41 7,66/7,20 (H%)

F16 8,64 5,35 3,18/3,05 7,51 (HS) 7,08 (He) 7,08 (HL)
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 (HS) 6,52/6,48 (He)
M20 8,28 3,44 2,07/1,98 1,60/1,38 (Hy)

K21 8,89 3,85 1,91/1,75 1,50/1,32 (Hy) 2,98 (He)
S22 7,77 4,29 4,13

123 7,14 3,69 1,54/1,15 0,34/0,13 (H3"?)

G24 7,77 4,29/3,70

V25 3,78 1,46 1,02/0,86 (Hy'"?)

G26 4,09/4,02

F27 8,70 3,84 3,32/3,07 7,22 (H3) 7,35 (He) 7,29 (HE)
A28 3,96 1,50

T29 7,57 4,02 3,83 1,11 (HY)

R30 8,37 3,66

Q31 7,92 3,79 1,83 2,02/1,94 (Hy)

V32 6,94 3,69 1,68 0,90/0,55 (Hy"?)

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 (He)

T36 7,24 4,39 4,26 1,45 (HY)

K37

P38

T39 8,98 5,52 4,11 1,33 (HY)

T40 9,86 5,60 3,43 0,91 (HY)

141 9,58 522

42

E43

K44 8,71 5,09 1,74/1,52 1,37/1,14 (Hy) 3,04 (He)
N45 8,66 4,87 2,67/2,61 7,80/6,87 (HS?)

G46 4,02/3,69

D47 8,76 4,62 2,80/2,76

148 7,74 4,22 1,94 1,53/1,04 (Hy'") 0,61 (HS) 0,75 (HY?)
149

T50 8,61 5,10 3,68 1,06 (HY)

L51 9,10 5,31 1,74/1,45 1,59 (Hy) 0,81/0,75 (H3"*)
K52 9,66 5,13 1,71 1,30 (Hy) 2,84/2,72 (He)
T53 9,14 5,12 4,25 1,14 (HY)

H54 9,76 5,89

S55

T56

F57 7,75 4,86 3,25/2,79 7,20 (H3) 7,31 (He) 7,20 (HE)
K58 6,81 4,35 1,53/1,38 0,96/0,89 (Hy"?) 2,81/2,71 (He)
N59 8,59 6,00 2,76

T60

E61 8,66 5,17 1,97 2,08 (HY)

162

S63 8,30 5,63 3,54/3,46

F64 8,46 4,59 2,74 6,33 (HJ) 6,87 (He) 6,75 (H)
K65 8,77 4,92 1,86 1,54/1,51 (Hy) 1,69 (HS) 2,95 (He)
L66

G67 9,54 4,30/3,51
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V68
E69
F70
D71
E72
T73
T74
AT75
D76
D77
R78
K79
V80
K81
S82
183
V84
T85S
L86
D87
G88
G89
K90
L1
V92
H93
L94
Q95
K96
w97
D98
G99
Q100
E101
T102
T103
L104
V105
R106
E107
L108
1109
D110
Gll1
K112
L113
1114
L115
T116
L117
T118
HI119
G120
T121
Al22
V123
Cl124
T125
R126
T127
Y128
E129
K130
El31
Al132

7,66
9,19
9,51
8,62
8,55
8,93

9,13
8,08
7,42

8,98

9,28
8,51
9,73
9,00

8,95

9,70
8,74
9,28
8,83
9,12
8,30
9,25
8,37
8,52
8,20
9,05
7,99
9,56
9,26
8,88
8,61

9,46
8,56
8,06

9,50
9,78
9,69
8,62

8,26
9,62
8,09
10,16

9,7
9,41

8,72
8,02

4,48
5,13
5,25
5,18

5,43

4,03
4,54
4,08
4,13
4,95
5,52

5,83
4,30
5,49
4,74

4,92

4,14
5,39
5,09
5,16
5,56
4,95
4,30
4,00
4,47
5,86
5,47
5,58
5,04
5,03
5,68
4,69

4,37
4,33/3,73
5,02

5,52
5,32
5,29
5,64

3,84/3,63

4,69
5,14
5,34
5,33
4,90

541
5,44
1,44
433
4,10

2,28

2,04

3,36
2,79/2,70

4,10

1,49
2,86/2,22
2,92/2,70
1,44/0,43

1,85

2,10

3,04/2,04

1,41

2,70/2,51

2,23

2,04/1,38
2,24
1,99/1,86
3,74/3,25
2,84/2.4

1,33/0,54

2,08/1,95
4,56
4,02

1,93/1,40
2,04

1,87

3,06/2,65

1,96/1,92

1,65
1,96
3,33/2,27
3,84
1,86/

3,4/3,13
2,13/2,02
0,89/0,21
1,90/1,75
1,33

1,17/0,96 (Hy"?)
2,25 (Hy)
7,54 (HS) 7,02 (He) 6,32 (HY)

2,34/1,65 (Hy)
1,23 (Hy)

1,10/0,92 (Hy)
1,54 (Hy) 1,74 (HS) 3,07 (He)
0,66/0,28 (Hy"?)

0,58/-0,30 (Hy'"?)

0,99/0,86 (Hy"?)
6,53 (H&) 7,96 (He")
1,87 (Hy)
2,47 (Hy)
1,54 (Hy) 2,92 (He)
10,23 (He") 7,23 (HS")

1,82/1,54 (HY)
2,20 (Hy)
1,38 (HY)
1,21 (Hy)
1,52 (Hy) 0,81/0,43 (H8"?)
1,10 (HYy"®)

2,13/2,04 (Hy)

1,59 (Hy) 1,72 (H9) 3,08 (He)

1,03 (Hy)

1,23 (Hy)

0,95/0,82 (Hy"?)
2,72 (Hy)
1,15 (Hy)

6,90 (HJ) 6,58 (He)
2,43/2,17 (Hy)
1,22/1,18 (Hy) 2,65/2,62 (He)
2,20/2,17 (Hy)
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'H-Zuordnung der F4S-Mutante des humanen H-FABP bei pH=7,0 und 298K

Rest HN Ho HpB Sonstige

A

E2

A3

S4

L5

G6 8,78 4,48/3,81

T7 8,31 3,89 1,15 (HY)

w8 9,72 5,19 3,39/2,97 9,60 (He") 6,99 (H8") 7,12 (He*) 7,38 (HE) 7,31 (HN?) 6,99 (HLY)
K9 9,96 5,43 1,98/1,93 1,57/1,48 (Hy) 1,74 (HS) 2,95 (He)
LI10 7,81 3,45 1,50/1,17 1,30 (Hy) 0,85 (H8")
Vi1 9,23 4,63 2,23 0,97/0,80 (Hy'")

El12 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 (Hy) 1,80/1,72 (H3) 3,07 (He)
NI15 3,53/3,41 7,64/7,17 (HS)

F16 3,13/3,05 7,50 (HS) 7,05 (He) 7,08 (H)
D17 4,14 2,71/2,60

DI8 7,84 4,27 2,81/2,67

Y19 7,62 4,06 3,22/2,98 7,00/6,77 (HS) 6,51/6,45 (He)
M20 8,24 3,42 2,06/1,96 1,60/1,35 (Hy)

K21 8,88 3,84 1,89/1,70 1,49/1,30 (Hy) 2,97 (He)
S22

123 7,13 3,69 1,57 0,32/0,14 (H8"?)

G24 7,75 4,26/3,69

V25 7,42 3,77 1,45 1.02/0,85 (Hy'"?)

G26

F27 8,68 3,82 3,30/3,06 7,21 (H3) 7,33 (He) 7,29 (HE)
A28 8,85 3,93 1,46

T29 7,56 3,82 4,00 1,11 (Hy)

R30 8,35 3,64

Q31 7,92 3,78 1,82 2,00/1,93 (Hy)

V32 6,94 3,70 1,67 0,90/0,55 (Hy'")

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 (He)

T36 7,23 4,36 4,25 1,44 (HY)

K37

P38

T39 8,99 5,52 4,11 1,33 (HY)

T40

41

42

E43

K44 8,70 5,08 1,13 (Hy)

N45 8,62 4,84 2,65/2,58 7,87/6,88 (HS?)

G46

D47 8,73 4,60 2,78/2,69

148 7,72 4,13 1,92 1,51/1,0 (HY") 0,58 (H3) 0,73 (HY)
L49

T50 8,61 5,12 3,66 1,03 (HY)

L51 9,04 527 1,70/1,45 1,57 (Hy) 0,78/0,72 (H3"*)
K52 9,66 5,10 1,26 (Hy) 1,64 (H8)

T53 9,14 5,13 4,24 1,12 (HY)

H54 9,75 5,89

S55 8,67 3,99

T56

F57 7,72 3,26/2,77 7,18 (HS) 7,29 (He) 7,18 (HL)
K58 6,79 4,33 1,51/1,36 0,88 (Hy)

N59 8,54 5,97 2,73

T60

E61 8,58 5,16 1,93 2,07 (Hy)

162 8,40 4,93

S63 8,25 5,64 3,51/3,43

F64 8,46 4,57 2,72 6,32 (HS) 6,85 (He) 6,75 (HY)
K65 8,76 491 2,94 (He)

L66

G67 9,53 4,29/3,49



7 Anhang

92

V68
E69
F70
D71
E72
T73
T74
INA
D76
D77
R78
K79
V80
K81
S82
183
V84
T85S
L6
D87
G88
G89
K90
L1
V92
H93
L94
Qo5
K96
w97
D98
G99
Q100
E101
T102
T103
L104
V105
R106
E107
L108
1109
D110
Gll1
K112
L113
1114
L115
T116
L117
T118
HI119
G120
T121
A122
V123
c124
T125
RI126
T127
Y128
E129
K130
E131
Al132

7,66
9,18
9,51
8,58
8,55
8,85

9,31
8,06
7,39
8,31
8,97
4,98
9,26
8,49
9,73
9,00
8,65
9,01

9,73
8,68
9,27
8,80
9,09
8,28
9,25
8,35
8,50
8,19
9,02
7,99
9,55

8,97

9,46
8,59
8,09

9,79
9,70
8,61

8,23
9,61
8,08
10,15
8,76

9,38

8,75
8,01

4,46
5,12
5,23
5,16
4,92
5,40

4,53
4,06
4,10
4,93
5,51

5,82
4,29
5,46
4,73
5,29
4,93

4,36
4,31/3,72
5,02

5,31
5,28
5,62

5,13
5,32
5,32
4,91
4,91

5,43

4,32
4,09

2,26
2,07
3,29
2,7912,67
1,86/1,80
4,08

2,84/2,20

2,91/2,68
1,44
1,80
2,08
1,46

3,03/2,02

1,40

2,70/2,48

2,32
3,99/2,73
2,01/1,36

2,23
1,98/1,83
3,73/3,24
2,80/2,38

1,31/0,53

2,07/1,93
4,54
4,01

1,92/1,39

3,04/2,64

3,86

4,11

1,95
3,32/2,25
3,82
1,83

2,12/2,01

1,88/1,74
1,32

1,15/0,94 (Hy'"?)
2,24 (Hy)
7,51 (H3) 7,01 (He) 6,31 (HE)

2,35/1,67 (Hy)
1,21 (Hy)

1,47 (Hy) 1,71 (H) 3,01 (He)
0,64/0,26 (Hy'?)
1,72 (H§) 2,97 (He)

0,57/-0,32 (Hy"?)

1,00/0,86 (Hy"?)
6,52 (H8) 7,95 (He")
0,92 (H8'"?)
2,46 (Hy)
1,53 (Hy) 2,90 (He)
10,21 (He") 7,23 (H3") 7,15 (He®) 6,83 (HL) 6,40 (Hn?) (HL)

1,80/1,52 (Hy)
2,18 (Hy)
1,36 (HY)
1,20 (HY?)
1,49 (Hy) 0,71/0,38 (H8"?)

1,59 (Hy) 1,72 (H9) 3,12 (He)

1,03 (Hy)

1,21 (Hy)

0,93/0,79 (Hy"?)
2,68 (HY)
1,13 (Hy)

6,87 (HJ) 6,57 (He)
2,43/2,17 (Hy)

2,20/2,14 (Hy)



7 Anhang
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'H-Zuordnung der F16E-Mutante des humanen H-FABP bei pH=7,0 und 298K

Rest HN Ho Hp Sonstige

A 4,32 2,34 1,09/1,02 (Hy'?)

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 (HS) 6,93 (He) 7,56 (HY)
L5 7,32 4,20 2,01 0,71 (H8")

G6 8,82 4,36/3,80

T7 8,28 3,92 1,15 (HY)

w8 9,76 5,33 3,01 9,68 (He') 7,02 (H8") 7,14 (He*) 7,30 (HE®) 7,22 (Hn?) 7,00 (HE)
K9 9,98 5,43 2,02/1,94 1,52 (Hy) 1,76 (H3) 2,97 (He)
LI10

Vil 9,28 4,61 2,25 1,01/0,87 (Hy"?)
El12 7,72 4,88 2,78/2,48

S13 8,32 4,94 3,72

K14 8,95 4,91 3,08 (He)

N15 7,68/7,18 (H&?)
E16

D17

D18 7,87 4,34 2,82/2,69

Y19
M20

K21

S22

123 3,76 1,56/1,22 0,36/0,31 (H8"?)
G24 7,19 4,19/3,74

V25

G26

F27

A28 3,95 1,47

T29 7,57 4,05 3,85 1,11 (HY)

R30 8,37 3,66

Q31

V32 7,08 3,69 1,80 0,94/0,61 (Hy'?)
A33 8,62 1,32

S34
M35 7,22 4,62 2,25/2,11 2,73/2,63 (He)

T36 7,28 441 4,20 1,38 (HY)

K37

P38

T39 8,86 5,51 4,09 1,32 (HY)

T40 9,97 5,64 3,57 1,00 (HY)

“1 9,61 5,22 1,57 0,89 (HS) 0,77 (HY)
12 9,26 5,17 2,40 0,77 (HY)

E43 9,20 1,85 2,16/2,05 (HY)
K44 8,67 4,99 1,72/1,48 1,35/1,11 (Hy) 1,57 (H8) 3,05/2,98 (He)
N45 8,65 4,86 2,66/2,62 7,91/6,93 (H&)
G46 8,98 3,98/3,66

D47 8,78 4,61 2,81/2,69

148 7,72 4,18 1,94 1,53/1,04 (Hy") 0,61 (HS) 0,75 (HY)
L49

T50 8,61 5,09 3,68 1,06 (HY)

L51 9,10 5,31 1,43 0,77 (H8")

K52 9,74 5,15 1,69 1,32 (Hy) 2,82/2,71 (He)
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 (Hy)

162 8,45 4,94

S63 8,25 5,64 3,55/3,45

F64 8,47 4,58 2,69 6,30 (HS) 6,81 (He) 6,65 (HY)
K65 8,82 4,90 2,94 (He)

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 (Hy'?)

E69 9,19 5,11 2,05 2,24 (Hy)

F70 9,50 524 3,29 7,51 (HS) 6,98 (He) 6,28 (HE)
D71 8,59 5,17 2,79/2,68

E72 8,58 4,77 1,85 2,30/1,66 (Hy)

T73 8,84 5,40 4,09 1,22 (HY)

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 (Hy) 1,72 (H$) 3,02 (He)
V80 8,99 5,20 2,01 0,62 (Hy"®)

K81 8,91 4,99 1,93 1,59/1,48 (Hy) 1,73 (HS) 2,99 (He)
S82 9,26 5,86 3,04/2,05

183 8,43 4,28 1,81 0,99 (H3) 0,90 (HY)
V84 9,73 5,46 1,37 0,51/-0,33 (Hy'?)

TS5 9,03 4,70

L86 8,68 5,30 1,88 1,51 (Hy) 0,88/0,79 (H3"?)
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 (Hy) 1,60 (HS) 2,99 (He)
L9l 8,81 0,72 0,96 (Hy) 0,41/0,32 (H8"?)
V92 9,73 4,16 2,28 0,99/0,86 (Hy'"?)

H93 8,67 4,01/2,66 6,52 (H&) 7,87 (He")
194 9,24 5,07 1,97 1,47 (Hy) 0,89 (H3"%)
Q95 8,79 5,15 2,22

K96 9,13 5,54 1,99/1,85 1,53 (Hy)

W97 8,32 4,94 3,72 10,23 (He') 7,24 (H3")
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 (Hy'"?)
E101 8,23 5,82 1,93 2,18 (Hy)

T102 9,06 5,47 1,34 (HY)

T103 7,98 5,44 4,00 1,20 (HY)

L104 9,59 5,03 1,91/1,41 1,51 (Hy) 0,73/0,43 (H8'"?)
V105 9,30 4,90 2,05 0,95 (Hy")
R106 8,99 5,67 1,46

E107 8,92 4,99 2,03/1,92 2,21/2,12 (Hy)

L108 8,77 5,30 1,24 1,00 (Hy) 0,40/0,24 (H8"?)
1109 8,91 1,73 1,05 (Hy") 0,87 (HS) 0,80 (HY)
D110 9,44 4,36 3,06/2,65
Gll11 8,60 4,31/3,68
K112 8,09 5,00 1,73 (HS) 3,12 (He)
L113 8,47 4,58 1,07/-0,25 0,95 (Hy) 0,11/-0,11 (H§"?)
114 9,42 2,08 0,85 (HY)

L115

T116 9,72 5,30 3,89 1,06 (HY)

L117 9,72 5,30

T118 8,63 5,57 4,10 1,22 (HY)
H119 9,59 5,22
G120 3,83/3,60

Ti121
Al122 4,67 1,61
V123 8,27 5,22 1,94 0,93/0,79 (H"?)
Cl124

TI125 8,10 5,35 3,83
R126

T127 8,73 4,89 3,88 1,19 (HY)
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 (Hy) 1,20/1,10 (H3) 2,64/2,58 (He)
El131 8,82 4,36 1,92/1,78 2,23/2,18 (Hy)

Al132 8,03 4,10 1,34
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'H-Zuordnung der F16S-Mutante des humanen H-FABP bei pH=7,0 und 298K

Rest

HN

Ho

HpB Sonstige

V1
E2
A3
F4
L5

T7
w8

K9
L10
V1l
E12
S13
K14
N15
S16
D17
D18
Y19
M20

S22
123
G24
V25
G26
F27
A28
T29
R30
Q31
V32
A33
S34
M35
T36
K37
P38
T39
T40
141
142
E43
K44
N45
G46
D47
148

T50
L51
K52
T53
H54
S55
T56
F57

N59
T60
E61
162
S63
Fo4
K65
L66
G67
V68

8,42

7,64

7,92

9,51
9,15
9,18
8,70
8,64

7,71

8,61

8,22

9,17
9,51
7,64

4,30
4,17

4,35/3,83

5,37

4,56

4,08

3,84

4,35

4,15

5,06

5,67

4,49
4,28/3,49
4,46

1,28
7,07 (HJ) 6,93 (He) 7,53 (HQ)

3,95 1,15 (HY)
9,87 (He") 7,00 (H8") 7,11 (He*) 7,39 (HE®) 7,21 (Hn?) 6,96 (HE)
1,91 1,55 (Hy) 1,77 (HS)

0,81 (Hy"?

3,19/2,99

4,09/3,99

4,18 1,34 (HY)
0,89 (HY)
2,42 0,78 (HY)
1,84 2,16/2,04 (HY)
1,70 1,55 (Hy)
2,66/2,60
1,94 1,54/1,06 (Hy") 0,61 (HS) 0,74 (HY)

3,67 1,06 (HY)

3,56/3,46
2,70 6,31 (HJ) 6,81 (He) 6,64 (HQ)

1,84

2,15 1,15/0,93 (Hy"?)
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E69
F70 7,48 (HS) 6,98 (He) 6,31 (H)
D71

E72

T73

T74

A75

D76

D77

R78

K79

V80 9,00 0,65 (Hy")
K81 8,99 4,96

S82 9,13 5,85

183 8,46 4,29 0,97 (HY)
V84 8,75 5,45 1,35 0,46/-0,33 (Hy'?)
T85

186

D87 9,03 4,97 2,70/2,48

G88

G89

K90 8,01 4,98 1,95 2,95 (He)
L91

V92 9,65 2,24 0,96/0,84 (Hy'?)
H93

194 9,24 5,10 1,45 (Hy)
Q95

K96

W97

D98

G99
Q100

E101

T102

T103

L104
V105
R106

E107

L108 8,78 5,30 1,26

1109 8,93 0,78 (HY)
D110
Gl11

K112 8,06 5,02

L113 8,44 4,53 0,11/-0,10 (H8"?)
114 9,43 2,05

L115

T116

L117

T118
H119
G120

Ti121
Al122
V123

Cl24

T125
R126

T127
Y128 7,03 (HJ) 6,61 (He)
E129 9,45 5,43 2,05
K130 1,44 0,87/0,19 (Hy) 1,18/1,05 (HS) 2,61/2,54 (He)
E131
Al132 8,03 4,10 1,33
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'H-Zuordnung der K211-Mutante des humanen H-FABP bei pH=7,0 und 298K

Rest HN Ho Hp Sonstige

A 4,34 2,34 1,08/1,02 (Hy'?)

E2 8,41 4,26 2,70/2,59

A3 4,19 1,27

F4 8,00 431 3,15/3,06 7,11 (HS) 6,91 (He) 7,54 (HE)
L5 7,32 4,20 2,01

G6 8,80 4,35/3,81

T7 8,25 3,91 1,15 (Hy)

w8 9,74 5,32 3,36/3,02 9,65 (He") 7, 50 (H8") 7,13 (He®) 7,35 (HE) 7,20 (Hn?) 6,99 (HE?)
K9 9,99 5,44 2,01/1,95 1,60/1,51 (Hy) 1,76 (H) 2,98 (He)
LI10 7,82 3,46 1,50/1,19 1,31 (Hy) 0,84/0,43 (H8"%)
Vil 9,29 4,62 2,26 0,97/0,85 (Hy'"?)

DI2 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 (Hy) 1,81/1,73 (HS) 3,09 (He)
NI15 7,70/7,20 (H&?)

F16 7,51 (H3) 7,06 (He) 7,09 (HE)
D17 4,23 2,72/2,61

DI8 7,84 4,27 2,81/2,68

Y19 7,60 4,08 3,30/2,99 7,01/6,79 (H3) 6,51/6,47 (He)
M20 8,15 3,46 2,17/2,05 1,57/1,37 (Hy)

21 8,92 3,55

S22 7,69 4,30 4,11

123 7,27 3,65 0,30/0,13 (H3"?)

G24 7,80 4,21/3,76

V25 3,76 1,49 1,04/0,87 (Hy'"?)

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 (HY)

R30 8,35 3,70 1,87 1,22 (Hy)

Q31 791 3,80 1,85/1,78 1,99/1,95 (Hy)

V32 6,90 3,80 1,62 0,87/0,55 (Hy'?)

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 (He)

T36 7,27 4,40 4,26 1,46 (HY)

K37

P38

T39 8,95 5,49 4,11 1,33 (HY)

T40 9,97 5,64 3,49 0,97 (HY)

141 9,62 5,22 1,54 1,48/1,28 (Hy") 0,87 (HS) 0,75 (HY)
142 9,23 5,16 2,41 0,76 (HY)

E43 9,19 1,85 2,16/2,03 (Hy)

K44 8,66 4,98 1,72 1,10 (Hy)

N45 8,65 2,66/2,61

G46 4,00/3,64

D47 8,91 4,66 2,81/2,70

148 7,72 4,18 1,94 1,54/1,05 (Hy") 0,61 (HS) 0,75 (HY?)
L49

T50 8,61 5,09 3,67 1,06 (Hy)

L51 9,14 5,27 1,39 0,74 (H8"?)

K52 9,75 5,13 1,70 1,31 (Hy) 2,82/2,71 (He)
T53 9,11 5,11 4,26 1,13 (HY)

H54 9,76 5,84 3,11/3,04

S55 8,69 5,08 4,00

T56 4,18 4,47 1,38 (HY)

F57 7,73 4,90 2,76 7,20 (H3) 7,32 (He) 7,20 (HE)
K58 6,81 4,33 0,93/0,83 (Hy) 1,50/1,33 (HS) 3,11 (He)
N59 6,01 2,76

T60

E61 5,16 1,98 2,09 (Hy)

162 8,40 4,95

S63 8,29 5,64 3,54/3,45

F64 8,46 4,59 2,70 6,30 (H9) 6,81 (He) 6,66 (HL)
K65 8,82 491

L66 9,20 4,54 1,85
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G67
V68
E69
F70
D71
E72
T73
T74
INA
D76
D77
R78
K79
V80
K81
S82
183
V84
T8S
L86
D87
G88
G89
K90
L1
V92
HO93
L94
Q95
K96
w97
D98
G99
Q100
E101
T102
T103
L104
V105
R106
E107
L108
1109
D110
Gll1
K112
L113
1114
L115
T116
L117
T118
HI119
G120
Ti21
A122
V123
C124
T125
RI26
T127
Y128
E129
K130
E131
Al132

9,53
7,66

9,51
8,59
8,57
8,89

9,27
8,08
7,43
8,37
9,00
8,91
9,26
8,44
9,73
8,96
8,67
9,04

7,79
8,84
9,71
8,69
9,24
8,80
9,13
8,31

8,53
8,19
9,06
7,97
9,55
9,28
9,00
8,85
8,78
8,91

8,09
8,44
9,41
9,58
9,80
9,69
8,61
9,62

8,24
9,58
8,16

8,72
10,03
9,39
9,41

8,80
8,02

4,29/3,49
4,47
5,13
5,24
5,18

5,42

4,52
4,09
4,13
4,93
5,18
5,00
5,84
4,29
5,45
4,70
5,32
4,98

5,02

4,13
543
5,07
5,15
5,56
4,95
4,31
4,00/3,67
4,47
5,84
5,47
5,52
5,03
4,91
5,68
4,96
5,30
4,28
4,37
4,31/3,72
4,97
4,61

5,50
5,36
5,32
5,66
5,22

5,13
5,31
5,32

4,93
543
5,42
3,84
4,35
4,10

2,27

3,31
2,80/2,69
1,84
4,10

2,93/2,68

1,44/0,42
1,82
2,10
1,93
3,04
1,81
1,34

1,88
2,71/2,50

1,97
1,30/0,71
2,30
4,00/2,70
2,00/1,39
2,21
2,00/1,85
3,75
2,83/2,40

1,34/0,57
2,08/1,94

4,03
1,92/1,39
2,05
1,45
2,02/1,92
1,25
1,73
3,06/2,67

-0,29
2,04
2,11
3,90

4,13
3,34

1,97
3,34/2,28
3,86

3,85
3,39/3,13
2,11/2,03

1,48
1,92/1,77

1,39

1,17/0,95 (Hy'"?)
2,25 (Hy)

2,34/1,65 (Hy)
1,23 (HY)

1,49 (Hy) 1,72 (HS) 3,02 (He)
0,65/0,27 (Hy"?)
1,58/1,51 (Hy) 1,75 (HS) 2,99 (He)
2,05 (Hy)

1,00 (HY") 0,88 (HY)
0,49/-0,35 (Hy'?)

1,51 (Hy) 0,87/0,77 (H8"?)

1,51/1,27 (Hy'?) 1,57(H8) 2,97 (He)
0,96 (Hy) 0,40/0,32 (H8"?)
1,00/0,86 (Hy"?)
6,51 (H8) 7,93 (He")
1,47 (Hy) 0,91 (H8"?)

1,55 (Hy) 2,91 (He)
10,23 (He") 7,23 (HS")

1,83/1,53 (Hy)
2,19 (Hy)
1,38 (HY)
1,21 (HY)
1,52 (Hy) 0,77/0,41 (H8'"?)
1,12/0,97 (Hy"?)

2,21/2,13 (Hy)
1,01 (Hy) 0,40/0,26 (H8"?)
1,38/1,04 (Hy") 0,87 (HS) 0,78 (HY)

1,71 (H3) 3,10 (He)
0,88 (H8'"?)
1,47 (Hy') 0,82 (HY)
1,29 (Hy) 0,84/0,67 (H8"?)
1,07 (Hy)

1,24 (HY)

0,95/0,82 (Hy'"?)
2,70 (Hy)
1,16 (HY)

1,16 (HY)
6,91 (HS) 6,60 (He)
2,43/2,38 (HY)
0,90/0,22 (Hy) 1,19/1,09 (HS) 2,63/2,55 (He)
2,23/2,17 (HYy)



7 Anhang 99

'H-Zuordnung der F64S-Mutante des humanen H-FABP bei pH=7,0 und 298K

Rest HN Ho Hp Sonstige

A

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 (H3) 6,93 (He) 7,57 (HE)
L5 7,29 4,19

G6 8,85 4,36/3,85

T7 8,28 3,93 1,16 (HY)

w8 9,74 5,35 9,64 (He") 7,06 (H8") 7,16 (He) 7,35 (HE®) 7,22 (Hn?) 7,01 (HE)
K9 10,01 5,45 2,01/1,97 1,60/1,53 (Hy) 1,77 (HS) 2,98 (He)
L10 7,77 3,42

Vil 9,33 4,63 2,27 1,01/0,86 (Hy"?)

El12 7,75 2,78/2,49

S13

K14 8,98 1,96 1,59/1,48 (Hy) 1,83/1,74 (HS) 3,10 (He)
N15 7,21/7,69 (H&)

F16 7,52 (H3) 7,07 (He) 7,12 (H)
D17

DI8 7,87 4,30 2,85/2,71

Y19 7,63 4,11 7,03/6,83 (HS) 6,54/6,48 (He)
M20 8,26 3,42 1,98

K21 8,88 3,88 1,91/1,75 1,50/1,35 (Hy) 1,67 (HS)
S22

L23 7,16 3,70 1,57

G24 7,79 4,15/3,71

V25

G26

F27 7,24 (H3) 7,35 (He) 7,33 (HQ)
A28 8,75 3,85 1,48

T29 7,60 3,86 4,04 1,09 (HY)

R30 8,39 3,70

Q31 7,94 3,81 1,82 2,02/1,94 (Hy)

V32 6,99 3,73 1,71 0,93/0,60 (Hy"?)

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 (Hy)

T36 7,27 4,40 4,28 1,46 (HY)

K37

P38

T39 8,95 5,49 4,12 1,33 (HY)

T40 9,93 5,64 3,49 0,96 (HY)

41 9,59 0,89 (HY)

142 9,29 2,42 0,77 (HY)

E43 9,32 1,88 2,18/2,05 (HY)

K44 8,72 5,22 1,76/1,46 1,57 (Hy) 1,62 (HS) 3,04 (He)
N45 8,50 2,70/2,67 7,83/6,88 (H&?)

G46

D47 4,29 2,84/2,70

148 3,87 2,09 1,52/1,18 (Hy") 0,64 (HS) 0,81 (HY?)
L49 8,48 1,82/1,27 0,79/0,71 (H8"?)

T50 9,10 5,32 3,82 1,13 (Hy)

L51 521 1,42/1,36 1,48 (Hy) 0,65/063 (H8'?)
K52

T53 9,09 5,09 4,24 1,15 (Hy)

H54 9,77 5,86 3,16

S55

T56 421 4,50 1,40 (HY)

F57 7,76 3,26/2,78

K58 6,84 4,34 1,55/1,40 0,93/0,90 (Hy) 1,59/1,44 (HS) 2,78/2,70 (He)
N59 8,63 5,97 2,79

T60

E61 5,18 1,98 2,05 (Hy)

162

S63 8,21 5,50 3,54/3,50

S64 8,72 421 2,90/2,76

K65

L66

G67 4,25/3,51



7 Anhang

100

V68
E69
F70
D71
E72
T73
T74
INA
D76
D77
R78
K79
V80
K81
S82
183
e
T85
L86
D87
G88
G89
K90
L9l
)
H3
L94
Q95
K96
W97
D98
G99
Q100
E101
T102
T103
L104
V105
R106
E107
L108
1109
D110
Gl11
K112
L113
114
L115
T116
L117
T118
HI119
G120
Ti21
A122
V123
C124
T125
RI126
T127
Y128
E129
K130
E131
Al132

7,72

9,53
8,60

8,86

9,29
8,08
7,48
8,33
8,98

9,32
8,42
9,73

8,60
9,05

7,84
8,80
9,85
8,62

8,70
9,23

8,42
8,53
8,24
9,13
7,98

9,26
9,08

8,77
8,93
9,46

8,08
9,41

9,84
9,71
8,60

8,26
9,61
8,15

8,75
10,05
9,41
9,38
8,85
8,05

4,48

5,24
5,19

543

4,55
4,10
4,15

5,22

5,99
4,48
5,63

5,30

5,02

4,19
5,70

5,22
5,59

4,00/3,70
4,51
5,86
5,51

5,69

5,29

4,30

4,37
4,30/3,72

5,35
5,33
5,63

5,19
5,32
5,36

545
5,43
3,82
4,36
4,11

2,07 1,11/0,95 (Hy'"?)

7,52 (H3) 7,22 (He) 6,70 (HE)
2,81/2,70

4,10 1,24 (HY)

2,83
2,93/2,72

1,51

1,85 1,51 (Hy) 1,73 (HS) 3,03 (He)
3,30/2,27

1,03 (Hy")

1,88 0,73/0,70 (Hy'"?)
1,82/1,30 1,53 (Hy) 0,87/0,80 (H8"%)
2,72/2,52

1,96 1,51/1,28 (Hy) 1,60 (HS)
1,22/0,52

2,32 1,01/0,90 (Hy'"?)
3,97/2,79 6,71 (H3) 8,06 (He")
1,97/1,90 1,58 (Hy) 1,74 (HS)

10,25 (He") 7,26 (H3")
1,36/0,64 1,84/1,53 (Hy)

2,09 2,20/2,09 (Hy)

1,40 (HY)
1,26 (HY)
1,12/0,98 (Hy'"?)
1,46/,27 1,01 (Hy) 0,43/0,28 (H8"%)

1,74 1,33/1,06 (Hy") 0,88 (HS) 0,82 (HY)
3,07/2,66
1,99/1,97 1,60 (Hy) 1,71 (HS)

0,92 0,12/-0,11 (H8"?)

2,04 0,84 (HY)

3,93 1,08 (HY)

4,13 1,26 (HY)

1,98 0,97/0,84 (Hy'"?)

3,88 1,18 (HY)

3,85 1,17 (HY)

3,37 6,92 (HJ) 6,60 (He)
2,14/2,04 2,42/2,39 (Hy)

1,45 0,83 (Hy) 1,10 (HS)
1,93/1,79 2,24/2,18 (Hy)

1,35



7 Anhang 101

'H-Zuordnung der L66G-Mutante des humanen H-FABP bei pH=7,0 und 298K

Rest HN Ho Hp Sonstige

A 4,30 2,29 1,02/0,97 (Hy'?)

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 (H) 6,91 (He) 7,48 (HE)
L5 7,28 4,16 2,00

G6 8,74 4,36/3,80

T7 8,26 3,89 1,14 (HY)

w8 9,74 5,32 3,35/2,99 9,70 (He') 7,04 (H8") 7,11 (He®) 7,39 (HE) 7,21 (HW) 6,97 (HE?)
K9 10,00 5,43 1,99/1,94 1,58/1,49 (Hy) 1,75 (HS) 2,95 (He)
L10 7,78 3,43

V11 9,28 4,61 2,23 0,95/0,82 (Hy'?)

EI2 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 (Hy) 1,80/1,70 (H3) 3,07 (He)
N15 7,65/7,18 (H*)

F16 3,16/3,07 7,49 (H8) 7,04 (He) 7,07 (HE)
D17 4,15 2,71/2,60

DI8 7,83 4,27 2,80/2,67

Y19 7,64 4,08 3,20/2,99 6,99/6,77 (H3) 6,50/6,46 (He)
M20

K21 3,84 1,87/1,70 1,46/1,30 (Hy) 1,66 (H3)
S22

123 7,14 3,67 1,54

G24 7,74 3,68

V25 3,77 1,45 1,05/0,85 (Hy'"?)

G26

F27 3,84 3,32/3,05 7,21 (H8) 7,33 (He) 7,29 (HY)
A28 3,92 1,47

T29 7,56 4,01 3,82 1,10 (HY)

R30 8,36 3,65

Q31 7,93 3,79

V32 6,92 3,68 1,66 0,88/0,53 (Hy'"?)

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 (Hy)

T36 7,23 438 4,25 1,45 (HY)

K37

P38

T39 8,96 5,48 4,09 1,31 (HY)

T40 9,91 5,60 3,46 0,94 (Hy)

41 9,59 5,19 1,52 1,45(Hy") 0,86 (HY)

42 9,20 5,14 2,39 0,76 (Hy)

E43 9,14 1,82 2,14/2,03 (Hy)

K44 8,65 4,98 1,70 1,13 (Hy) 3,01/2,98 (He)
N45 8,61 2,65/2,59 7,81/6,86 (HY*)

G46

D47 8,80 4,60 2,79/2,66

148 7,74 4,17 1,95 1,55/1,06 (Hy'") 0,59 (HS) 0,72 (HY")
149

T50 8,62 5,08 3,66 1,04 (HY)

L51 9,09 5,23 1,72/1,39 1,55 (Hy) 0,73/0,70 (H3"?)
K52 9,71 5,11 1,67 1,28 (Hy) 2,80/2,67 (He)
T53 9,12 5,11 4,27 1,12 (Hy)

H54 9,74 5,87

S55

T56

F57 7,75 4,85 3,25/2,78 7,18 (HS) 7,29 (He) 7,18 (HE)
K58 6,79 4,83 1,50/1,36 0,93/0,88 (Hy) 2,75/2,67 (He)
N59 8,56 5,98 2,77

T60

E61 8,64 5,15 1,95 2,06 (HY)

162 8,38 4,93

S63 8,26 5,59 3,52/3,43

F64 8,41 4,57 2,73 6,31 (H3) 6,79 (He) 6,65 (H)
K65 8,79 4,95 1,67 (H3) 2,95 (He)

G66 9,36 4,25/3,79
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G67
V68
E69
F70
D71
E72
T73
T74
ATS
D76
D77
R78
K79
V80
K81
S82
183
V84
T8S
L6
D87
G88
G89
K90
L1
V92
HY3
L94
Q95
K96
w97
D98
G99
Q100
E101
T102
T103
L104
V105
R106
E107
L108
1109
D110
Gll1
K112
L113
1114
L115
T116
L117
T118
HI119
G120
T121
A122
V123
C124
T125
RI126
T127
Y128
E129
K130
E131
Al132

9,42
7,65
9,14
9,58
8,59
8,54
8,92

9,23
8,05
7,39
8,29
8,97
8,89
9,23
8,44
9,74
8,99
8,66
8,73

7,73
8,76
9,48
8,68
9,22
8,79
9,11
8,29

8,35
8,50
8,18
9,02
7,97
9,55
9,27
8,89

8,75
8,92
9,42
8,58
8,05

9,35
9,53
9,74
9,65
8,61

8,24
9,59
8,09

8,69
10,00
9,38
9,36
8,78
8,02

4,27/3,53
4,45
5,10
5,31
5,15

5,41

3,98
4,53
4,06
4,10
4,93
5,17
4,98
5,81
4,24
5,32
4,67
5,15
4,90

5,06

4,15
5,41
5,07
5,14
5,54
4,93
4,29

3,98/3,65
4,45
5,83
545
5,53
5,04
4,89
5,66

5,29

434
4,29/3,68
4,95

5,48
5,32
5,27
5,62
5,23
3,81/3,59

4,66
5,12
5,31
5,33

4,92
5,43
5,41
3,73
4,33
4,08

2,26
2,03
3,29
2,78/2,68
1,84
4,08

1,46
2,82
2,90/2,67
1,43
1,83

3,02/2,04
1,81
1,27
4,23

2,69/2,48

1,91
2,31

1,96/1,39
2,20
1,98/1,84

2,82/2,40

1,31/0,53
1,93

3,99
1,90
2,04
1,45

1,22
1,70
3,04/2,63

1,62

3,33/2,27
3,83

3,83
3,35/3,11
2,12/2,02

1,43
1,90/1,75

1,32

1,15/0,95 (Hy'"?)
2,22 (Hy)
7,49 (HS) 7,00 (He) 6,33 (HY)

2,33/1,64 (HY)
1,21 (HY)

1,46 (Hy) 1,71 (HS) 3,01 (He)
0,64/0,26 (Hy'?)
1,46 (Hy) 1,72 (H3) 2,96 (He)

0,96 (HY)
0,43/-0,33 (Hy'?)
1,18 (HY)

1,54/1,27 (Hy) 1,56 (HS) 2,98 (He)
0,95 (Hy) 0,37/0,26 (H8"?)
0,98/0,85 (Hy"?)
6,52 (H8%) 7,93 (He")
0,88 (H5")

1,54 (Hy) 1,70 (H3) 2,90 (He)
10,21 (He") 7,21 (HS")

1,80/1,51 (Hy)
2,18 (Hy)
1,36 (HY)
1,19 (HY)

0,95 (Hy"?

0,95 (Hy) 0,43/0,29 (H8"?)
1,03 (Hy") 0,85 (HS3) 0,77 (HY")
1,70 (H9) 3,12 (He)

0,81 (HY)

1,27 (HY
1,05 (HY)

1,22 (HY)

0,93/0,80 (Hy"?)
2,71 (Hy)
1,15 (Hy)

1,13 (HY)
6,88 (HJ) 6,57 (He)

0,85/0,19 (Hy) 1,16/1,05 (H8) 2,61/2,55 (He)
2,21/2,15 (Hy)
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'H-Zuordnung der E72S-Mutante des humanen H-FABP bei pH=7,0 und 298K

Rest HN Ho Hp Sonstige

A 431 1,08/1,01 (Hy'"?)

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 (H3) 6,91 (He) 7,54 (HE)
L5 7,29 4,19 2,01

G6 8,79 4,34/3,80

T7 8,25 3,91 1,14 (HY)

w8 9,72 5,31 3,35/3,01 9,63 (He') 7,03 (H8") 7,12 (He®) 7,35 (HE) 7,19 (Hn?) 6,98 (HL?)
K9 10,01 5,43 2,00/ 1,95 1,60/1,51 (Hy) 1,76 (H) 2,96 (He)
L10

V11 9,29 4,62 2,25 0,99/0,83 (Hy"?)

EI2 7,71 4,89 2,76/2,48

S13 8,29 4,94

K14 8,96 1,94 1,55 (Hy) 1,71 (H3) 3,08 (He)
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 (HS) 6,49/6,47 (He)
M20

K21 3,85 1,89 1,33 (Hy) 1,70 (HS)

S22

L23 7,14 3,65 1,52 0,31/0,11 (H8"?)

G24 7,75 4,18/3,69

V25

G26

F27 3,85 3,33/3,06 7,19 (H3) 7,32 (He) 7,30 (HE)
A28 3,93 1,47

T29 7,56 3,83 1,10 (Hy)

R30 8,35 3,68

Q31 3,79 1,80 1,98/1,91 (Hy)

V32 6,93 3,68 1,65 0,88/0,50 (Hy"?)

A33 3,86 1,33

S34 4,36 4,09/4,00
M35 7,23 2,29/2,11 2,76/2,64 (Hy)

T36 7,25 4,40 4,26 1,46 HY)

K37

P38

T39 9,00 5,45 4,08 1,32 (Hy)

T40 9,93 5,61 3,48 0,96 (HY)

11

42 9,21 5,17 2,42 0,77 (Hy)

E43 9,17 1,84 2,16/2,01 (Hy)

K44 8,68 4,96 1,71 1,14 (Hy)

N45 8,64 2,66/2,60

G46

D47 4,61 2,79/2,67

148 7,70 4,18 1,94 1,50/1,05 (Hy") 0,60 (HS) 0,72 (HY?)
149

T50 8,61 5,09 3,68 1,06 (HY)

L51 9,13 5,26 1,44

K52 1,69 1,29 (Hy) 2,81/2,69 (He)
T53 9,13 5,13 4,20 1,14 (Hy)

H54 9,75 5,83

S55 8,65 4,05

T56

F57 7,72 4,98 2,76 7,19 (H3) 7,30 (He) 7,19 (HE)
K58 6,83 4,35 0,93 (Hy) 1,53 (HS)

N59 5,97 2,75

T60

E61 5,16 1,97 2,10 (Hy)

162 8,40 4,95

S63 8,33 5,66 3,54/3,47

F64 6,34 (HS) 6,83 (He) 6,66 (HY)
K65 8,86 4,95 1,62 (HS)

L66 9,15 4,52 1,84

G67 9,50 4,27/3,47
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104

V68
E69
F70
D71
S72
T73

A75
D76
D77
R78
K79
V80
K81
582
183
%z
T85
L86
D87
G88
G89
K90
LI1
V92
H93
L94
Q95
K96
w97
D98
G99
Q100
E101
T102
T103
L104
V105
R106
E107
L108
1109
D110
G111
K112
L113
1114
L115
T116
L117
T118
H119
G120
T121
Al122
V123
Cl124
T125
R126
T127
Y128
E129
K130
E131
Al132

7,61

9,54

7,97
7,46
8,29

9,73
8,98
8,69
9,00

7,78

9,75

9,14
8,29

8,34
8,50
8,21

8,98

8,78

8,61
8,07

9,39
9,58
9,78
9,69
8,57

8,25
9,56
8,11

8,69
10,01
9,39
9,39
8,79
8,02

4,46
5,10

4,08
4,15
4,94

5,55
4,70
5,33
4,96

5,00

4,20
5,40

5,54
4,94
4,29
3,96/3,68
445
5,83

5,54

5,67

5,29
4,27
4,35
3,68
4,96

5,49
5,36
5,30
5,63

5,15
5,31
5,34

4,96
543
541
3,81
434
4,10

2,25 1,15/0,94 (Hy'"?)

2,06 2,24 (Hy)

3,33 7,54 (H3) 7,06 (He) 6,38 (HE)
2,91/2,71

0,41

1,36 0,45/-0,33 (Hy'?)

1,87 1,50 (Hy) 0,85/0,77 (H8"%)
2,69/2,51

1,95 1,50 (Hy) 2,99 (He)

2,29 0,98/0,85 (Hy'?)
3,99/2,69

10,23 (He'") 7,21 (H8")

2,82/2,40
1,32/0,50 1,82/1,55 (Hy)

1,95 2,18 (Hy)

4,03 1,24 (HY)
1,47/1,23 0,99 (Hy) 0,39/0,23 (H8"?)

1,71 1,07 (Hy") 0,86 (H8) 0,78 (HY)
3,05/2,65

1,70 (H3) 3,11 (He)

0,24 0,91 (Hy) 0,12/-0,13 (H§'"?)

2,03 0,82 (HY)

3,89 1,07 (Hy)

4,11 1,23 (HY)

1,96 0,95/0,82 (Hy'"?)

3,84 1,15 (HY)

3,84 1,15 (HY)

6,89 (HJ) 6,58 (He)

2,13/2,03

1,45 0,88/0,21 (Hy) 1,18/1,08 (HJ) 2,62/2,55 (He)
1,91/1,76 2,21/2,17 (Hy)

1,33
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