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1 Einleitung 

Grundlegende sowie komplexe biologische Prozesse werden in der Zelle über Protein-Protein 

Interaktionen vermittelt und reguliert [77, 149]. Basierend auf der zeitlichen Beständigkeit wird 

zwischen permanenten und transienten Interaktionen unterschieden [37]. Die ersten sind 

hauptsächlich in makromolekularen Komplexen vertreten [75, 124] und zeichnen sich durch 

starke Bindungsaffinitäten aus [185], da der Kontakt zwischen Domänen und somit größeren 

Proteinbereichen erfolgt [37]. Transiente Protein-Protein Interaktionen sind reversibel und 

zeigen kleinere Kontaktflächen [1, 185]. Die Bindungsaffinität beruht meistens auf Kontakten 

zwischen Protein-Domänen und Epitopen, welche eine bestimmte Erkennungssequenz 

aufweisen und meist an den Termini oder in unstrukturierten Regionen des Zielproteins 

vorkommen [37]. Proteine mit speziellen Bindemodulen, darunter SH2-, FHA- und WW-

Domänen [232] nutzten den zuletzt genannten Interaktionsmechanismus für die 

Signaltransduktion und/oder eine Aktivitätsregulation [1, 88]. Transiente Interaktionen werden 

von posttranslationalen Modifikationen [174], der Proteinfaltung sowie von 

Konformationsänderungen gesteuert [27, 185]. Neben den Hitzeschockproteinen (HSPs), 

Lectin-Chaperonen und Protein-Disulfid-Isomerasen (PDI) haben Peptidyl-Prolyl-cis/trans-

Isomerasen (PPIasen) einen Einfluss auf die Proteinfaltung und konformationelle Änderungen 

im Protein [87]. 

1.1  Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPIasen) 

Mitte der 1930er Jahre wurde mittels röntgenkristallographischer Untersuchungen gezeigt, 

dass sich die an der Peptidbindung beteiligten Atome (C, O, N) in einer Ebene befinden und 

die Peptidbindung planar ist [183]. Zudem beträgt die Distanz der C-N Bindung in Peptiden ca. 

0,132 nm, was zwischen der Bindungslänge für C-N Einfachbindungen (0,149 nm) und C=N 

Doppelbindungen (0,127 nm) liegt [22]. Der Grund dafür ist die Ladungsdelokalisation freier 

Elektronenpaare über die Peptidbindung, wodurch sie einen partiellen Doppelbindungs-

Charakter erhält [183]. Wegen der starren Anordnung und der eingeschränkten Drehbarkeit 

kann die Peptidbindung in nativen Proteinen in cis- oder trans-Konformation vorkommen 

(dihedraler Winkel ω=0° oder 180°). Da bei der trans-Form die Seitenketten der flankierenden 

Cα-Atome in gegenüberliegender Stellung liegen, ist sie aus sterischen Gründen energetisch 

günstiger und somit bei prolinlosen Peptidbindungen stark bevorzugt [108]. NMR-

spektroskopische Messungen von cis/trans-Gleichgewichten in Peptiden mit nicht-

Prolylbindungen ergaben einen cis-Isoform-Anteil von ca. 1 % [207]. 

Anders ist diese Verteilung jedoch bei Xaa-Prolin Bindungen (Xaa: beliebige Aminosäure). Die 

Aminogruppe des Prolins ist zugleich ein Bestandteil der Seitenkette sowie der Peptidbindung 
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mit der N-terminal gelegenen Aminosäure, so dass die spezifischen sterischen Verhältnisse 

des Prolinrings das Auftreten beider Konformationen ermöglichen (Abbildung 1.1). 

 

 

Abbildung 1.1 Peptidyl-Prolyl-Isomerisierung 

cis/trans-Isomerisierung einer (Phospho)-Peptidyl-Prolyl-Peptidbindung (mit Pfeilen gekennzeichneten) in 

einem pSer-Pro-Ala Tripeptid. Prolin ist in Rot dargestellt. Verändert nach [217]. 

Aufgrund der geringen Energiedifferenz zwischen der cis- und trans-Form kommen etwa 

10-30 % der Peptidyl-Prolyl-Bindungen als cis-Isomere vor [5, 168]. Da für die Konvertierung 

eine Aktivierungsenergie von ca. 80 kJ/mol aufgebracht werden muss, würde dieser Vorgang 

ohne eine Katalyse den Faltungsprozess zum nativen Protein erheblich verlangsamen [5, 40]. 

Daher stellt die cis/trans-Isomerisierung von Peptidyl-Prolyl-Bindungen einen 

geschwindigkeits-limitierenden Schritt bei der Proteinfaltung dar [78]. Die Rolle des 

Katalysators übernehmen dabei die Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPIasen). Sie 

beschleunigen reversibel den Isomerisierungsschritt und sind somit sowohl bei der Protein-de 

novo-Synthese als auch bei der Funktionsregulation anderer Proteine, indem sie als 

Konformationsschalter fungieren, wichtig [3].  

Die erste PPIase wurde 1984 von der Arbeitsgruppe Fischer aus Schweinenieren isoliert [64]. 

1989 stellte sich heraus [65, 238], dass die beschriebene Isomerase mit dem zur gleichen Zeit 

entdeckten Rezeptorprotein für das Immunsuppressivum Cylcosporin A [89] identisch ist. 

Somit wurden die Vertreter dieser Proteinfamilie unter dem Namen der Cyclophiline, der ersten 

PPIase-Klasse, zusammengefasst. Die hochkonservierte Proteinfamilie umfasst 18 Isoformen 

kodiert von 17 Genen [186]. In Säugetieren bindet und inhibiert der 

Cyclophilin A/Cyclosporin A Komplex die Serin/Threonin Proteinphosphatase Calcineurin und 

verhindert dadurch die Transkription Zytokin-kodierender Gene [148] und die T-Zellen 

Aktivierung [110]. Cyclophiline werden als Antwort auf oxidativen Stress, Hypoxie, und 

Infektionen sekretiert [105, 215, 222] und sind in vielzähligen Krankheiten, wie 

Virusinfektionen, neurodegenerativen Krankheiten, Krebs, rheumatoider Arthritis, Sepsis, 
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Asthma, Parodontitis und Alterung involviert [186, 254]. Neuen Studien zur Folge wird 

Cyclophilinen eine wichtige Rolle bei kardiovaskularen Krankheiten zugesprochen [175, 186]. 

 

Abbildung 1.2 Proteinstrukturen der humanen Vertreter der vier Peptidyl-Prolyl-cis/trans-

Isomerase-Klassen in catroon-Darstellung (erstellt mit Pymol) 

A: Cyclophilin A (PDB ID: 1CWA), B: FKBP12 (PDB ID: 1FKL), C: PTPA (PDB ID: 2IXM), D: hPin1 (PDB ID: 

1NMV), E: hPar14 (PDB ID: 3UI4). 

Die zweite Klasse der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen wurde ebenfalls 1989 identifiziert 

[60]. Als Bindeproteine des Immunsuppressivums FK506 (Tacrolimus) wurden sie als FK506-

bindende Proteine bezeichnet (FKBPs) [93, 224]. Über 20 Vertreter dieser Proteinfamilie 

wurden bisher isoliert und auf Grundlage des Molekulargewichts bekannt [186]. Wie bei den 

Cyclophilinen binden sie an Calcineurin und übernehmen somit die gleiche Funktion bei der 

Immunantwort wie die erste PPIase-Familie [110]. Eine zusätzliche immunosuppressive Rolle 

übernehmen FKBPs, indem sie an mTOR binden [216]. Zudem besitzen sie unabhängig von 

der Bindung an ein Immunsuppressivum neurotrophe und neuroprotektive Eigenschaften [56]. 

Aufgrund ihrer Bindungsaffinität zu Immunsuppressiva wurden die FKBPs zusammen mit den 

Cyclophilinen 1991 in die Gruppe der Immunophiline eingeordnet [211].  

Mit einer vergleichbaren Isomeraseaktivität wie das Cyclophilin A (Abbildung 1.2 A) und das 

FKBP12 (Abbildung 1.2 B), jedoch strukturell komplett abweichend wurde 2006 der humane 

Protein-Serin/Threonin-Phosphatase 2A-Aktivator (PTPA) (Abbildung 1.2 C) als neues 

Mitglied der PPIase-Familie beschrieben [107]. Die Substratbindung eines Prolin-Peptids 
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induziert eine Dimerbildung des in zwei Domänen organisierten α-helikalen Proteins [136]. Zu 

der humanen PTPA wurden bisher nur Orthologe in S.cerevisiae und S.pombe identifiziert 

[107].  

Eine weitere Klasse der PPIasen trägt den Namen Parvuline (Abbildung 1.2 D, E). Ihren 

Namen verdanken sie dem ersten isolierten Vertreter aus E. coli, welcher aufgrund der 

geringen Masse von ca. 10 kDa Parvulin 10 genannt wurde (lat.: parvus = klein, winzig) [192, 

193]. Anders als die Immunophiline binden sie keine Immunosupressiva [94]. Parvuline weisen 

keine Sequenzähnlichkeit zu den restlichen PPIase-Vertretern auf. Sie besitzen eine typische 

Parvulinfaltung (β-α3-β-α-β2) aus einem vier-strängigen β-Faltblatt, welches von vier α-Helices 

umschlossen wird [62] und kommen als Ein- oder Mehrdomänenproteine sowohl in 

Prokaryoten, Eukaryoten und Archaeen vor [95, 100].  

1.2 Prokaryotische Parvuline  

Das E.coli Par10 ist ein zytosolisches Protein, welches nur aus der katalytischen PPIase-

Domäne [122] besteht und eine hohe Isomeraseaktivität (~107 M-1s-1) gegenüber 

Tetrapeptiden mit einem Leucin oder Phenylalanin vor dem Prolin zeigt [245]. Eine deutlich 

geringere Isomeraseaktivität (~103 M-1s-1) besitzt das periplasmatische E.coli Parvulin SurA 

[200]. Der Name kommt von engl. survival, da das Protein für das Überleben der Bakterien in 

der stationären Wachstumsphase notwendig ist [242]. SurA ist ein Mehrdomänenprotein mit 

zwei nacheinander angeordneten Parvulin Domänen. Dabei besitz nur die zweite Domäne 

eine Isomerasefunktion und die erste bildet zusammen mit den SurA-Termini einen 

Kernkomplex, welcher an der Faltung und Reifung der Proteine der äußeren Membran (OMPs) 

involviert ist [18, 200]. Obwohl die erste Parvulin-Domäne katalytisch inaktiv ist, regulieren 

beide Parvulin-Domänen die Chaperonaktiviät von SurA [227]. Wie SurA ist auch das Parvulin 

PpiD im periplasmatischen Raum des gram-negativen Bakteriums zu finden. PpiD besteht aus 

einer katalytisch inaktiven Parvulin- und einer Chaperondomäne [39, 255] und ist ebenfalls an 

der Faltung der OMPs beteiligt. PpiD kompensiert den SurA-Verlust in E.coli-

Deletionsmutanten [39], wodurch eine überlappende Chaperonfunktion und Substartspezifität 

zwischen den Parvulin-Vertretern angenommen wird [231].  

Das membrangebundene PrsA-Parvulin [243, 248] ist nur in gram-positiven Bakterien 

vertreten. In B. subtilis und S. aureus spielt es eine Rolle bei der Faltung sekretierter Proteine, 

darunter bakterieller Toxine [109, 205, 253], sowie von Enzymen, die notwendig für den 

Aufbau der Zellwand sind [86, 95]. PrsA ist zwischen Plasmamembran und Zellwand lokalisiert 

[95], indem es über ein Cystein im Protein-N-terminus kovalent an ein Diacyl-Glycerol in der 

Membran gebunden ist [230]. Ähnlich den periplasmatischen E.coli Parvulinen, besteht PrsA 

aus einer Chaperondomäne, die von einer Parvulin-Domäne unterbrochen wird [95, 103]. Im 

Unterschied zu PpiD verfügt die PrsA-Parvulin-Domäne über eine Isomeraseaktivität, jedoch 
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mit unterschiedlicher Substratspezifität zwischen B. subtilis (Lys-Pro) und S.aureus (Glu-Pro) 

[95, 243].  

Weitere prokaryotische Parvuline, wie PmpA aus Lactococcus lactis [49] und NifM aus 

Klebsiella pneumoniaei [73] sind auch an der Proteinfaltung beteiligt. PmpA reguliert die 

Faltung der sekretierten Lipase [49] und über NifM wird die korrekte Faltung und Reifung der 

Nitrogenase-Komponente NifH gewährleistet [73]. 

1.3 Eukaryotische Parvuline  

Der erste entdeckte eukaryotische Vertreter der Parvuline war Ess1 aus S. cerevisiae [91]. 

Vorerst als ein essentielles Protein für das Wachstum der Hefezellen entdeckt, wurde einige 

Zeit später die Isomeraseaktivität von Ess1 beschrieben [92]. Das Ess1-Homolog in Menschen 

ist Pin1. Humanes Pin1 ist bis heute eine der bestcharakterisierten PPIasen aus der Familie 

der Parvuline. Nachdem es 1996 bei einem Yeast-Two-Hybrid-Screen als Interaktionspartner 

der NIMA (Never In Mitosis gene A)-Kinase aus Aspergillus nidulans identifiziert wurde, bekam 

es den Namen „Protein Never in Mitosis Gene A Interacting-1“, kurz Pin1 [151]. Da die NIMA-

Kinase essentiell für die Mitose-Einleitung ist [178], wurde auch für Pin1 eine Funktion bei der 

Zellteilung angenommen. Diese bestätigte sich, nachdem Deletionen von Pin1 oder des 

Hefehomologs Ess1 zur Unterbrechung der M-Phase der Mitose mit anschließender Apoptose 

führten [13, 151], sowie eine Überexpression von Pin1 in HeLa Zellen einen G2-Arrest 

verursachte [151]. Somit wurde Pin1 kurz nach seiner Entdeckung als Mitoseregulator bekannt 

[218, 269]. 1997 konnten Yaffe et al. zeigen, dass Pin1 bevorzugt die Isomerisierung von 

phosphoryliertem Threonin oder phosphoryliertem Serin vor dem Prolin, im Vergleich zu 

unphosphorylierten Substraten katalysiert [270], wodurch die Annahme, dass Pin1 

phosphorylierungs- und zellzyklus-abhängig mit Interaktionspartnern interagiert, erwiesen  

wurde [106, 218]. 

96 % aller Phosphoproteine in der Zelle sind an einem Serin-oder Threoninrest phosphoryliert 

[177]. Die Phosphorylierung von Serin/Threonin-Prolin Motiven von Seiten Prolin-abhängiger 

Kinasen ist bei der Regulation der Zellproliferation und –Transformation, sowie der 

Singnaltransduktion in vielen zellulären Prozessen von entscheidender Bedeutung [155]. Das 

koordinierte Zusammenwirken zwischen den Kinasen und cis/trans-Isomerasen stellt einen 

erweiterten Kontrollmechanismus zellulärer Abläufe dar. Eine Dysregulation von Pin1 wird mit 

Alterung [133], motorischen und Verhaltensstörungen, Neuron-Degeneration und 

Keimzellabbau [146], der Immunantwort [61], Antwort auf zellulären Stress [152] und dem 

programmierten Zelltod [34, 229] in Verbindung gebracht. Auf diese Weise ist Pin1 an 

Krankheiten wie Hoden- und Retinaatrophien [145], Morbus Alzheimer [48, 132, 194] und 

Krebs beteiligt [155, 202, 203, 263, 276]. Pin1 ist in 38 von 60 verschiedenen Tumorgeweben 

überexprimiert [7, 264], so dass man ihn als potentiellen prognostischen Tumormarker 
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bezeichnen kann [132]. Pin1 ist aus zwei Domänen aufgebaut (Abbildung 1.2 D) [195]. Die N-

terminal gelegene WW-Domäne umfasst 39 Aminosäuren und enthält zwei konservierte 

Tryptophane, welche für die Namensgebung der Domäne verantwortlich sind [195, 232]. Die 

WW-Domäne ist ein Interaktionsmodul, welches der Erkennung von phosphorylierten 

Serin/Threonin-Prolin Motiven und Protein-Protein Wechselwirkung dient und einen Einfluss 

auf die Pin1-Lokalisation im Kern hat [152, 154, 195]. Lufei und Cao zeigten, dass endogenes 

Pin1 sowohl im Kern als auch im Zytoplasma lokalisiert ist und dass auch in der katalytischen 

Einheit ein Kern-Lokalisationssignal (NLS) vorhanden ist [156]. Obwohl die in vitro-Aktivität 

von hPin1-Mutanten ohne WW-Domäne erhalten bleibt [198, 278], ist das Interaktionsmodul 

für die in vivo Funktion von hPin1 essentiell [153]. Die katalytische PPIase-Domäne befindet 

sich am C-Terminus [151, 195]. In der Kristallstruktur, komplexiert mit einem Ala-Pro Dipeptid, 

PEG und Sulfat gibt es ein gemeinsames Interface zwischen den Pin1-Domänen [195]. 2003 

stellte sich bei einer Strukturaufklärung mittels NMR-Spektroskopie heraus, dass für die 

Interaktion der Domänen ein flexibler Glycin- und Serin-reicher linker verantwortlich ist [12]. 

Kristall- sowie NMR-Strukturen zeigten zudem, dass das Sulfat, welches als Mimikry der 

Phosphatgruppe in phosphorylierten Substraten fungiert, mit einer basischen Triade im β1-α1-

Loop interagiert  [12, 195]. Der lange β1-α1-Loop (Abbildung 1.2 D) ist charakteristisch für 

Pin1/Ess1 Homologe [169]. Auch die WW-Domäne wurde bis zur Identifizierung der pflanzen 

Ess1/Pin1 Homologe in A. thaliana (AtPin1) [127, 128], D. lanata (DlPar13) [165] und M. 

domestica (MdPIN1) [271] für ein gemeinsames Merkmal Pin1-typischer Parvuline gehalten 

[128]. Bei den Pflanzen-Homologen handelt es sich jedoch um Eindomänen-Parvuline ohne 

N- oder C-terminale Erweiterungen mit katalytischer Isomeraseaktivität für 

Phosphoserin/Threonin-Prolin-Motive [128]. Ein eindeutiges Kriterium, welches die Zuordnung 

der PPIasen in Pin1-Typ Parvuline erlaubt, ist die Fähigkeit, Ess1 in temperatursensitiven oder 

Deletionsmutanten zu komplementieren [90, 165]. Somit gehören auch Dodo in D. 

melanogaster [160], Ess1 in S. pombe [101], Ess1 in C.albicans [45], MmPin1 in M. musculus 

[68] und xPin1 in X. laevis [256] zu Pin1-Typ Parvulinen. Anders als die Deletion von hPin1, 

Ess1 und xPin1 führt der Verlust der erwähnten Pin1-Homologe in der Maus und der 

Fruchtfliege jedoch zu keiner Phänotypveränderung [198].  

Neben den phosphospezifischen Pin1-Typ-Vertretern existieren in Eukaryoten auch nicht-

phosphospezifische Parvuline. Im Menschen zählen zu dieser Gruppe das Par14 und Par17 

[169]. Par14 besitzt neben der PPIase-Domäne keine WW-Domäne, sondern einen 35 

Aminosäuren langen, basischen und unstrukturierten N-Terminus [171, 214, 245]. Bei Par17 

handelt es sich um eine durch alternative Transkriptionsinitiation N-terminal verlängerte 

Variation von Par14 [170, 240]. Während Par14 abhängig von der Phosphorylierung des 

Ser 19 entweder im Zytosol oder Nukleus zu finden ist, ist das Par17 in den Mitochondrien 

lokalisiert [116, 169, 197]. Die PPIase-Domäne von Par14 hat eine 34 %ige Sequenzidentität 
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mit E.coli Par10 und eine 39 %ige Sequenzidentität mit der PPIase des hPin1 [169]. Wie Par10 

hat Par14 (Abbildung 1.2 E) keinen verlängerten, phosphospezifischen β1-α1-Loop und die 

höchste Isomeraseaktivität für Arg-Pro Motive [245], jedoch mit einer um Faktor 1000 

geringeren Aktivität (~103 M-1s-1) als Par10 und hPin1 zu deren Substraten [169, 245]. Sowohl 

Par14 als auch Par17 beschleunigen die Mikrotubulibildung [240]. Par14 bindet an AT-reiche 

DNA-Segmente [236] sowie an Chromatin und ist während der S und G2/M Phase 

hochreguliert [204]. Zudem interagiert Par14 mit dem Pre-ribosomalen-Nukleproteinkomplex, 

wodurch eine Rolle bei der Ribosom-Biogenese vermutet wird [69, 70]. Während Par14-

Homologe in weiteren Eukaryoten identifiziert wurden, ist Par17 nur in Hominidae vertreten 

[170, 204, 240]. Im Vergleich zum Immunophilin-Bestand, fällt das Parvulin-Repertoire mit nur 

zwei Parvulin-Vertretern (Pin1- und Par14-Homologe) in den meisten mehrzelligen 

Organismen gering aus [169]. In einigen Einzellern wurde jedoch ein weiteres Parvulin-

codierendes Gen identifiziert. Dabei handelt es sich um ein Parvulin, welches größer ist als 

die bekannten Vertreter. Es besteht aus der charakteristischen PPIase-Domäne mit dem 

verlängerten phosphospezifischen β1-α1-Loop und einer Parvulin-untypischen N-terminalen 

Erweiterung in Form einer FHA-Domäne. Vorerst wurde es in den Protozoen Dictyostelium 

discoideum [57] und Chlamydomonas reinhardtii [247] und erst später in den 

Trypanosomatiden Leishmania und Trypanosoma entdeckt [60] (Abbildung 1.3 A). 

1.4 Parvuline in Trypanosoma brucei 

Trypanosomen sind einzellige Parasiten, die den Flagellaten angehören [129]. Die zwei Arten, 

die für den Menschen lebensbedrohlich sind, sind Trypanosoma brucei und Trypanosoma 

cruzi, Erreger der Tropenkrankheiten Afrikanische Trypanosomiasis (Schlafkrankheit) und 

Amerikanische Trypanosomiasis (Chagas-Krankheit) [161, 196]. Während T. cruzi durch 

Raubwanzen übertragen wird, ist der Vektor von T. brucei die Tsetsefliege. Die Parasiten 

haben eine längliche Form und bewegen sich spiralförmig, woher sich auch der Name 

Trypanosoma von griechisch trypano (Bohrer) und soma (Körper) ableitet. Obwohl beide 

Erreger die Blut-Hirn-Schranke durchqueren können, ist T. cruzi selten im Gehirn zu finden 

[66]. Anders ist es bei dem extrazellulären Parasiten T. brucei [244]. Direkt nach der Infektion 

gelangt der Erreger ins zentrale Nervensystem [67]. Durch den Insektenstich ins Blut injiziert, 

können sich Trypanosomen frei bewegen, da sie durch die variablen Oberflächen-

Glykoproteine (VSG) [163, 241] dem Immunsystem des Menschen ausweichen [162]. Im 

Blutkreislauf nehmen die Trypanosomen eine schlanke Form ein und vermehren sich über 

Längsteilung [179]. Nachdem eine gewisse Parasitendichte erreicht wurde, gehen die 

Trypanosomen in eine kurze und dicke Form über und die Zellteilung stoppt [162]. Wird die 

kurze Form bei einem Stich von der Tsetsefliege aufgenommen, entstehen aus den kurzen 

Formen prozyklische proliferierende Trypanosomen im Mitteldarm der Fliege. Dabei wird die 
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VSG-Beschichtung durch einen Mantel aus Prozyklinen ersetzt. Mit den morphologischen 

Änderungen durchlaufen auch der Kinetoplast (mitochondriales Genom des Parasiten) sowie 

die Geißel (Flagellum) einen Positionswechsel innerhalb der Zelle. Das korrekte Positionieren 

der Organelle ist für den Zellzyklus des Parasiten von entscheidender Bedeutung, vor allem 

wenn der Energiestoffwechsel der Trypanosomen im Mitteldarm der Fliege von der Glykolyse 

auf die Atmungskette wechselt [162]. Nachdem sich der Parasit im Mitteldarm vermehrt hat, 

wandern die Trypanosomen in die Speicheldrüse der Fliege. Dort haften sie über das 

Flagellum an der Drüsenwand, vermehren sich und werden in dieser Form als Epimastigote 

bezeichnet. Aus den Epimastigoten werden metazyklische Formen, die sich nicht weiter 

vermehren, VSGs ausbilden und im Lumen der Drüse auf die Übertragung auf einen neuen 

Säugetierwirt warten [162] (Abbildung 1.3 B).  

 

Abbildung 1.3 Aufteilung der Parvuline in Subfamilien und der Lebenszyklus von Trypanosoma 

brucei 

A: Phylogenetischer Baum der Parvuline [60]. In dem roten Kasten sind phosphoabhängige Parvuline, in dem 

grünen die Parvuline mit unterschiedlicher Substratspezifität und im blauen Par45(42)-ähnliche Parvuline 

dargestellt. B: Morphologische Veränderung von T.brucei während des Wirtswechsels zwischen Säugetier 

und Tsetsefliege. Verändert nach [162]. 

Da das erste Stadium des Krankheitsverlaufes symptomlos abläuft, wird die Krankheit meist 

Wochen später diagnostiziert, nachdem Enzephalitis und systemisches Organversagen 

auftreten (zweites Stadium) und der Betroffene in einen schläfrigen komatösen Zustand fällt 

(drittes Stadium) [67, 114]. Unbehandelt endet die Infektion schließlich tödlich. Die 

Therapiemöglichkeiten sind stark begrenzt, da die wenigen verfügbaren Präparate starke 

Nebenwirkungen mit sich bringen und mutagen oder zusätzlich neurotoxisch sind [115]. Die 

Suche nach neuen Targets und Medikamenten ist somit Gegenstand aktueller Forschung. 

2010 wurden in T. brucei das TbPin1 und das TbPar42 Parvulin entdeckt [76]. Auch TbPar14 

ist in T. brucei vertreten [60]. Während TbPin1 zu den Pin1-typ Parvulinen gehört, 

phosphospezifisch ist und Ess1 in Hefezellen substituieren kann, ist es anders als hPin1 nicht 
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im Zellkern zu finden, sondern gleichmäßig im Zytoplasma verteilt [60, 76]. Zudem hat TbPin1 

keinen Einfluss auf die Mitose in T.brucei [59]. TbPar42 (Abbildung 1.3 A) ist dagegen im 

Zellkern lokalisiert [60]. Ein Knockdown des Proteins führt in prozyklischen T. brucei Zellen zur 

Wachstumsinhibition [60]. Außer der Tatsache, dass es Ess1 nicht ersetzen kann und dass 

das Protein N-terminal eine FHA- und C-terminal eine PPIase-Domäne aufweist [60], sind 

Interaktionspartner oder Funktion bisher nicht bekannt. 

1.5 FHA Domänen 

FHA-Domänen sind Phosphothreonin-Bindemodule, die sowohl in Pro- als auch in Eukaryoten 

vertreten sind [54, 158]. Sie wurden 1995 in Forkhead-Transkriptionsfaktoren entdeckt und 

danach benannt [98]. Seitdem folgte die Identifizierung der FHA-Domänen in vielen 

unterschiedlichen Regulatorproteinen, unter anderem in Kinasen, Phosphatasen, Kinesinen, 

DNA- oder RNA- bindenden Proteinen, metabolischen Enzymen, weiteren 

Transkriptionsfaktoren [141, 158] und erst seit kurzem in Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen. 

[57, 60, 247]. In Bakterien spielen sie eine wichtige Rolle bei der Regulation der Zellform, der 

Sporenbildung, der Sekretion, der pathogenen sowie symbiotischen Bakterium-Wirt-

Interaktion, beim Kohlenhydrat-Speicher und -Transport, bei Resistenzen sowie der 

Signaltransduktion [181]. Auch in Eukaryoten sind die Funktionen der FHA-Domänen sehr 

vielseitig. Sie sind an Prozessen wie Zellteilung, Zellwachstum, Proteintransport und –Abbau, 

DNA-Transkription, Reparaturmechanismen bei DNA-Schäden und Apoptose beteiligt [52, 

141, 158], wodurch sie an der Entstehung von Krebs und anderen Krankheiten mitwirken [16, 

55, 219, 246]. Obwohl alle bisher aufgeklärten FHA-Strukturen eine charakteristische Faltung 

in Form eines β-Faltblatt-Sandwiches aufweisen, erkennen und binden sie sequenzspezifisch 

unterschiedliche Zielproteine [53, 130, 137, 141]. Zudem kann die gleiche FHA-Domäne 

diverse Interaktionspartner haben und mehrere Mechanismen regulieren [88]. So bindet die 

humane Zellzyklus-Checkpoint-Kinase Chk2 über ihre FHA-Domäne an Mus81, BRCA1 und 

an EDD [88, 158]. Mus81 ist eine Endonuklease, die Holliday-Strukturen, entstanden durch 

DNA-Schäden, auflöst [33]. BRCA1 (breast cancer associated gene 1) ist ein Tumorsupressor-

Gen [261], welches bei Reparaturen von Einzel- und Doppelstrangbrüchen eine Rolle spielt 

indem es mit Proteinen der DNA-Reparatur-Maschinerie interagiert [43]. Bei DNA-Schäden 

wird Chk2 für die vollständige Aktivierung vorerst FHA-unabhängig an einem N-terminal 

gelegenen Threoninrest phosphoryliert. Danach bindet die FHA-Domäne an das 

Phosphothreonin eines weiteren Chk2 Proteins, wodurch das Protein oligomerisiert, was zu 

einer Autophosphorylierung und kompletten Aktivierung der Kinase führt [267], wodurch sie 

über nachgeschaltete Signalwege das Arretieren des Zellzyklus in der G1/S, S und G2/M 

Phase, verschiedene Reparaturmechanismen oder die Apoptose einleitet [8, 277]. Ein 

Knockdown der E3-Ubiquitinligase EDD [96] inhibiert die Aktivierung der Effektorkinase und 



Einleitung 

23 

  

verhindert somit die Antwort auf DNA-Schäden. Während Chk2 neben der Kinase-Domäne 

nur eine FHA-Domäne aufweist, hat Rad53, das Homolog in S. cerevisiae zwei FHA-

Domänen, welche die Kinase-Domäne flankieren [53, 54]. Die FHA-Domänen der 

Serin/Threonin Kinase favorisieren die Bindung von unterschiedlichen Aminosäuren in der 

Nähe des phosphorylierten Threonins [54], was sie für Struktur- abgeleitete 

Funktionsuntersuchungen sehr begehrt machte [158]. Obwohl die Interaktion von Rad53 mit 

der phosphorylierten Rad9-Kinase bei beschädigter DNA oder unvollständiger Replikation 

über die C-terminale FHA2 stattfindet [235], sind beide FHA-Domänen für die Regulation und 

Aktivierung von Rad53 wichtig [51, 189]. Zudem interagiert Rad53-FHA1 

phosphorylierungsabhängig mit den PP2C-Phosphatasen Ptc2 und Ptc3, welche für die 

Checkpoint-Inaktivierung nach DNA-Doppelstrangbrüchen notwendig sind [81, 134]. Die 

Hefekinase Dun1 enthält ebenfalls eine FHA-Domäne, mit welcher sie Rad53 bindet [9, 32]. 

So werden bei DNA-Schädigung mehrere Signalkaskaden über FHA-enthaltende Proteine 

aktiviert. 

Proteine, die über FHA-Domänen verfügen, wie KAPP, NtFHA1 und DAWDLE spielen eine 

wichtige Rolle bei der Pflanzenentwicklung [47, 117]. Mutationen in einiger dieser Proteine 

zeigen bei Pflanzen beschädigte Wurzeln, Sprossen und Blüten [167], da die Proteine Einfluss 

auf den Rezeptor-ähnlichen Proteinkinase (RLK) Signalweg, die rRNA-Prozessierung, sowie 

die Biogenese und Reifung der miRNA haben [138, 167, 223, 272]. 

In den letzten Jahren wurden viele Proteine identifiziert, die mit dem RNA-Metabolismus in 

Verbindung stehen [27, 123, 137]. Zu diesen zählen im Menschen auch der 

Proliferationsmarker Ki67 und der nukleare Inhibitor der Proteinphosphatase 1 (NIPP1) [52, 

88]. Beide Proteine interagieren phosphorylierungs- und zellzyklus-abhängig über die FHA 

Domäne mit ihren Zielproteinen [20, 27]. Über Pulldown-Experimente wurden das humane 

Kinesin-ähnliche-Protein-2 (Hklp2) und das nukleare-RNA-Bindeprotein (NIFK1) als 

Interaktionspartner von Ki67 isoliert [233, 237]. Ein gemeinsamer Interaktionspartner von Ki67 

und NiPP1 ist CDC5L (Cell division cycle 5-like protein) [19, 191]. Der pre-mRNA Splicing-

Faktor und Regulator der G2/M Phase der Mitose ist mit NIPP1 an nuklearen speckles 

(subnukleare Strukturen in Regionen des Interchromatins, angereichert mit pre-mRNA 

Splicing-Faktoren [126]) colokalisiert [19]. Über die FHA-Domäne interagiert NIPP1 auch mit 

der Serin/Threonin Kinase MELK (maternal embryonic leucine zipper kinase) sowie dem 

Splicing-Faktor SAP155 (Komponente des U2 small nuclear ribonucleoprotein particle), 

wodurch es am mRNA-Splicing und der Spliceosom-Anordnung mitwirkt [20, 250]  

Das in Trypanosoma entdeckte Parvulin42 enthält N-terminal eine FHA-Domäne, die eine 

sequentielle Ähnlichkeit zur NIPP1-FHA hat [60]. Ob die TbFHA die gleichen 

Interaktionspartner wie NIPP1 und eine Rolle beim Splicing-Prozess hat, ist noch unbekannt. 
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Da nur wenige Einzeller-Parvuline über die modulare Domäne verfügen, sind die Funktion und 

mögliche Interaktionspartner des Phosphothreonin-Bindemoduls in Parvulinen unerforscht. 

 

1.6 Zielsetzung 

Das 42 kDa große Parvulin aus dem humanen Pathogen T. brucei wurde 2010 als neues 

Parvulinmitglied identifiziert [6]. Es besteht aus 383 Aminosäuren und ist anders als das zur 

gleichen Zeit entdeckte TbPin1 [14] ein Mehrdomänen-Protein. TbPar42 verfügt am C-

Terminus über eine konservierte PPIase-Domäne, aufgrund welcher das Protein der 

Parvulinfamilie zugeordnet wurde. N-terminal gelegen befindet sich eine FHA Domäne, die 

über einen langen Linker mit der PPIase Domäne verbunden ist. Obwohl bereits 

Mehrdomänenparvuline charakterisiert wurden [11], ist die FHA Domäne als 

Parvulinkomponente bisher nur in einigen wenigen Einzellern wie in den Parasiten 

Trypanosoma [3] und Leishmania, [5], der Grünalge Chlamydomonas reinhardtii [12] und dem 

Schleimpilz Dictyostelium discoideum [2] vorzufinden. 

Ein Knock-down des Trypanosoma Parvulins 42 über RNA-Interferenz führte zum 

verlangsamten Wachstum der prozyklischen Trypanosomazellen [3], wodurch eine wichtige 

Rolle des Proteins bei der normalen Zellproliferation vermutet wird. Da die genaue Funktion 

jedoch nicht bekannt ist, sollte im Rahmen dieser Arbeit das TbPar42-Protein NMR-

spektroskopisch charakterisiert werden, um Hinweise über mögliche Interaktionspartner zu 

erlangen und daraus auf die Funktion des Proteins zu schließen. Aufgrund seiner wenig NMR-

praktikablen Größe (42kDa) sollte das TbPar42 zu diesem Zweck in seine einzelnen Domänen 

zerlegt werden, welche separat strukturell charakterisiert werden sollten. Dafür soll zunächst 

für alle Proteinkonstrukte die Expression in E. coli, sowie die Proteinreinigung etabliert werden. 

Anschließend soll die Aufklärung der Proteinstruktur auf atomarer Ebene einen Einblick in die 

Anordnung der einzelnen Domänen im Protein geben sowie einen Vergleich zu bisher 

entdeckten Parvulinen und FHA-Domänen ermöglichen. Die strukturelle Charakterisierung 

könnte bei der Entwicklung neuer therapeutischer Mittel hilfreich sein, da das Protein im 

Menschen nicht vorkommt. Des Weiteren soll die Funktion der einzelnen Domänen näher 

untersucht werden. Mit NMR-Titrationen soll die Affinität zu möglichen Substraten analysiert 

werden und über UV/VIS-Spektroskopie die enzymatische Aktivität des Enzyms untersucht 

werden. Mit Fluoreszenz-Anisotropie-Experimenten soll überprüft werden, ob eine Bindung zu 

Motiven bisher isolierter FHA-enthaltender Proteine besteht, um darüber die mögliche 

Funktion des Parvulins einzugrenzen. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Chemikalien, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle 2.1 aufgeführt. 

Tabelle 2.1 Liste der verwendeten Chemikalien 

 
Chemikalie Abkürzung Hersteller 

(-)-Riboflavin  Sigma Aldrich, Steinheim 

13C-D-Glukose, 99-Atom% 13C 13C6H12O6 Cortecnet, Voisins le Bretonneux 

15N-Ammoniumchlorid, 99-Atom% 15N 15NH4Cl Cortecnet, Voisins le Bretonneux 

1,4-Dithiothreitol DTT Roth, Karlsruhe 

2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol Tris AppliChem, Darmstadt 

2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat DSS Sigma-Aldrich, Steinheim 

2,2,2-Trifluorethanol 2,2,2-TFE Fluka, Buchs 

5-[(3aS,4S,6aR)-2-Oxohexahydro-1H- thieno 

[3,4-d]imidazol-4-yl]pentansäure 

D-Biotin AppliChem, Darmstadt 

Acetonitril ACN Fluka, Buchs 

Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese Gel 30 AA/Bis Roth, Karlsruhe 

Agar, Kobe I Agar Roth, Karlsruhe 

Ammoniumchlorid NH4Cl Roth, Karlsruhe 

Ammoniumsulfat (NH4)2SO4 Roth, Karlsruhe 

Ammoniumpersulfat APS Roth, Karlsruhe 

Borsäure H3BO3 Roth, Karlsruhe 

Bromphenolblau  Roth, Karlsruhe 

Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris 

(hydroxymethyl)methan 

Bis-Tris AppliChem, Darmstadt 

Calciumchlorid Dihydrat CaCl2 · 2 H2O Roth, Karlsruhe 

Cobaltchlorid Hexahydrat CoCl2 · 6 H2O Fluka, Buchs 

Coomassie Brillant Blue G250  Sigma, Steinheim 

D-Glukose C6H12O6 Roth, Karlsruhe 

D-Pantothensäure  Sigma-Aldrich, Steinheim 

Desoxynukleosidtriphosphate, 10 mM  dNTP Metabion, Martinsried 

Deuteriumoxid, 99,96 % 99,96 % D2O Eurisotop, Saint-Aubin 

Deuteriumoxid, 99,9 % 99,9 % D2O Aldrich, Steinheim  

Deuteriumoxid, 99,8 % 99,8 % D2O Cortecnet, Voisins le Bretonneux 

Diammoniumhydrogencitrat  Fluka, Buchs  

Dihydroxyacetophenon DHAP Sigma-Aldrich, Steinheim 
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Dikaliumhydrogenphosphat K2HPO4 Sigma-Aldrich, Steinheim 

Dinatriumhydrogenphosphat Na2HPO4 AppliChem, Darmstadt 

DreamTaq Green Buffer® (10x)  Thermo Scientific, Darmstadt 

Eisen(III)chlorid-Hexahydrat 

Sigma Aldrich 

FeCl3 · 6 H2O 

 

 

Eisen(III)citrat Fe(III)citrat Sigma, Steinheim 

Essigsäure, 100 %  VWR, Pennsylvania 

Ethanol  Fisher Chemical, Leics 

Ethylendiamintetraessigsäure EDTA Roth, Karlsruhe 

EDTA Dinatriumsalzdihydrat Na2EDTA Roth, Karlsruhe 

FastDigest Green Buffer® 10x  Fermentas, St. Leon-Rot 

Guanidinhydrochlorid GuCl Roth, Karlsruhe 

Gycerol, 99 %  AppliChem, Darmstadt 

Hefeextrakt  AppliChem, Darmstadt 

Isopropanol  Fisher Chemical, Leics 

Isopropyl-β-D-thiogalactopryranosid IPTG AppliChem, Darmstadt 

Kaliumchlorid KCl AppliChem, Darmstadt 

Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4 Roth, Karlsruhe 

Kanamycinsulfat Kann Roth, Karlsruhe 

Kupferchlorid Dihydrat CuCl2 · 2 H2O Sigma, Steinheim 

Kupfersulfat Pentahydrat CuSO4 · 5 H2O Sigma-Aldrich, Steinheim 

L-Glycin  AppliChem, Darmstadt 

Lithiumchlorid LiCl Roth, Karlsruhe 

Magnesiumsulfat Heptahydrat MgSO4 · 7 H2O Sigma-Aldrich, Steinheim 

Manganchlorid Tetrahydrat MnCl2 · 4 H2O Fluka, Buchs 

Mangansulfat Hydrat Mn2SO4 · H2O Sigma-Aldrich, Steinheim 

Midori Green Advance  Nippon Genetics Europe, Düren 

Natriumchlorid NaCl AppliChem, Darmstadt 

Natriumdihydrogenphosphat NaH2PO4 Roth, Karlsruhe 

Natriumdodecylsulfat SDS AppliChem, Darmstadt 

Natriummolybdat Dihydrat NaMoO4 · 2 H2O Roth, Karlsruhe 

Natriumselenit Pentahydrat Na2SeO3 · 5 H2O Fluka, Buchs 

Natriumhydroxid NaOH Bernd Kraft, Duisburg 

Natriumthiosulfat Na2S2O3 Roth, Karlsruhe 

Nickelchlorid Hexahydrat NiCl2 · 6H2O Roth, Karlsruhe 

Nicotinamid  AppliChem, Darmstadt 

Orthophosphorsäure, 85 % H3PO4 Roth, Karlsruhe 

Phenylmethylsulfonylfluorid PMSF AppliChem, Darmstadt 

Salzsäure, 37 % HCl Sigma-Aldrich, Steinheim 

T4-Puffer 10x  Metabion, Martinsried 
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Tetramethylethylendiamin TEMED Roth, Karlsruhe 

Thiamin Hydrochlorid Vitamin B1 Roth, Karlsruhe 

Trifluoressigsäure TFA Fluka, Buchs 

Trypton  AppliChem, Darmstadt 

Vitamin B12  Sigma Aldrich 

Zinksulfat Heptahydrat ZnSO4 · 7 H2O Roth, Karlsruhe 

β-Mercaptoethanol  Serva, Heidelberg 

γ-L-Glutamyl-L-cysteinyl-glycin Glutathion, GSH AppliChem, Darmstadt 

 

2.1.2 DNA- und Proteinmarker 

Für die Gelelektrophorese wurden die DNA-Marker mi-100bp+ (Abbildung 2.1 A) und mi-1kb(-) 

(Abbildung 2.1 B) von Metabion verwendet. Bei der SDS-Page wurde der PageRuler Plus 

Prestained Protein Ladder (Abbildung 2.1 C) oder der PageRuler Unstained BroadRange 

Protein Ladder (Abbildung 2.1 D) von Thermo Scientific eingesetzt. 

 

Abbildung 2.1 Verwendete DNA- und Proteinmarker 

A: DNA-Marker mi-100bp+ B: DNA-Marker mi-1kb(-) C: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder D: 

PageRuler Unstained BroadRange Protein Ladder 

2.1.3 Puffer und Lösungen 

Die verwendeten Puffer und Lösungen sind in Tabelle 2.2 aufgelistet. Wenn nichts anderes 

angegeben, wurde der pH bei Raumtemperatur eingestellt und die Lösungen sterilfiltriert (0,22 

µm Sterilfilter, Millipore). 
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Tabelle 2.2 Liste der verwendeten Puffer und Lösungen 

 

Lösung Zusammensetzung pH 

10xPBS 323,8 ml 0,5 M Na2HPO4 

76,2 ml 0,5 M NaH2PO4 

87,66 g NaCl 

ad 1 l Aqua bidest. 

 

7,4 

Basispuffer 

(GSH-Affinitätschromatographie) 

200 mM NaCl 

50 mM BisTris 
GST-TbPar42-VL 

6,8 

PBS-Puffer GST-TbPar42-NterFHA 7,4 

150 mM NaCl 

50 mM BisTris 
GST-TbPar42-Linker 6,8 

 
150 mM NaCl 

50 mM BisTris 
GST-TbPar42-PPIase 6,8 

    

Bradford-Reagenz 100 mg Coomassie Brillant Blue G250 

50 ml Ethanol 

100 ml 85 % Orthophosphorsäure 

ad 1 l Aqua bidest. 

 

 

Coomassielösung 1,25 g Coomassie Brillant Blue G250 

227 ml Ethanol 

46 ml Essigsäure 

ad 500 ml Aqua bidest. 

 

 

DSS-Standard 50 mM KPi 

30 mM DSS 

 

6,5 

Entfaltungs-Puffer 30 mM Tris 

1 mM EDTA 

3 M GuCl 

 

8,0 

Entfärbelösung 50 ml Essigsäure 

75 ml Ethanol 

ad 1 l ddH2O 

 

 

Gelfiltrationspuffer 150 mM KCl 

50 mM KPi-Puffer 

 

 

6,26 
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Laemmlipuffer 25 mM Tris 

0,1 % (m/v) SDS 

250 mM Glycin 

 

 

NMR-Puffer (KPi-Puffer) 50 mM KH2PO4 

50 mM K2HPO4 

 

6,26 

PBS 1:9 Verdünnung von 10xPBS 

mit Aqua bidest. 

 

7,4 

oder 

6,8 

Peptidpuffer 0,106 g in 5 ml 2,2,2-TFE 

 

 

PMSF 100 mM PMSF 

Isopropanol 

 

 

Rückfaltungs-Puffer 30 mM Tris 

1 mM EDTA 

 

8,0 

Sammelgellösung 500 mM Tris 

 

6,8 

SDS-Probenpuffer 12,5 ml Sammelgellösung 

12,5 ml Glycerol 

2,5 g SDS 

1 mg Bromphenolblau 

80 µl β-Mercaptoethanol 

 

 

Spurenmetalllösung 

 

2 g Na2EDTA 

1,67 g FeCl3 · 6 H2O 

500 mg CaCl2 · 2 H2O 

18 mg ZnSO4 · 7 H2O 

16 mg CuSO4 · 5 H2O 

12 mg MnSO4 · H2O 

18 mg CoCl2 · 6 H2O 

ad 100 ml Aqua bidest. 

(Lagerung bei 4 °C) 

 

 

TAE-Puffer 40 mM Tris-Acetat 

1 mM EDTA 
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2.1.4 Nährmedien 

Die in dieser Arbeit verwendeten Nährmedien sind in Tabelle 2.3 aufgelistet. Der pH-Wert der 

Nährmedien wurde mit pH-Teststreifen (pH-Fix 0-14, Macherey & Nagel) bei Raumtemperatur 

bestimmt. 

Tabelle 2.3 Liste der verwendeten Nährmedien 

Medium Zusammensetzung pH 

LB-Platten 500 ml LB 

7,5 g Agar    

500 µl Kanamycin-Stammlösung 

 

 

 

 

 

7,0 

autoklavieren 

Trenngellösung 1,5 M Tris 

 

8,8 

TS2 (50x) 700 mg ZnSO4 · 7 H2O 

30 mg MnCl2 · 4 H2O 

300 mg Borsäure 

200 mg CoCl2 · 6 H2O 

200 mg NiCl2 · 6 H2O  

10 mg CuCl2 · 2 H2O 

900 mg Na2MoO4 

20 mg Na2SeO3 · 5 H2O 

ad 1 l Aqua bidest. 

 

 

Vitaminlösung 

 

2 mg Biotin 

2 mg Folsäure 

5 mg Thiamin 

5 mg Pantothensäure 

0,1 mg Vitamin B12 

5 mg Nicotinamid 

5 mg Riboflavin 

ad 100 ml Aqua bidest. 

(Lagerung bei 4 °C) 

 

 

α-Chymotrypsin-Stocklösung (350 µM) 0,0175 g in 2 ml PBS-Puffer  
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LB+Kan 10 g Trypton 

5 g Hefeextrakt 

10 g NaCl 

ad 1 l Aqua bidest.   

40 mg Kanamycinsulfat 

 

7,0 

 

 

autoklavieren 

M9 6,84 g Na2HPO4 

3 g KH2PO4 

0,5 g NaCl 

ad 1 l Aqua bidest.    

1 g NH4Cl oder 15NH4Cl 

2 ml MgSO4 (1 M) 

2 ml TS2 (50x) 

100 µl CaCl2 (1 M) 

100 µl Vitamin B1 (0,5 % (m/v)) 

1 ml Fe(III)Citrat (10 mM) 

4 g D-Glukose oder 13C-D-Glukose 

40 mg Kanamycinsulfat 

 

 

 

 

autoklavieren 

 

M9-D2O  6,84 g Na2HPO4 

3 g KH2PO4 

0,5 g NaCl 

ad 1 l 99,8 % D2O    

1,5 mL Spurenmetalllösung 

1 mL Vitaminlösung 

100 μL 1M CaCl2 

2 mL 1M MgSO4 

4 g 13C-D-Glukose 

0,6 g 15NH4Cl 

40 mg Kanamycinsulfat 

 

 

 

 

autoklavieren 

SOC 20 g Trypton 

5 g Hefeextrakt 

10 mM NaCl 

2,5 mM KCl 

10 mM MgCl2 Hexahydrat 

10 mM MgSO4 Heptahydrat 

20 mM Glukose 

ad 1 l Aqua bidest. 

7,0 
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2.1.5 Bakterienstämme 

Verwendete Bakterienstämme sind in Tabelle 2.4 aufgelistet. Die Transformation des 

Ligationsansatzes sowie die DNA-Isolierung erfolgten aus elektrokompetenten E. coli Shox-

Zellen. Die Proteinexpression erfolgte in den chemisch-kompetenten E. coli-Zellen 

BL21(DE3)T1r.  

Tabelle 2.4 Verwendete Bakterienstämme 

 
Stamm Genotyp Hersteller 

Shox F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) ф80lacZΔM15 

ΔlacX74 recA1 endA1 ara Δ139 Δ(ara, 

leu)7697 galU galK rpsL(StrR) nupG λ- 

Bioline, London 

BL21(DE3)T1r F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm λ(DE3) tonA Sigma-Aldrich, Steinheim 

 

2.1.6 Plasmide 

Für die Klonierung wurde der pET41b(+)-Vektor (Abbildung 2.2) verwendet. Dabei handelt es 

sich um einen institutsintern modifizierten pET41-Vektor (Merckbioscience), bei welchem die 

bereits vorhandene ApaI-Schnittstelle bei 2135 bp durch eine PreScission-Schnittstelle mit 

zusätzlicher ApaI-Schnittstelle substituiert wurde. So kann bei der Proteinreinigung mit der 

PreScission-Protease der GST-Tag vom zu untersuchenden Protein getrennt werden.  
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Abbildung 2.2 Vektorkarte des pET41b(+)-Vektors 

Der Vektor wird bei der Klonierung mit den Enzymen ApaI und XhoI linearisiert, so dass eine Ligation mit 

dem mit gleichen Restriktionsenzymen behandelten Insert erfolgen kann. 

2.1.7 Oligonukleotide (Primer) 

Im Folgenden sind die für die Klonierung verwendeten Primer (Tabelle 2.5) sowie die 

generierten Konstrukte (Tabelle 2.6) aufgeführt.  

Tabelle 2.5 Liste der verwendeten Primer 

Primerbezeichnung Sequenz in 5'-3'-Richtung Tm [C °] 

2010-FW CACACA GGGCCC ATGGTGACAAGC 60,8 

2011-RV GGTTGG CTCGAG CTTA TTCCACGCGA 60,5 

2015-RV GGTTGG CTCGAG CTTA AG AAG AAG ACG GTG GCC CC 61,4 

2016-FW CACACA GGGCCC GGG CCA CCG TCT TCT TCT AA 60,5 

2017-RV GGTTGG CTCGAG CTTA TTC GGT CGG CGG CGG C 60,9 

2018-FW CACACA GGGCCC CCG ACC GAA CGC CAT TTT TAT 59,5 
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Tabelle 2.6 Liste der generierten Konstrukte 

Generiertes Konstrukt Interne BC-Nummer Genutzte Primerpaare 

TbPar42-VL 1078 2010-FW/2011-RV 

TbPar42-NterFHA-Domäne 1123 2010-FW/2015-RV 

TbPar42-Linker 1083 2016-FW/2017-RV 

TbPar42-PPIase-Domäne 1084 2018-FW/2011-RV 

 

2.1.8 Enzyme  

Die verwendeten Enzyme sind in Tabelle 2.7 aufgelistet. 

Tabelle 2.7 Liste der verwendeten Enzyme 

Enzym Verwendung Hersteller 

α-Chymotrypsin Isomeraseassay Sigma-Aldrich, Steinheim 

ApaI Restriktionsverdau Fast Digest, Fermentas 

hPin1-PPIase EXSY, Isomeraseassay eigene Herstellung 

Muskel-Kreatinkinase Chaperonassay Sigma-Aldrich, Steinheim 

Lysozym Zelllyse Fluka, Buchs 

PreScission Proteolyse des Fusionsproteins eigene Herstellung 

T4-Ligase Ligation Metabion, Martinsried 

XhoI Restriktionsverdau Fast Digest, Fermentas 

 

2.1.9 Peptide 

Tabelle 2.8 Liste der verwendeten Peptide 

Peptid Verwendung Hersteller 

Ala-Glu-Ala-pThr-Ala-Glu-Asp NMR-Titrationen CASLO 

Ala-Glu-Ala-pThr-Ala-Glu-Gln NMR-Titrationen CASLO 

Ala-Glu-Ala-pThr-Ala-Glu-Ile NMR-Titrationen CASLO 

Ala-Glu-Ala-pThr-Ala-Glu-Ser NMR-Titrationen CASLO 

Ala-Glu-Ala-pThr-Ala-Glu-Val NMR-Titrationen CASLO 

(Rhodamin B)-DDpTPMFVMG Fluoreszenz-Anisotropie CASLO 

(Rhodamin B)-GSGpTPMFTGA Fluoreszenz-Anisotropie CASLO 

Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNa Isomeraseassay ChinaPeptides 

Suc-Ala-Asp-Pro-Phe-pNa Isomeraseassay CASLO 

Suc-Ala-Glu-Pro-Phe-pNa Isomeraseassay CASLO 

Suc-Ala-Gln-Pro-Phe-pNa Isomeraseassay CASLO 

Suc-Ala-Lys-Pro-Phe-pNa Isomeraseassay ChinaPeptides 

Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNa Isomeraseassay ChinaPeptides 
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Suc-Ala-Ser-Pro-Phe-pNa Isomeraseassay CASLO 

Suc-Ala-pSer-Pro-Phe-pNa Isomeraseassay CASLO 

Suc-Ala-pThr-Pro-Ala-NH2 EXSY, NMR-Titrationen CASLO 

 

2.1.10 Verbrauchsmaterial und Kits 

Die verwendeten Gebrauchsmaterialien (Tabelle 2.9) und Kits (Tabelle 2.10) sind im 

Folgenden aufgeführt. 

Tabelle 2.9 Liste des verwendeten Verbrauchsmaterials 

Material Hersteller 

C18-Pipettenspitzen Supel-Tips Supelco, Bellefonte 

Einmalküvette Roth, Karlsruhe 

Gelfiltrationssäule Superdex 75 pg, 16/600, 26/600 GE Healthcare, Little Chalfont 

Gelfiltrationssäule Superdex 200 pg, 16/600, 26/600 GE Healthcare, Little Chalfont 

Superdex 200 Increase 10/300 GL GE Healthcare, Little Chalfont 

Glutathion Agarose Protino 4B Macherey & Nagel, Düren 

Handschuhe,  Diagonal, Münster 

NMR-Probenröhrchen 5 mm Bruker, Fällanden 

Papiertücher, Kimberly-Clark® Kimwipes Kimberly-Clark,Koblenz-Rheinhafen 

Petrischalen Waldeck, Münster 

pH-Fix Indikator pH 4,5 - 10 Teststäbchen Macherey & Nagel, Düren 

Pipettenspitzen 10 µl, 200 µl, 1000 µl Sarstedt, Nümbrecht 

ProteinA Sepharose CL-4B GE Healthcare, Little Chalfont 

Reaktionsgefäß 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml Greiner bio-one, Essen 

Sterilfilter 0,22 µm Millipore, Tullagreen 

Ultrazentrifugationsgefäß 1,5 ml Beckmann Coulter, Palo Alto 

Zentrifugenröhrchen 15 ml, 50 ml Sarstedt, Nümbrecht 

Zentrifugationsfilter Vivaspin Turbo 15 5000 MWCO Sartorius, Göttingen 

Zentrifugationsfilter Vivaspin Turbo 15 10000 MWCO Sartorius, Göttingen 

 

Tabelle 2.10 Liste der verwendeten Kits 

Kit Hersteller 

Plasmidpräparation NucleoSpin Plasmid Macherey & Nagel, Düren  

NucleoSpin® Extract II Kit  Macherey & Nagel, Düren 
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2.1.11 Geräte und Software 

Die verwendeten Geräte und die benötigte Software sind in Tabelle 2.11 und Tabelle 2.12 

aufgelistet. 

 

Tabelle 2.11 Liste der verwendeten Geräte 

Gerät Bezeichnung Hersteller 

Agarosegel-Analyzer Biodoc Analyze Biometra, Göppingen 

Autoklav H+P Varioklav 2T Oberschleißheim 

Brutschränke BD53 Binder, Tuttlingen 

DNA-Gelapparatur Mini Subcell GT BioRad, Berkeley 

Elektroporationsgerät MicroPulser Electroporator BioRad, Berkeley 

Elektroporationsküvetten Gene Pulser/Micro Pulser 0,2 cm BioRad, Berkeley 

Feinwaagen ABJ 

XS105 DualRange 

KERN, Balingen-Frommern 

Mettler Toledo, Gießen 

FPLC-Anlagen BioLogic DuoFlow F10 BioRad, Berkeley 

Fluoreszenz-Küvetten Suprasil 105.250 QS Hellma Analytics, Müllheim 

Fluoreszenz-Spektrometer Cary Eclipse Agilent Technologies, 

Waldbronn 

Großraumzentrifuge Avanti JE, JLA 9.100 Beckmann, Palo Alto 

Laborkarussell Rotator SB2 Stuart, Staffordshire 

Laborwaage EG KERN, Balingen-Frommern 

Laborwippe Duomax 1030 Heidolph, Schwabach 

Magnetrührer MR 3000 Heidolph, Schwabach 

Magnetständer MagnaRack Invitrogen, Carlsbad 

MALDI-TOF 

Massenspektrometer 

Autoflex speed Bruker, Fällanden 

Mikrowelle  Sharp, Osaka 

NanoDrop ND 1000 Peqlab, Erlangen 

NMR-Spektrometer Ultrashield-700 Bruker, Fällanden 

PCR-Gerät T3000 Thermocycler Biometra, Göttingen 

pH-Meter SevenEasy 

766 Calimatic mit N6003 

Elektrode 

Mettler Toledo, Gießen 

Knick, Berlin 

Photometer BioPhotometer Eppendorf, Hamburg 

Scanner Scanjet 8200 Hewlett Packard, Palo Alto 

SDS-Gelapparatur XCell Mini Protean 3 BioRad, Berkeley 

Spannungsgeber PowerPac basic 

PowerPack P25T 

BioRad, Berkeley 

Biometra, Göttingen 

Sterilbank HERA safe Thermo, Langenselbold 
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Thermoschüttler Thermoschüttler HAT Infors, Bottmingen 

Tisch-Thermoschüttler Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg 

Tischzentrifugen Centrifuge 5415R 

Centrifuge 5810R 

Eppendorf, Hamburg 

Ultraschallgerät Sonoplus Bandelin, Hamburg 

Ultrazentrifugen Optima LE-80K, Ti-45  

Optima Max-XP, SS-34 

Beckmann, Palo Alto 

UV/Vis-Küvetten Suprasil 104-QS 10 mm 

Suprasil 108.002 10 mm 

Hellma Analytics, Müllheim 

UV/Vis-Spektroskop Cary 100Bio Varian/Agilent, Santa Clara 

Vakuumzentrifuge Concentrator 5301 Eppendorf, Hamburg 

Wasseraufbereitung  

(Aqua bidest.) 

Milli-Q Biocel Millipore, Schwalbach 

 

Tabelle 2.12 Liste der verwendeten Software 

Software Verwendung Hersteller Quelle 

BioLogic BioRad FPLC Programmierung BioRad, Berkeley - 

BLAST Online Suchwerkzeug über 

Sequenzhomologie 

NCBI, Bethesda 
- 

Cary WinUV UV/Vis-Spektrenaufnahme Varian, Santa Clara - 

CcpNmr Analysis 

(CCPN) 

Auswertung von NMR-Spektren, 

hetNOE-Analyse 

Cambridge,UK 
[249] 

Clustal Omega Sequenzalignment EMBL-EBI [225] 

CS-Rosetta Strukturmodellberechnung Yang Shen [220, 221] 

CYANA 2.1 Strukturrechnung, RMSD Güntert's Lab, 

Frankfurt 

[23, 83–85, 

97, 210] 

DALI Server Suchwerkzeug über 

Strukturhomologie 

 
[99] 

flexcontrol & 

flexanalysis 3.3 

Aufnahme und Auswertung der 

Massenspektren  

Bruker, Fällanden 
- 

GOR4 Sekundärstrukturvorhersage  [71, 72] 

GraphPad Prism Statistik, Kurvenauswertung GraphPad Software, 

La Jolla 
- 

Jpred Sekundärstrukturvorhersage Drozdetskiy A [50] 

PyMol 1.3 Strukturdarstellung-alignment, RMSD Schrödinger, LLC [42] 

SOPMA Sekundärstrukturvorhersage  [74] 

TALOS Winkelvorhersage-Programm NMRPipe package [38] 

Topspin 3.0 NMR Spektrenaufnahme, 

Prozessierung, Phasenkorrektur 

Bruker, Fällanden 
- 

WHAT IF/Yasara  Elektrostatik von Proteinen  [120] 
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2.2 Mikro- und Molekularbiologische Methoden 

2.2.1 Klonierung 

Das für TbPar42 kodierende Gen wurde von der Firma Eurofins synthetisiert und im pEX-K-

Vektor geliefert (Kap. 7.1). Für die strukturelle und funktionelle Charakterisierung des TbPar42 

wurden sowohl das vollständige Gen als auch bestimmte Genabschnitte, welche für die 

einzelnen Domänen und den Linker des TbPar42 kodieren mittels PCR amplifiziert, mit 

Restriktionsenzymen verdaut und in den pET41b(+)-Expressionsvektor ligiert.  

Amplifizierung mittels PCR 

Alle PCR-Ansätze wurden unter der Cleanbench (HERA safe, Thermo Scientific) auf Eis 

angesetzt. Als Template-DNA diente das tbpar42-Gen im pEX-K-Vektor (Kap. 7.1). Die 

einzelnen Komponenten des PCR-Ansatzes sind in Tabelle 2.13 aufgeführt. Die verwendeten 

Primer sind der Tabelle 2.5 zu entnehmen. 

Tabelle 2.13 PCR-Ansatz für die DNA-Amplifizierung 

Komponente Menge 

DreamTaq Green Buffer® (10x) 4 µl 

FW-Primer (10 pmol/µl)  2 µl 

RV-Primer (10 pmol/µl)  2 µl 

dNTPs (10 mM) 2,5 µl 

Template-DNA (50 ng/µl) 1 µl 

DreamTaq DNA-Polymerase (5 units/µl) 1 µl 

Nuklease-freies Wasser ad 40 µl 

Da unterschiedlich lange DNA-Konstrukte mit den zugehörigen Primer-Paaren amplifiziert 

wurden, wurden Annealing-Temperatur und Elongationszeit entsprechend angepasst. Die 

PCR erfolgte in dem Thermocycler (T 3000 Thermocycler, Biometra) und das PCR-Programm 

ist in der Tabelle 2.14 aufgeführt. 

Tabelle 2.14 PCR-Programm für die DNA-Amplifizierung 

Zyklen  Schritt Temperatur [°C] Dauer [sec] 

  Anfangsdenaturierung 95 120 

  Denaturierung 95 30 

2 x  Annealing Tm – 9 °C  30 

  Elongation 72 30/500 bp 
      

  Denaturierung 95 30 

31 x  Annealing Tm – 6 °C 30 

  Elongation 72 30/500 bp 

  Endelongation 72 600 

  Pause 8 ∞ 
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Das PCR-Gemisch wurde auf ein 1,2 %iges Agarosegel in TAE-Puffer aufgetragen. Die 

Elektrophorese wurde mit 100 V durchgeführt und so lange laufen gelassen, bis die (50 bp) 

gelbe Bande des DreamTaq Green Buffer® am unteren Rand des Agarosegels angekommen 

war. Da das Agarosegel mit Midori Green Advance versehen war, war die DNA unter UV-Licht 

sichtbar (BioDoc Analyze, Biometra). Somit konnte die Bande des PCR-Produktes aus dem 

Gel ausgeschnitten und mit dem NucleoSpin® Extract II Kit von Macherey & Nagel gereinigt 

werden. 

Restriktion 

Nachdem die DNA aus dem Gel extrahiert wurde, erfolgte in zwei separaten Ansätzen ein 

parallel ablaufender Verdau des PCR-Produktes (Inserts) und des pET41b(+)-Vektors mit den 

Restriktionsenzymen ApaI und XhoI (Fast Digest, Fermentas) bei 37 °C (Thermomixer 

comfort, Eppendorf) für 40 Minuten. Der verwendete Restriktionsansatz ist in Tabelle 2.15 

aufgeführt. Anschließend fand für 20 Minuten bei 65 °C eine Hitzeinaktivierung statt.  

Tabelle 2.15 Restriktionsverdau-Ansatz mit ApaI und XhoI 

Komponente Menge 

FastDigest Green Buffer® 10x 3 µl 

ApaI 1 µl 

XhoI 1 µl 

DNA Vektor 1 µg/ Insert 200 ng 

Nuklease-freies Wasser ad 30 µl 

Im Anschluss an die Restriktion erfolgte ein weiterer Reinigungsvorgang des Vektors und 

Inserts mit dem NucleoSpin® Extract II Kit (Macherey & Nagel). 

Ligation 

Nach abgeschlossener Restriktion wurden Vektor und Insert im Verhältnis 1:3 bei 16 °C für 

1 h mit der T4-Ligase ligiert. Pro Ligationsansatz wurden 50 ng Vektor eingesetzt, wobei die 

Menge an Insert mit Formel 2.1 berechnet wurde. 

 

Formel 2.1 Formel zur Berechnung der Insertmenge für den Ligationsansatz 

Vektor [𝑛𝑔] · 𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡 [𝑏𝑝]

Vektor [𝑏𝑝]
· 3 = 𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡 [𝑛𝑔] 

Der linearisierte pET41b(+)-Vektor hat eine Größe von 5819 bp. Die kodierende DNA für das 

vollständige TbPar42 ist 1149 bp, die NterFHA-Domäne 531 bp, den Linker 285 bp und die 

PPIase-Domäne 360 bp groß. Die Zusammensetzung des Ligationsansatzes ist in 

Tabelle 2.16 zu sehen. 
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Tabelle 2.16 Zusammensetzung des Ligationsansatzes  

Komponente Menge 

Vektor 50 ng 

Insert berechnet mit Formel 2.1 

T4-Ligase 1 µl 

T4-Puffer 10x 2 µl 

Nuklease-freies Wasser ad 20 µl 

1 μl des Ligationsansatzes wurde in elektrokompetente E. coli Shox-Zellen transformiert, auf 

mit Kanamycin versehene LB-Agarplatten ausplattiert und bei 37 °C über Nacht im 

Brutschrank (BD53, Binder) inkubiert. 

2.2.2 DNA-Transformation 

Transformation in elektrokompetente E. coli Shox-Zellen 

Ein 20 µl Aliquot der bei -80 °C gelagerten Shox-Zellen wurde auf Eis aufgetaut. 1 µl des 

Ligationsansatzes (ca. 3 ng) wurden zum Zellaliquot gegeben, sanft gemischt und für 1 Minute 

auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die Zellsuspension in eine sterile vorgekühlte 

Elektroporationsküvette überführt und elektroporiert (EC2-Programm, MicroPulser 

Electroporator, BioRad). Direkt nach der Elektroporation wurden 200 µl vorgewärmtes (37 °C) 

SOC-Medium zu den Zellen gegeben, die Suspension in ein Reaktionsgefäß überführt und bei 

37 °C und 300 rpm für 1 h inkubiert (Thermomixer comfort, Eppendorf). Alle Schritte der 

Transformation erfolgten bei offener Flamme. 50 µl des Transformationsansatzes wurden auf 

eine LB+Kan-Agarplatte ausplattiert und bei 37 °C über Nacht im Brutschrank (BD53, Binder) 

inkubiert.  

Transformation in chemisch kompetente E. coli -Zellen 

Die Transformation der DNA in den chemisch-kompetenten E. coli Expressionsstamm 

BL21(DE3)T1r erfolgte mittels Hitzeschock. Dafür wurden 50 ng DNA zu einem eisgekühlten 

Aliquot chemisch kompetenter E. coli-Zellen gegeben, vorsichtig gemischt und für 20 Minuten 

auf Eis inkubiert. Darauf wurden die Zellen für 45 sec einem Hitzeschock bei 42 °C unterzogen 

(Thermomixer comfort, Eppendorf) und erneut für zwei weitere Minuten auf Eis inkubiert. 

Anschließend wurden 200 µl vorgewärmtes LB-Medium zu den Zellen gegeben, sanft 

resuspendiert und für 1 h bei 37 °C und 400 rpm inkubiert (Thermomixer comfort, Eppendorf). 

Zuletzt wurde die gesamte Zellsuspension auf einer LB+Kan-Agarplatte ausplattiert und über 

Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert (BD53, Binder). 
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2.2.3 Ermittlung richtiger Klone 

Kolonie-PCR 

Um Plasmid-tragende Kolonien mit integriertem Insert von denen mit einem religierten Vektor 

zu unterscheiden, wurde eine Kolonie-PCR durchgeführt. Dafür wurden Kolonien von der 

Agarplatte in 20 µl Nuklease-freies Wasser überführt und resuspendiert. 10 µl der Suspension 

dienten als Template-DNA in der PCR-Reaktion (Tabelle 2.17). 

Tabelle 2.17 Kolonie-PCR-Ansatz zur Überprüfung richtiger Klone  

Komponente Menge 

Kolonie-Suspension 10 µl 

DreamTaq Green Buffer® (10x) 4 µl 

forward-Primer (10 pmol/µl)  2 µl 

reverse-Primer (10 pmol/µl)  2 µl 

dNTPs (10 mM) 2,5 µl 

DreamTaq DNA-Polymerase (5 units/µl) 1 µl 

Nuklease-freies Wasser ad 40 µl 

Das PCR-Programm (Tabelle 2.14) sowie die eingesetzten Primer (Tabelle 2.5) waren analog 

zu der Amplifizierung des Inserts aus dem Ursprungs-pEX-K-Vektor. Nach der PCR wurden 

die Ansätze auf ein 1,2 %iges Agarosegel aufgetragen und in TEA-Puffer laufen gelassen. 

Durch das hinzugefügte Midori Green Advance war die DNA unter UV-Licht (BioDoc Analyze, 

Biometra) sichtbar. Von Kolonie-Ansätzen, die eine Bande auf der gleichen Höhe wie das 

PCR-Produkt nach Amplifizierung des Inserts aus dem Original-pEX-K-Vektor 

(Positivkontrolle) aufwiesen, wurden die restlichen 10 µl der Kolonie-Suspension für das 

Animpfen von 7 ml LB+Kan-Medium genutzt. Die Flüssigkultur wurde bei 37 °C und 180 rpm 

(Thermoschüttler HT, Infors) über Nacht inkubiert. Nach der Isolierung der Plasmid-DNA 

(Kap. 2.2.4) wurde die DNA zur Sequenzierung geschickt (GATC GmbH, Köln). 

Kontrollrestriktion 

Neben der Kolonie-PCR wurden richtige Klone auch mittels Kontrollrestriktion ermittelt. Dafür 

wurden einzelne Kolonien direkt von der Agarplatte in jeweils 7 ml LB+Kan-Medium überführt 

und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Von der isolierten Plasmid-DNA (Kap 2.2.4) wurde ein Teil 

einer Restriktion mit ApaI und XhoI (Tabelle 2.15) unterzogen. Von Verdau-Ansätzen, die nach 

der Gelelektrophorese, zusätzlich zu der Bande des geschnittenen Vektors, eine Bande auf 

der Höhe der Positivkontrolle (PCR-Produkt nach Amplifizierung des Inserts) zeigten, wurde 

die übrige, ungeschnittene DNA zur Sequenzierung (GATC GmbH, Köln) geschickt. Erwies 

sich die Sequenz als korrekt, folgte eine Transformation der Plasmid-DNA in den 

Expressionsstamm BL21(DE3)T1r. 
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2.2.4 Plasmid-DNA Isolierung 

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte aus 7 ml (Mini-Prep) oder 200 ml (Midi-Prep) 

angezogener E. coli-Kulturen (37 °C, 180 rpm, über Nacht) in LB+Kan-Medium. Die Zellen 

wurden bei 4 °C, 4000 x g, für 20 min pellettiert und die enthaltene Pasmid-DNA nach 

Herstelleranleitung mit dem NucleoSpin® Plasmid Kit (Macherey & Nagel) isoliert. Abweichend 

vom Protokoll wurde die DNA in Aqua bidest eluiert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte 

mittels NanoDrop (Peqlab).  

2.2.5 Expressionstest 

Nach erfolgreicher Klonierung wurde vor der Proteinexpression im großen Maßstab eine 

Testexpression durchgeführt. Diese sollte Aufschlüsse über die optimalen Bedingungen 

geben, unter welchen das Protein überwiegend im Überstand zu finden ist und die beste 

Proteinausbeute liefert. Analysiert wurden drei Temperaturen (25 °C, 30 °C und 37 °C) und 

vier Expressionszeiten (2 h, 4 h, 6 h und über Nacht) in LB+Kan-Medium. Zuerst wurde eine 

30 ml Übernachtkultur (37 °C, 160 rpm) des jeweiligen Konstrukts in E. coli BL21(DE3)T1r-

Zellen angezogen (Thermoschüttler HT, Infors) und mit dieser 400 ml LB+Kan-Medium auf 

eine Anfangs-optische Dichte (OD) bei 600 nm von 0,1 angeimpft. Unter kontinuierlichem 

Schütteln bei 37 °C und 160 rpm wurde die Kultur bis zu einer OD600 von 0,8 inkubiert 

(Thermoschüttler HT, Infors). Dann wurde die 400 ml-Kultur auf vier Kolben mit je 100 ml 

Zellsuspension aufgeteilt. Zu den Kulturen in drei der Kolben wurden 200 μM IPTG für die 

Expressionsinduktion zugegeben. Die Kolben wurden auf die Temperaturen 25 °C, 30 °C und 

37 °C aufgeteilt und schüttelnd inkubiert. Der vierte Kolben wurde ebenfalls bei 37 °C und 

160 rpm inkubiert, jedoch wurde zur Kultur kein IPTG zugegeben, so dass sie als Kontrolle für 

E. coli-eigene Proteine ohne Induktion diente. 2 h, 4 h, 6 h und über Nacht nach Induktionsstart 

wurden von jeder Bakterienkultur je 10 ml Proben entnommen. Diese wurden bei 4000 xg für 

20 Minuten bei 4 °C zentrifugiert (Centrifuge 5810R, Eppendorf), der Überstand verworfen und 

das Bakterienpellet bei -20 °C eingefroren. Für die Ermittlung der optimalen 

Expressionsbedingungen wurde das Pellet aufgetaut und in 1 ml mit PMSF (1 mM) 

versehenem PBS-Puffer resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen mittels Ultraschall 

(Sonoplus, Bandelin) (3 x 30 sec, 30 % Intensität) aufgeschlossen. Daraufhin wurden die 

lysierten Zellen für 60 Minuten bei 4 °C und 16.000 xg zentrifugiert (Centrifuge 5415R, 

Eppendorf). Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und das Zellpellet in 

500 µl PBS (+ 1mM PMSF) gelöst. 20 µl von jedem Überstand sowie 20 µl von jeder 

Pelletsuspension wurden mit 20 µl SDS-Probenpuffer vermischt und für die SDS-Page 

vorbereitet 2.3.12.3.1. 



Material und Methoden 

43 

  

2.2.6 Proteinexpression 

Expression in Vollmedium 

Für die Expression von unmarkiertem Protein in LB-Medium wurde entweder eine einzelne 

Kolonie von der Agarplatte (nach erfolgreicher Transformation in die chemisch-kompetenten 

E. coli-BL21(DE3)T1r-Zellen) oder etwas Zellmaterial der entsprechenden Glycerin-

Dauerkultur zu 50 ml LB Medium (mit 50 µg/ml Kanamycin) gegeben und eine Übernachtkultur 

bei 37 °C und 160 rpm angezogen. Mit 2 % [v/v] der Übernachtkultur wurden 1-4 l LB+Kan-

Medium (je 1 l LB-Medium pro 5 l-Kolben) beimpft und bis zu einer OD600 von 0,8 bei 37 °C 

schüttelnd inkubiert (160 rpm) (Thermoschüttler HT, Infors). Nachdem die Proteinexpression 

mit 200 µM IPTG induziert wurde, wurden die Zellen unter Expressionstest-ermittelten 

Parametern (Tabelle 2.18) weiter inkubiert.  

Tabelle 2.18 Expressionsparameter der einzelnen Konstrukte 

Protein 
Expressions- 

temperatur [°C] 
Expressions- 

dauer 

TbPar42-VL 30 

über Nacht 
TbPar42-NterFHA-Domäne 25 

TbPar42-Linker 25 

TbPar42-PPIase-Domäne 37 

Im Anschluss an die Expression wurden die Bakterien für 20 min bei 6000 rpm und 4 °C 

zentrifugiert (Avanti JE, JLA 9.100, Beckmann). Der Überstand wurde verworfen und das 

Zellpellet aus 1 l-Medium in 25 ml Basispuffer (Tabelle 2.2) gelöst und bei -20 °C gelagert. 

Expression in M9-Minimalmedium 

Für die Expression isotopenmarkierter (13C und/oder 15N) Proteine in M9-Minimalmedium 

wurde vorerst wie bei der Expression in Vollmedium eine Übernachtkultur (LB+Kan-Medium) 

des gewünschten Konstrukts angelegt. Mit der Übernachtkultur wurde eine Vorkultur in 

LB+Kan-Medium (250 ml LB-Medium pro 1 l M9-Medium) auf eine Anfangs-OD600 von 0,1 

inokuliert. Die Bakterien wurden bei 37 °C und 160 rpm bis zu einer OD600 von 0,8 kultiviert 

und danach 15 min bei 20 °C und 4000 rpm Raumtemperatur zentrifugiert (Avanti JE, JLA 

9.100, Beckmann). Das Pellet wurde in 20 ml M9-Medium aufgenommen und vorsichtig 

resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in das restliche M9-Medium (Hauptkultur) überführt 

und bis zu einer OD600 von 0,8 angezogen. Nach der Induktion mit 200 µM IPTG wurden die 

Zellen wie bei der Expression in Vollmedium weiterbehandelt. 
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Expression in M9-D2O-Medium 

Die Produktion von dreifach markiertem (2H, 13C, 15N) TbPar42-VL Protein erfolgte im NMR-

Medium, in welchem anstelle von herkömmlichem Wasser 99,8 %iges D2O als Lösungsmittel 

eingesetzt wurde. Dafür wurde nach der DNA-Transformation eine einzelne E. coli-

BL21(DE3)T1r-Kolonie von der LB-Agarplatte in 50 ml M9-D2O-Medium gegeben und über 

Nacht bei 37 °C und 160 rpm inkubiert. Mit der Übernachtkultur wurde 1 l M9-D2O-Medium auf 

eine Anfangs-OD600 von 0,2 angeimpft. Die Zellen wurden bis zu einer OD600 von 0,8 wachsen 

gelassen und mit 200 µM IPTG induziert. Die optimalen Bedingungen für die Expression in 

D2O wurden zuvor mit einem Expressionstest (wie in Kap 2.2.5 beschrieben) im M9-D2O-

Medium ermittelt. In deuteriertem Medium benötigten die Zellen 40 h bei 30 °C für die 

Produktion des GST-TbPa42-VL-Fusionsproteins. Nach dem Zentrifugieren (Avanti JE, JLA 

9.100, Beckmann) der Zellen (20 min bei 6000 rpm und 4 °C), wurde der Überstand verworfen 

und das Zellpellet aus 1 l-Medium in 25 ml TbPar42-VL-Basispuffer (Tabelle 2.2) gelöst und 

bei -20 °C gelagert. 

2.3 Biochemische Methoden 

2.3.1 Gelelektrophorese 

Agarose-Gelelektrophorese 

Mit der Agarose-Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente nach ihrer Größe getrennt. Durch 

das Anlegen einer Spannung wandert die negativ geladene DNA von der Kathode zur Anode 

durch das Agarosegel, wobei die Porengröße des Gels von der Agarosekonzentration 

abhängig ist. Für alle DNA-Konstrukte wurden in dieser Arbeit 1,2 %ige [w/v] Gele genutzt. 

Dafür wurden 1,2 g Agarose in 100 ml TAE-Puffer gelöst und aufgekocht. Nachdem die 

Agarose vollständig gelöst war, wurden 3 µl Midori Green Advance zur noch flüssigen 

Gelmasse zugefügt, wodurch die DNA nach der Separierung unter UV-Licht sichtbar wird. Das 

ausgehärtete Gel wurde in eine mit TAE-Puffer befüllte Gelelektrophoresekammer überführt 

und mit DNA-Proben beladen. Die Elektrophorese wurde mit 100 V durchgeführt (Mini Subcell 

GT und PowerPac basic, BioRad) und als Größenreferenz dienten die in Abbildung 2.1 

abgebildeten DNA-Marker. 

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) werden Proteine nach ihrer Größe 

getrennt. Durch das Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) werden Proteine denaturiert und 

erhalten eine einheitliche negative Ladung. Wenn anschließend ein elektrisches Feld angelegt 

wird, wandern die Proteine größenabhängig von der Kathode zur Anode durch das Gel. Die 

dabei zurückgelegte Strecke im Gel ist annähernd proportional zum Logarithmus des 
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Molekulargewichts. In dieser Arbeit wurden selbst hergestellte diskontinuierliche 12,5 %ige 

oder 15 %ige SDS-Gele (Tabelle 2.19) verwendet [125].  

Tabelle 2.19 Zusammensetzung der 12,5 %igen und 15 %igen SDS-Gele  

Komponente Trenngel (4x) Sammelgel (4x) 

 12,5 % 15 % 15% 

AA/Bis. 8,3 ml 10 ml 850 µl 

Aqua bidest 6,9 ml 5,2 ml 3,5 ml 

Trenngelpuffer 4,4 ml 4,4 ml - 

Sammelgelpuffer - - 400 ml 

SDS (10 %) 200 µl 200 µl 40 µl 

APS (10 ) 200 µl 200 µl 40 µl 

TEMED 8 µl 8 µl 4µl 

 

Dabei wurde zunächst das Trenngel gegossen (XCell Mini Protean System, BioRad) und mit 

Isopropanol beschichtet. Nachdem das Gel ausgehärtet war, wurde das Isopropanol entfernt, 

das Sammelgel auf das Trenngel geschichtet und ein 10- oder 15-Taschen-Kamm aufgesetzt. 

Nach dem Aushärten des Sammelgels wurde der Kamm vorsichtig entnommen und das Gel 

bis zur weiteren Verwendung in feuchte Papiertücher (Kimberly-Clark®) eingewickelt und bei 

4 °C gelagert. Vor dem Beladen des Gels wurden die Proben mit 2x oder 5x SDS-Probenpuffer 

vermischt und 10 min auf 95 °C erhitzt. Die Elektrophorese wurde bei RT und einer konstanten 

Spannung von 140 V durchgeführt (XCell Mini Protean 3 und PowerPac basic, BioRad). Als 

Größenreferenz wurden die in Abbildung 2.1 aufgeführten Proteinmarker verwendet. Nach der 

Elektrophorese wurde das Gel aus den Glasscheiben gelöst, in eine mit Coomassie-

Färbelösung befüllte Plastikschale gelegt und für 1 Minute in der Mikrowelle erhitzt. Das 

gefärbte Gel wurde nach 20 minütigem Schütteln in Entfärberlösung (Duomax 1030, Heidolph) 

mit VE-Wasser gewaschen und in eine Plastikschale mit Entfärber-Lösung gegeben, erneut 

erhitzt und bis einzelne Proteinbanden sichtbar waren entfärbt.  

2.3.2 Zellaufschluss 

Das nach der Proteinexpression bei -20 °C gelagerte Zellpellet wurde im lauwarmen 

Wasserbad aufgetaut, mit Lysozym (1 mg/ml) und PMSF (1 mM) versehen und für 1 h bei 4 °C 

gerührt (MR 3000, Heidolph). Der Zellaufschluss erfolgte am Sonifikator (Sonoplus, Bandelin) 

mittels Ultraschall. Das Pellet wurde auf Eis in Zyklen von 5 x 50 sec und 60 % Schallintensität 

behandelt. Zwischen den einzelnen Zyklen wurde das Pellet für 1 min ruhen gelassen. Die 

lysierten Zellen wurden anschließend für 70 min, 35.000 rpm und 4 °C zentrifugiert 

(Ultrazentrifuge, Beckmann). Der steril filtrierte (0,22 μm, Millipore) Überstand wurde mit 

Basispuffer (Tabelle 2.2) auf 250 ml Endvolumen verdünnt und in der nachfolgenden 

Affinitätschromatographie genutzt. 
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2.3.3 Proteinreinigung 

GSH-Affinitätschromatographie 

Die Reinigung der GST-Fusionsproteine wurde mittels Affinitätschromatographie an einer 

FPLC-Anlage (BioLogic DuoFlow F10, BioRad), unter Verwendung einer GSH-Säule 

(Protino® Glutathione Agarose 4B, Macherey & Nagel) durchgeführt. Die GSH-Säule wurde 

vorerst mit Basispuffer (Tabelle 2.2) äquilibriert und anschließend mit dem filtrierten, 

proteinhaltigen Überstand (nach dem Zellaufschluss) beladen. Die einzelnen Schritte der 

GSH-Affinitätschromatographie sind in Tabelle 2.20 zusammengefasst. Während des 

kompletten Reinigungsverlaufes wurde die Absorption bei 280 nm gemessen.  

Tabelle 2.20 FPLC-Programm zur Durchführung einer GSH-Affinitätschromatographie  

Die Zusammensetzung der Puffer ist abhängig vom zu reinigenden Konstrukt der Tabelle 2.2 zu entnehmen. 

Schritt Puffer Volumen [ml] Flussrate [ml/min] 

Äquilibrierung Basispuffer 100 1 

Probenauftrag Überstand nach Zellaufschluss 250 0,5 

1. Waschen Basispuffer 30 1 

2. Waschen Hochsalzpuffer 80 0,5 

3. Waschen Basispuffer 50 1 

Elution Elutionspuffer 250 0,5 

Fusionsproteinhaltige Fraktionen wurden mittels SDS-Page überprüft, zusammengeführt und 

mit einem Konzentrator (Vivaspin Turbo 15, 10000 MWCO, Sartorius) auf ein Endvolumen von 

2 ml konzentriert (4 °C, 4000 x g). Nach der Protein-Konzentrationsbestimmung (NanoDrop, 

Peqlab) wurden pro 6 mg Fusionsprotein 1 µg PreScission-Protease zugegeben, 10 Minuten 

bei 4 °C und 16,000  xg zentrifugiert (Centrifuge 5415R, Eppendorf) und in einen 2 ml 

Probenloop gespritzt. Während die Gelfiltrationssäule mit Gelfiltrationspuffer äqulibriert wurde 

(7 h), wurde durch die PreScission-Protease der GST-Tag vom Zielprotein abgespalten. 

Größenausschluss-Chromatographie (Gelfiltration) 

Für die Größenausschluss-Chromatographie (Gelfiltration) wurde abhängig von exprimierter 

Proteinmenge und vom Konstrukt entweder die HiLoad 16/600 (26/600) Superdex 75 pg ( für 

Linker, NterFHA- und PPIase-Domäne) oder die HiLoad 16/600 (26/600) Superdex 200 pg (für 

TbPar42-VL) von GE Healthcare verwendet. Die Gelfiltration wurde wie die 

Affinitätschromatographie an einer FPLC-Anlage (BioLogic DuoFlow F10, BioRad) 

durchgeführt. Das Proteingemisch (geschnittenes Fusionsprotein) aus dem zuvor beladenen 

Probenloop wurde mit konstanter Flussrate (1 ml/min) über die äquilibrierte Gelfiltrationssäule 

gegeben, mit Gelfiltrationspuffer eluiert (1 ml/min) und fraktioniert. Die abgespaltene GST 

wurde von einer, an die Gelfiltrationssäule nachgeschaltete GSH-Affinitätssäule gebunden. 

Während des Reinigungsverlaufs wurde die Absorption bei 280 nm und 214 nm detektiert. 
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Proteinhaltige Fraktionen wurden mittels SDS-Page analysiert und jene mit reinem Zielprotein 

zusammengeführt sowie konzentriert (Vivaspin Turbo 15, 5000 MWCO, Sartorius). 

Experimentabhängig wurde das reine Protein in einen anderen Puffer überführt, in 

Flüssigstickstoff schockgefroren und bei -20 °C gelagert. 

2.3.4 Analytische Gelfiltration (SEC) 

Eine mögliche Multimerisierung des Proteins wurde mit einer analytischen Gelfiltration 

untersucht. Dafür wurde im ersten Schritt die Superdex 200 Increase 10/300 GL-Säule (GE 

Healthcare) an der FPLC-Anlage (BioLogic DuoFlow F10, BioRad) bei 4 °C mit 

Gelfiltrationspuffer äquilibriert. Daraufhin wurde ein Kalibrationslauf mit Proteinen bekannter 

Größe (Gel Filtration Standard, BioRad) (Tabelle 2.21) durchgeführt. 125 µl des 

Proteinstandards wurden mit 25 µl reduktionsfreiem Gelfiltrationspuffer vermischt und damit 

ein 140 µl Probenloop befüllt. Die Proteine wurden unter konstanter Flussrate von 0,7 ml/min 

mit 35 ml von der Säule eluiert. Anschließend wurde unter denselben Bedingungen anstelle 

des Proteinstandards ein Lauf mit reinem zu untersuchenden Protein (100-300 µM) wiederholt.  

Tabelle 2.21 Zusammensetzung des gel filtration-Standards von Biorad 

Protein Molekulargewicht [kDa] Konzentration [mg/ml] 

Thyroglobulin (Rind) 670 10 

γ-globulin (Rind) 158 10 

Ovalbumin (Huhn) 44 10 

Myoglobin (Pferd) 17 5 

Vitamin B12 1,35 0,5 

 

Nachdem die Elutions-Signalmaxima der Proteine des Proteinstandards gegen den 

dekadischen Logarithmus (log10) derer Molekulargewichte aufgetragen wurden, konnte über 

lineare Regression und die Elutionszeit des zu untersuchenden Proteins auf dessen 

Molekulargewicht, unter den vorliegenden Bedingungen, geschlossen werden. In der Sequenz 

von TbPar42 sind mehrere Cysteine zu finden, die unter Ausbildung von Disulfidbrücken zur 

Entstehung von artifiziellen Multimeren führen könnten. Aus diesem Grund wurde die 

analytische Gelfiltration im Gelfiltrationspuffer, welcher zusätzlich 2 mM DTT enthielt, 

wiederholt. 

2.3.5 Limitierte Proteolyse mit Chymotrypsin 

Um zu überprüfen, ob die TbPar42-PPIase-Domäne während des PPIase-Assays von α-

Chymotrypsin geschnitten wird, wurde eine limitierte Proteolyse mit α-Chymotrypsin bei 10 °C 

durchgeführt. Der Protease-Ansatz ist in Tabelle 2.22 aufgeführt. 
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Tabelle 2.22 Verdau-ansatz mit α-Chymotrypsin 

Komponente Volumen [µl] Endkonzentration 

TbPar42-PPIase -Domäne 30 1 mg/ml 

α-Chymotrypsin 20 10 µg/ml 

PBS-Puffer pH6,8 ad 200  

Als Kontrolle wurde vor Chymotrypsin-Zugabe eine SDS-Probe mit reiner TbPar42-PPIase-

Domäne vorbereitet. Aus dem mit Cymotrypsin versehenen Ansatz wurden nach 2, 5, 10, 15, 

20, 30 und 60 min je 20 µl entnommen, mit 20 µl 2x SDS-Probenpuffer vermischt und für 

10 min bei 95 °C erhitzt. 10 µl der SDS-Proben wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen und nach 

abgeschlossener Elektrophorese analysiert.  

2.4 Spektroskopische Methoden 

MALDI-Massenspektrometrie 

Für die massenspektrometrische Analyse der Proteine wurden diese mittels Supel-Tips C18 

(Supelco) Pipettenspitzen nach Herstellerprotokoll entsalzt. Die Matrixlösung, in die das 

Protein nach der Entsalzung eingebettet wurde, bestand aus Dihydroxyacetophenon und 

Ammoniumhydrogencitrat und wurde nach Bruker-Protokoll zur Probenvorbereitung 

hergestellt. 0,5 µl der vorbereiteten Probe wurden auf eine Probenplatte (MTP 384 target plate 

ground steel T F, Bruker) pipettiert und bei Raumtemperatur bis zum Verdampfen des 

Lösungsmittels stehen gelassen. Die Spektren wurden am MALDI-TOF Massenspektrometer 

(autoflex speed, Bruker) unter Verwendung der Standardmethoden: LP_20-50kDa oder RP_5-

20kDa aus der Bruker-Bibliothek aufgenommen und über Variation der Detektorspannung 

oder Laserintensität optimiert.  

2.4.1 NMR-Spektroskopie 

Probenvorbereitung 

Nachdem das zu untersuchende Protein (unmarkiert, einfach-, doppel- oder dreifachmarkiert) 

exprimiert wurde und nach der Reinigung in reiner und konzentrierter Form vorlag, wurde es 

für NMR-spektroskopische Untersuchungen in NMR-Puffer umgepuffert, bei -20 °C gelagert 

oder direkt für NMR-Messungen genutzt. Zur 540 µl-Proteinprobe (Proteinkonzentration: 200-

600 µM in NMR-Puffer) wurden 60 μl 99,9 %iges D2O und 1 µl DSS-Standard zugegeben. 

Dabei dient das D2O als interner Feldfrequenz-Lock und das DSS als externer Standard. Die 

fertige NMR-Probe wurde in ein 5 mm NMR-Röhrchen (Bruker) pipettiert, kurz mit der 

Handzentrifuge zentrifugiert und gemessen. 

Bei den Proben, die in D2O gemessen wurden, wurde das gereinigte Protein nach dem 

Überführen in NMR-Puffer (540 µl) in einer Lyophylle (Christ) über Nacht gefriergetrocknet. 
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Gefriergetrocknetes Protein wurde in D2O gelöst, mit 1 µl DSS versetzt und im 5 mm NMR-

Röhrchen (Bruker) gemessen. 

Aufnahme und Prozessierung der NMR-Spektren 

Die NMR-Spektren wurden am Bruker Ultrashield 700-NMR (Bruker BioSpin, Fällanden) unter 

Verwendung eines Tripleresonanz-Cryo-Probenkopfes (700 MHz), mit aktiv abgeschirmten 

Gradientenspulen in allen drei Raumrichtungen, bei 27 °C (BVT3000-Kontrolleinheit (Bruker 

BioSpin, Fällanden) aufgenommen. Bis auf wenige Ausnahmen entstammen die 

Pulsprogramme der Bruker Standardbibliothek und sind zusammen mit weiteren Aufnahme- 

und Prozessierparametern in Kap. 7.4 aufgelistet. Mit dem Programm Topspin 3.0 (Bruker 

BioSpin, Rheinstetten) wurden sowohl alle Aufnahmeeinstellungen als auch die Prozessierung 

der aufgenommenen Spektren vorgenommen. Die Prozessierung (Fourier-Transformation) 

der 2D-Spektren erfolgte mit dem Befehl xfb (F1- und F2-Dimension) und der 3D-Spektren mit 

den Befehlen tf3, tf2, tf1 (F3-, F2- und F1-Dimension). Die Basislinien- und Wasserkorrektur 

wurde automatisiert über die Befehle abs2.water, abs1 für 2D-Spektren und tabs3, tabs2, 

tabs1 für 3D-Spektren durchgeführt. Die Fourier-Transformation der 1D-Spektren erfolgte über 

den Befehl ft. Die Phasenkorrektur der Spektren wurde bei Bedarf manuell mit Topspin 3.0 

vorgenommen. Bei den 3D-Spektren musste der Datensatz über die Hilbert-Transformation 

(Befehl: xht2, xht1) um die imaginären Anteile ergänzt werden. Als Filterfunktionen wurden 

45 ° bis 90 ° verschobene (SSB: 4 bzw. SSB: 2) Sinus- oder Sinusquadratfunktionen (WDW: 

SINE bzw. QSINE) verwendet [29]. Das hetNOE-Spektrum wurde über die Eingabe split 2 in 

das jeweilige Spektrum mit und ohne Vorsättigung aufgeteilt und anschließend prozessiert. 

Titrationsexperimente 

Nachdem vom Protein die Rückgrat-Resonanzen zugeordnet wurden, wurden mit 

Titrationsexperimenten Bindungsstudien mit potentiellen Liganden (Peptiden) durchgeführt. 

Dafür wurde das Protein 15N-markiert exprimiert und gereinigt. Die Peptide (Tabelle 2.8) 

wurden unmarkiert in lyophilisierter Form von der Firma CASLO geliefert. Es wurde eine 6 mM 

Peptid-Stocklösung hergestellt, indem lyophilisiertes Peptid in 5 mM KPi-Puffer gelöst und der 

pH mit 5 mM KH2PO4 und 5 mM K2HPO4 auf 6,26 eingestellt wurde. Nach der Gefriertrocknung 

wurde das Peptid in ddH2O (10x geringerem Volumen) aufgenommen, so dass eine Peptid-

Stocklösung von 60 mM in 50 mM KPi-Puffer, pH 6,26 (NMR-Puffer) vorlag. Von der 

Stocklösung wurde schrittweise Peptid (bis zur Endkonzentration von 8 mM oder 13 mM) zu 

250 µM oder 440 µM Protein in 500 µl NMR-Puffer gegeben. Nach jedem Titrationsschritt 

wurde ein 15N-HSQC- oder ein SOFAST-HMQC-Spektrum (Kap. 7.4) aufgenommen. Eine 

Bindung des Peptids verändert die chemische Umgebung der an der Bindung beteiligten 

Aminosäuren, was in der Verschiebung der Signale (shifts) im Spektrum resultiert. Die 

Berechnung der Gesamtverschiebung erfolgte mit der Formel 2.2 [4]:  
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Formel 2.2 Berechnung der chemischen Gesamtverschiebung 

 

∆δ𝑔𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡 =  √(∆δ
𝑁

∙ 0,154)
2

+ (∆δ𝐻)2 

 

Die ermittelten Δδgesamt-Werte der Signal-Shits für einzelne Aminosäuren wurden mit dem 

Programm GraphPadPrism zu Titrationskurven verarbeitet, indem die beobachtete 

Resonanzverschiebung gegen die steigende Peptid-Konzentration aufgetragen wurde. Durch 

das Fitten der Datenpunkte des Kurvenverlaufs mit der Formel 2.3 konnte somit für jede 

Aminosäure der Wert der mikroskopischen Dissoziationskonstante mit dem entsprechen 

Standardfehler berechnet werden.  

Formel 2.3 Berechnung der mikroskopischen Dissoziationskonstante 

Dargestellt ist die Beziehung zwischen der Protein (P)-, Ligand (L)-Konzentration, der Gesamtveränderung 

der chemischen Verschiebung (F=δgesamt) und dem KD-Wert. Fmax ist die hypothetische maximale 

Verschiebung bei Sättigung. 

𝐹 = 𝐹𝑚𝑎𝑥 ·
𝑃 + 𝐿 + 𝐾𝐷

2
−

√(
𝑃 + 𝐿 + 𝐾𝐷

2

2
) − (𝐿 · 𝑃)

𝑃
 

 

Die mikroskopische Dissoziationskonstante beschreibt dabei die Bindungsaffinität des 

Liganden zu der einzelnen Aminosäure. Diese muss nicht direkt mit der Bindung des Liganden 

an das Protein übereinstimmen. Dafür wurde ein durchschnittlicher KD-Wert aus einer Vielzahl 

einzelner Aminosäuren ermittelt. 

EXSY-Experiment 

Dynamische, jedoch langsam ablaufende Prozesse (wie die Einstellung des cis/trans-

Gleichgewichts) in einem Zeitfenster von 10 ms bis 5 s lassen sich im NMR im EXSY 

(EXchange SpectroscopY)-Spektrum beobachten [118]. Das EXSY ist eine Version des 

NOESY-Spektrums mit kurzer Mischzeit und langem Relaxationsintervall. 0,645 mg 

lyophilisiertes Suc-Ala-pThr-Pro-Ala-NH2-Peptid (Tabelle 2.8) wurden in 500 µl 25 mM KPi-

Puffer gelöst und auf pH 6,26 eingestellt (766 Calimatic mit N6003 Elektrode). Das Peptid 

wurde gefriergetrocknet und in D2O aufgenommen. Von der konzentrierten Peptidprobe 

(2,4 mM Peptid in 25 mM KPi-D2O-Puffer) wurde am NMR ein EXSY-Spektrum aufgenommen 

(Pulsprogram: noesygpph19, Mischzeit: 400 ms, Relaxationsintervall:1 s, Scanzahl:16). Im 

Spektrum sind sowohl cis- als auch trans-Signale detektierbar. Nach Zugabe der hPin1-

PPIase oder der TbPar42-PPIase in NMR-Puffer (50 µM Endkonzentration) wurde das EXSY-
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Spektrum erneut aufgenommen. Im Falle der cis/trans-Isomerisierung durch die zugegebene 

PPIase sind zu den Signale des cis- und trans-Isomers, Austauschsignale zwischen den 

Zuständen in Form von Kreuzsignalen zu sehen. 

Relaxations- und Dynamikmessungen 

Die longitudinale Relaxationsrate (R1=1/T1), die transversale Relaxationsrate (R2=1/T2) sowie 

der heteronukleare 1H15N-NOE stellen Parameter dar, über die es möglich ist, Aussagen über 

die Dynamik bzw. Flexibilität einzelnen Strukturregionen zu treffen. Die Rückkehr der 

Kernspin-Magnetisierung in den Gleichgewichtszustand nach einer Anregung bezeichnet man 

als Relaxation. Die longitudinale Relaxationszeit (Spin-Gitter-Relaxation) (T1) beschreibt die in 

Richtung des Hauptmagnetfeldes auftretende Relaxation. Die transversale Relaxationszeit 

(Spin-Spin-Relaxation) T2 ist die Relaxation senkrecht zum äußeren Magnetfeld. Sowohl die 

longitudinale T1- als auch die transversale T2-Relaxation wurden über Intensitätsmessungen 

der Signale aus einer Serie an 1H15N-HSQC-Spektren (bei 27 °C) mit unterschiedlichen delay-

Zeiten (t) ermittelt. Relaxationsabhängig wurden unterschiedliche delay-Zeiten gesetzt 

(Tabelle 2.23). 

Tabelle 2.23 Verwendete delay-Zeiten (t) für die T1- und T2-Relaxation 

 t [ms] 

T1 20, 100, 140, 180, 200, 300, 500, 750, 1000, 1400 

T2 10, 30, 50,70, 90, 110, 130, 170, 190 

 

T1 bzw. T2 wurden durch Fitten der Intensitätsveläufe nach Formel 2.4 bestimmt.  

 

Formel 2.4 Signal-Intensitäten in Abhängigkeit von den delay-Zeiten (t) 

I = Intensität; I0 = Intensität im Grundzustand; t = Relaxationszeit in ms; T = T1 bzw. T2 

𝐼 = 𝐼0 · 𝑒−
𝑡
𝑇 

T1 und T2 können als eine Funktion der Rotationskorrelationszeit τc (Formel 2.2) angegeben 

werden. Diese ist abhängig von der Partikelgröße und beschreibt die Dauer, die ein Molekül 

braucht, um einen Radian zu rotieren (60 °) [29]. 

Formel 2.5 Rotationskorrelationszeit τc 

𝜐N = Resonanzfrequenz von 15N [Hz], die bei 700 MHz 70,971 × 106 s-1 beträgt 

𝜏c =  
1

4 ×  𝜋 × 𝜐N
× √6 ×

𝑇1

𝑇2
− 7 
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Die Dynamikmessungen erfolgten bei 27 °C im NMR Puffer, 10 % (v/v) D2O und 50 μM DSS. 

Von der Berechnung der Rotationskorrelationszeit mit den gemittelten T1- und T2-Zeiten 

wurden T1- und T2-Werte mit einer Standardabweichung >16 %, die flexiblen Termini sowie 

die Aminosäuren mit einem negativen hetNOE-Wert ausgeschlossen. 

Durch das Auftragen der Rotationskorrelationszeiten anderer Proteine, aufgenommen unter 

vergleichbaren Bedingungen, gegen das entsprechende Molekulargewicht [199], ist es über 

lineare Regression und die Rotationskorrelationszeit des zu untersuchenden Proteins möglich, 

auf dessen Molekulargewicht zu schließen. 

Über den 1H15N-hetNOE wird die Bewegung des 1H15N-Bindungsvektors gemessen. Um den 

hetNOE zu bestimmen, werden zwei simultan aufgenommene Spektren verwendet. In einem 

davon sind die Protonen gesättigt (Isat), während das andere Spektrum (Iref) ohne 

Vorsaturierung ist und als Referenzspektrum dient. Das Verhältnis zwischen den 

Signalintensitäten aus dem Spektrum mit Vorsättigung Isat und dem Referenzspektrum Iref 

ergibt schließlich den hetNOE (Formel 2.6). 

Formel 2.6 Berechnung des heteronuklearen NOEs (η) 

η =  Isat Iref⁄  

 

D2O-Austauschexperiment 

Eine 500 µM 15N-markierte Probe der TbPar42-PPIase- oder TbPar42-NTerFHA-Domäne in 

540 µl NMR-Puffer, 10 % (v/v) D2O und 50 μM DSS wurde über Nacht gefriergetrocknet 

(Lyophylle, Christ). Anschließend wurde das lyophilisierte Protein in 600 µl 99,96 %igem D2O 

(Eurisotop) aufgenommen und umgehend die Aufnahme einer Reihe hintereinander 

geschalteter 1H15N-HSQC- (NterFHA-Domäne) oder SOFAST-HMQC-Spektren (PPIase-

Domäne) gestartet. 

2.4.2 Fluoreszenz-Spektroskopie 

Fluoreszenz-Anisotropie 

Über die Fluoreszenz-Anisotropie sollte die Affinität der NterFHA-Domäne zu den Peptiden 

GSGpTPMFTGA und DDpTPMFVMG untersucht werden. Dafür wurden die Peptide 

(Tabelle 2.8) von der Firma CASLO mit einem N-terminal konjugierten Rhodamin B 

synthetisiert. Die lyophilisierten Peptide wurden in 5 mM KPi-Puffer aufgenommen und mit 

5 mM KH2PO4 und 5 mM K2HPO4 auf pH 6,26 eingestellt. Anschließend wurden die Peptide 

gefriergetrocknet und in 10x geringerem Volumen ddH2O aufgenommen. Die Konzentration 

der Peptide wurde am Nanodrop (Peqlab) über die  Absorption bei 563 nm und den 

Extinktionskoeffizienten ε=106000 M-1cm-1 bestimmt. Die Anisotropie-Messungen erfolgten am 
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Cary Eclipse Fluoreszenz-Spektrometer (Agilent Technologies, Waldbronn), einer Anregung 

bei 563 nm und einer Emission bei 583 nm. Der G-Faktor wurde mit 400 nM (Rhodamin B)-

GSGpTPMFTGA-Peptid in 50 mM KPi-Puffer, pH 6,26 bestimmt. Bei dem (Rhodamin B)-

DDpTPMFVMG-Peptid wurden 1 µM Peptid in 50 mM KPi-Puffer, pH 6,26 für die G-Faktor 

Bestimmung genutzt. Mit einer Verdünnungsreihe der TbPar42-NterFHA-Domäne im gleichen 

Puffer wurde in separaten Ansätzen die Anisotropie bei den unterschiedlichen NterFHA-

Konzentrationen gemessen. Die Küvetten wurden zwischen den Messungen mit Hellmanex II 

und A. bidest. gespült. Die Datenpunkte wurden mit GraphPadPrism ausgewertet. Der 

Anisotropie-Wert jedes Titrationsschrittes wurde um den Nullwert (Anisotropie-Wert mit 

alleinigem Peptid ohne Protein) korrigiert. Anschließend wurden die Datenpunkte gefittet 

(Modell "one site specific binding") und der KD-Wert ermittelt. 

2.4.3 UV-Vis-Spektroskopie 

Bestimmung der DNA- und Proteinkonzentration 

Mit dem NanoDrop® (Peqlab) Spektrophotometer wurde sowohl die DNA- als auch die 

Proteinkonzentration bestimmt. Die DNA-Konzentration wurde über die Absorption bei 260 nm 

und die der Proteine über das Absorptionsmaximum aromatischer Aminosäuren bei 280 nm 

bestimmt. Der ermittelte Absorptionswert kann durch Umstellung der Lambert Beer´schen 

Gleichung (Formel 2.7) für die Berechnung der Konzentration genutzt werden.  

Formel 2.7 Lambert-Beer‘sches-Gesetz 

ε–molarer Extinktionskoeffizient; c-Konzentration (M); d-Schichtdicke. 

𝐴 = 𝜀𝑐𝑑 ↔ 𝑐 =
𝐴

𝜀𝑑
 

Der Extinktionskoeffizient des jeweiligen Proteins wurde mit Hilfe des Online-Tools ProtParam: 

http://web.expasy.org/protparam/ (ExPASy, Swiss Institute of Bioinformatics) durch Eingabe 

der Proteinsequenz ermittelt und ist dem Kap. 7.2 zu entnehmen.  

Die Konzentration des TbPar42-Linkers wurde mittels Bradford-Reaktion gemessen [21]. In 

einer Küvette mit 999 µl Bradford-Reagenz wurde am Photometer (BioPhotometer, Eppendorf) 

der Leerwert bestimmt. Das Photometer wurde zuvor mit einer BSA-Verdünnungsreihe auf 

das Bradfordreagenz geeicht. Durch die Zugabe von 1 µl Proteinprobe zu den 999 µl Bradford-

Reagenz, kurzem Resuspendieren und 5 minütiger Inkubation, wurde über die Absorption bei 

595 nm die Proteinkonzentration in mg/ml gemessen. 
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Protease-gekoppelter Isomeraseassay 

Ob die TbPar42-PPIase über eine Isomeraseaktivität verfügt, wurde mit einem Protease-

gekoppelten Isomeraseassay untersucht [63, 119]. Modellpeptide (Caslo oder ChinaPeptides) 

mit dem Grundgerüst Succinyl-Ala-Xaa-Pro-Phe-paraNitroanilin wurden in einer Konzentration 

von 15 mM einen Tag vor Versuchsdurchführung in Peptidpuffer gelöst. In den Peptiden wurde 

Xaa, die Position N-terminal von Prolin, mit unterschiedlichen Aminosäuren besetzt. Der 

Peptidpuffer bewirkt eine Verschiebung des cis/trans-Gleichgewichtes auf ca. 40 % cis- und 

ca. 60 % trans-Isomer von ca. 10 % cis- und 90 % trans-Isomer in lithiumfreien Puffer. Ohne 

eine Isomerase ist die Isomerisierung ausschließlich thermischer Natur. Um den thermischen 

Faktor zu minimieren, wurde die Temperatur in der Messzelle während der gesamten Messung 

bei 10 °C gehalten. Bei der im Assay verwendeten Protease handelt es sich um 

α-Chymotrypsin. α-Chymotrypsin schneidet nur die trans-Form des Peptids, C-terminal vom 

Phenylalanin, wodurch für das abgespaltene para-Nitroanilin (pNA) ein Signal bei 390 nm 

detektierbar ist. Als Negativkontrolle (unkatalysierte Reaktion) wurden aus einer 350 µM 

α-Chymotrypsin-Stocklösung in PBS (pH 6,8), 100 µl in eine 10 mm Quarzküvette (Suprasil 

104-QS, Hellma) pipettiert und auf ein Volumen von 995 µl mit PBS pH 6,8 aufgefüllt. Die 

Messung erfolgte am Cary 100Bio Spektroskop von Varian, bei einer Wellenlänge von 390 nm, 

einer Spektralbandbreite von 1,0 nm und einem zeitlichen Mittelwert von 0,5 sec für jeden 

Datenpunkt. Nachdem 5 min die Basislinie aufgenommen wurde, wurden 5 µl Peptid zum 

Ansatz hinzugefügt. Die Küvette wurde mit Parafilm beschichtet, mehrmals invertiert und die 

Messung der Absorption bei 390 nm für weitere 15 min weitergeführt. Das Überführen des 

Peptids aus dem lithiumhaltigen Puffer in PBS-Puffer resultiert in einer Änderung des cis/trans-

Gleichgewichts zu Gunsten der trans-Isoform. Eine zusätzliche Verlagerung des 

Gleichgewichtes zur gleichen Seite bewirkt die trans-spezifische Proteolyse durch α-

Chymotrypsin [143, 144]. Da in der Negativkontrolle keine Isomerase vorhanden ist, erfolgt die 

Isomerisierung rein thermisch. Für den eigentlichen Isomerase-Assay wurde zum α-

Chymotrypsin TbPar42-PPIase hinzugefügt (außer für das Phosphomotiv-enthaltende-Peptid 

betrug die Endkonzentration an TbPar42-PPIase im Ansatz 10 µM). Die Messung erfolgte wie 

bei der Negativkontrolle, indem zum Chymotrypsin+PPIase-Ansatz nach 5 minütiger 

Äquilibrierung (Basislinie-Messung) das Peptid hinzugegeben wurde und für weitere 15 min 

die Absorption bei 390 nm detektiert wurde. Für den Isomeraseassay mit dem Suc-Ala-pSer-

Pro-Phe-pNa-Peptid wurden 200 nM TbPar42-PPIase eingesetzt. Da die hPin1-PPIase die 

Isomerisierung von Phosphomotiven katalysiert, wurde sie als Positivkontrolle (20 nM hPin-

PPIase) mit dem Suc-Ala-pSer-Pro-Phe-pNa-Peptid verwendet. Durch Zugabe einer aktiven 

PPIase wird die Isomerisierung beschleunigt. Die Verdaureaktion durch α-Chymotrypsin ist 

durch die Verfügbarkeit an trans-Peptid begrenzt. Diese ist wiederum von der Geschwindigkeit 

der cis- zu trans-Isomerisierung abhängig. Über die Auswertung der Messkurven wäre es 
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möglich, die Geschwindigkeitskonstante für die katalysierte Reaktion sowie die katalytische 

Effizienz der PPIase für das jeweilige Modelpeptid (Substrat) zu bestimmen. In dieser Arbeit 

wurden jedoch nur die Kurvenverläufe der katalysierten und unkatalysierten Reaktionen 

miteinander verglichen, um Aussagen über das Vorhandensein einer Isomeraseaktivität zu 

treffen. 

Chaperonassay 

In dem Chaperonassay wurde die Muskel-Kreatinkinase aus Kaninchen als Modellprotein 

genutzt. Vorerst wird eine 150 µM Stocklösung der Kreatinkinase in Entfaltungspuffer (3 M 

Guanidiniumhydrochlorid, 30 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0) angesetzt. In diesem Puffer 

wurde die Kreatinkinase für 1 h bei RT entfaltet. Eine Überführung des Proteins in den gleichen 

Puffer ohne Denaturierungsmittel resultiert in einer vollständigen Aggregation der 

Kreatinkinase. Dabei kann die Aggregation über die Trübung bzw. ein Absorptionssignal bei 

400 nm gemessen werden. Fungiert ein Protein als Chaperon, so kann die Aggregation der 

Kreatinkinase unterbunden werden. Um zu testen, ob die TbPar42-PPIase bzw. das 

vollständige TbPar42 die Funktion eines Faltungshelfers übernimmt, wurde die Trübung in 

Anwesenheit der PPIase oder des TbPar42-VL gemessen. Die Messungen erfolgten bei 37 °C 

am Cary 100Bio Spektroskop von Varian  in einer Suprasil 108.002 10 mm Küvette. 1, 5 und 

20 µM PPIase (TbPar42-VL) wurden im Entfaltungspuffer bei 37 °C für 2 min inkubiert. Zu dem 

482,5 µl Ansatz wurden 7,5 µl der Kreatinkinase (aus der 150 µM Stocklösung im 

Entfaltungspuffer) gegeben (entspricht einer 1:66 Verdünnung), mit der Pipettenspitze 

durchmischt und umgehend für 20 min die Absorption bei 400 nm detektiert. Als 

Negativkontrolle wurde die Kreatinkinase in den Rückfaltungspuffer ohne TbPar42-PPIase 

oder TbPar42-VL überführt und die Trübung gemessen. 

2.5 Strukturrechnung und -Analyse 

2.5.1 Zuordnung der Rückgrat- und Seitenketten-Resonanzen 

Unter „Zuordnung“ versteht man die Zuweisung der Signale der NMR-Spektren den einzelnen 

Atomen einer Polypeptidkette. In dieser Arbeit wurden dafür eine Reihe an 2D- und 3D-

Spektren (Kap. 7.4) mit dem Programm CCPN (CcpNmr Analysis) ausgewertet. Auf die 

sequentielle Verknüpfung (chain tracing) sowie die Zuordnung der koppelnden Atome wird im 

Ergebnisteil (Kap. 3.4.1-3.4.4, 3.5.3) ausführlich eingegangen. Die zugeordneten Resonanzen 

der einzelnen Konstrukte können auf der beigefügten CD eingesehen werden. 

2.5.2 Sekundärstrukturanalyse nach Wishart 

Die Sekundärstrukturanalyse nach Wishart et al. [258] erfolgt über den chemischen 

Verschiebungsindex (CSI). Dabei werden die ermittelten chemischen Verschiebungen der 
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Rückgratresonanzen im Protein (dafür notwendige Spektren wurden nach IUPAC geeicht) mit 

Frequenzen der jeweiligen Aminosäure verglichen, welche in einem kurzen Peptid (GG-X-

Ala(Pro)GG) ermittelt wurden und somit der chemischen Verschiebung in unstrukturierten 

(random coil) Bereichen entsprechen  [257, 259]. Beträgt die Abweichung des gemessenen 

Wertes für die Hα-Resonanz im Protein mehr als +/- 0,1 ppm gegenüber dem Referenzwert, 

so bekommt die entsprechende Rückgratresonanz den Wert +/- 1. Ist die Differenz kleiner 

0,1 ppm, so wird der Wert 0 vergeben. Im Falle von Cα und Cβ beträgt die Differenz 0,7 ppm 

und bei dem CO ist der Unterschied von 0,5 ppm zu beachten. Trägt man den chemischen 

Verschiebungsindex gegen die Aminosäurensequenz auf, so lassen sich 

Sekundärstrukturelemente vorhersagen, da bei α-Helices die Cα- und CO-Resonanzen eine 

positive Abweichung zu den random coil-Verschiebungen besitzen, wohingegen die Cβ- und 

Hα-Resonanzen eine negative Abweichung zeigen. In β-Faltblättern verhält sich diese 

Verteilung genau entgegengesetzt. In der Arbeit wird der CSI in Form der genauen 

Abweichungen gegenüber dem Referenzwert anstelle der -1/0/+1-Darstellung gezeigt. Der 

Konsensus des chemischen Verschiebungsindex CSICONS wurde für der Linker aus der 

Darstellung des chemischen Verschiebungsindex für Cα, Cβ und CO manuell ermittelt. Für die 

NterFHA- und die PPIase-Domäne wurde der CSICONS Software-unterstützt über den 

Webserwer: http://randomcoilindex.com/cgi-bin/rci_cgi_current.py bestimmt. Dafür wurden die 

chemischen Verschiebungen der Hα-, Cα-, Cβ- und CO-Resonanzen mit CCPN in SHIFTY-

Format exportiert. Bis auf die Einstellung Random coil values: Wishart wurden die 

Standardvoreinstellungen genutzt. 

2.5.3 Analyse der Sekundärstruktur nach Wüthrich 

Das Auftreten bestimmter NOEs zwischen den Aminosäuren einer α-Helix oder eines β-

Faltblattes erlaubt das Definieren der Sekundärstrukturelemente innerhalb einer NMR-Struktur 

[252]. Charakteristisch für α-Helices ist das NOE-Muster, in dem aufeinanderfolgende HN-

Protonen der Aminosäure i und i+1 (dNN(i, i+1)) zu starken Signalen führen, ebenso wenn 

NOEs zwischen dem Hαi- und dem HN von Aminosäure i+3 (dαN(i, i+3)) und i+4 ((dαN(i, i+4)) 

zu sehen sind und der NOE-Kontakt zwischen Hαi und Hβ i+3 (dαβ(i, i+3)) erscheint. β-

Faltblätter lassen sich durch starke NOEs zwischen dem Hα der Aminosäure i und dem 

sequentiell benachbarten Amidproton der Aminosäure i+1 (dαN(i, i+1)) identifizieren [265]. Mit 

dem Befehl seqplot seqplot.ps in CYANA wird die Postscript-Datei seqplot.ps erstellt, welche 

die sequentiellen NOEs aufgetragen gegen die Aminosäurensequenz enthält. Die Datei, in der 

die Informationen über die Anzahl der NOEs pro Aminosäure zusammengefasst sind, wurde 

in CYANA mit dem Befehl dcostat dco.ps erstellt.  
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2.5.4 Erstellen der Winkeldatei mit Hilfe von TALOS 

Die Proteinsequenz wurde zusammen mit den zugeordneten Rückgrat- sowie Seitenketten-

Resonanzen mit dem Programm CCPN als project file exportiert. Aus dieser Datei wurde mit 

dem Programm TALOS die winkel.aco-Datei erstellt. TALOS kombiniert die Informationen aus 

den zugeordneten chemischen Verschiebungen der Hα-, Cα-, Cβ-, CO- und N-Resonanzen 

mit der Sequenzinformation, um über das Zugreifen auf eine Datenbank mit gelösten 

Proteinstrukturen eine empirische Vorhersage von phi- und psi-Winkeln für das zu 

untersuchende Protein zu erstellen. TALOS verfolgt die Idee, dass die chemischen 

Verschiebungen mit der Sekundärstruktur eines Proteins verknüpft sind. Das Programm teilt 

die Proteinsequenz in Triplet-Abschnitte auf und vergleicht dabei die chemische Verschiebung 

(relativ zu Verschiebungen in random coil-Regionen) der vorhergehenden und nachfolgenden 

Aminosäure des Triplets mit chemischen Verschiebungen und Sequenzinformationen von 

Triplets bekannter Proteinstrukturen, um Vorhersagen der Torsionswinkel für die zentrale 

Aminosäure des Triplets des zu untersuchenden Proteins zu treffen [38]. TALOS sucht nach 

den 10 besten Triplet-Treffern. Sind die Vorhersagen einheitlich, teilt TALOS den Φ- oder Ψ- 

Winkel automatisiert als „gut“ ein. Sind die Vorhersagen nicht einstimmig in allen 10 

Strukturen, so können die als „uneindeutig“ deklarierten Winkel manuell als gut klassifiziert 

werden. Für das Schreiben der winkel.aco-Datei werden nur die als „gut“ deklarierten Winkel 

benutzt [38]. 

2.5.5 Strukturrechnung mit CYANA 

CYANA ist ein Skript-basiertes Programm für eine 3D-Strukturberechnung auf der Grundlage 

von NMR-Daten. Dabei kombiniert es eine automatisierte Zuordnung der NOESY-Signale mit 

einem Strukturberechnungs-Algorithmus, welches zu der simulierten Abkühlung des Systems 

die Torsionswinkel-Dynamik einbezieht. Bei der Torsionswinkel-Dynamik werden anstelle der 

kartesianischen Koordinaten die Torsionswinkel als Freiheitsgrade bei der Molekulardynamik 

(MD)-Simulation einbezogen [84, 97]. Da Cyana das Protein als eine Reihe von Festkörpern 

darstellt, werden die Strukturparameter wie Bindungslänge, Bindungswinkel, Chiralität und 

Planarität während der Rechnung bei deren optimalen Werten festgehalten und somit die 

Anzahl an Freiheitsgraden 10-fach reduziert. Über die Zielfunktion (Formel 2.8) werden die 

Strukturen nach der Rechnung evaluiert. Je kleiner der Zielfunktions-Wert, desto besser ist die 

berechnete Struktur [82]. 
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Formel 2.8 CYANA-Zielfunktion 

Beachtet werden obere und untere Grenzen, bαβ, für die Distanzen dαβ zwischen zwei Atomen α und β und 

Beschränkungen θi in Form erlaubter Intervalle [θi
min, θi

max]. Iu, Il, and Iv stellt ein Atompaar-Set (α, β) mit 

oberen, unteren oder van der Waals-Distanzbegrenzungen dar. Ia ist das Set an Torsionwinkel-

Beschränkungen. wu, wl, wv, und wa sind die Gewichtungsfaktoren für die verschiedenen constraints. Гi = π 

– (θi
max - θi

min)/2 bezeichnet die halbe verbotene Spannweite der Torsionswinkel-Beschränkungen und Δi ist 

die Größe der Verletzung der Torsionswinkel-Beschränkungen [82]. 

 

 

Mit dem Programm CCPN wurden alle zugeordneten chemischen Verschiebungen in Form 

einer Liste zusammengefasst. Die Datei verfügte über die Endung .prot und diente als 

Eingangsdatei für die Strukturrechnung. Abstandsinformationen aus einem 2D- oder 3D-

NOESY wurden in eine Datei mit der Endung .peaks exportiert und ebenfalls als Eingangsdatei 

benutzt. Zuletzt wurde die Winkeldatei mit der Endung .aco zusammen mit den 

Wasserstoffbrücken-Informationen (.upl, .lol) mit in die Rechnung einbezogen. Über die init-

Datei wurden die Sequenz des Proteins, für welches die 3D-Struktur berechnet werden sollte, 

sowie die residue library-Eingangsdatei eingelesen. Da die NMR-Messungen bei pH 6,26 

aufgenommen wurden und der Imidazolring des Histidins bei diesem pH deprotoniert vorliegt, 

wurde die Aminosäurentyp-charakterisierende Datei speciallib append verwendet. Zuletzt 

wurden in der Datei CALC.cya die Struktur-Eingangsdateien sowie Berechnungsparameter 

zusammengefasst. Die Eingangsdateien sowie die Parameter für die Berechnung der 3D-

Struktur der NterFHA-Domäne und der PPIase-Domäne sind in Tabelle 2.24 zu sehen. Für 

beide Domänen wurden aus 60 berechneten Strukturen, 10 Strukturen mit dem kleinsten 

Zielfunktionswert in einem Ensemble zusammengefasst. 

 

Tabelle 2.24 Eingesetzte Dateien und Parameter für die Strukturberechnung 

 NterFHA-Domäne PPIase-Domäne 

shifts.prot 1844 1265 

2D-(3D)-NOESY.peaks 358 (15N-2D-NOESY) 

3485 (15N-3D-NOESY) 

3668 (15N-2D-NOESY) 

 

winkel.aco 262 206 

H-brücke(.upl, .lol) 42 46 

Schritte der 

Torsionswinkel-Dynamik 

15000 10000 

randomseed   434882                          434726                          

 

Bei der Strukturrechnung generiert CYANA für jeden der durchlaufenen Zyklen (7+final) die 

Ausgangsdateien mit den Endungen .pdb, .upl, .noa und .ovw, in denen die 10 Strukturen (in 
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pdb-Format) sowie Informationen über eingesetzte NOEs, der Zielfunktion-Wert und 

Beschränkungs-Verletzungen aufgeführt sind. 

2.5.6 CS-Rosetta Strukturmodell 

Das Programm CS-Rosetta nutzt die experimentell ermittelten chemischen Verschiebungen, 

um ein empirisches dreidimensionales Strukturmodel zu generieren. Im ersten Schritt werden 

basierend auf den chemischen Verschiebungen der HN, Hα, Cα, Cβ, CO und N des zu 

untersuchenden Proteins Fragmente aus einer Fragmetbibliothek (PDB-Datenbank), von 

denen die chemischen Verschiebungen und Torsionswinkel (dadurch auch die 

Sekundärelement-Zugehörigkeit) bekannt sind, selektiert. Anschließend wird das Protein über 

das ROSETTA Monte Carlo Prinzip mit anschließender Energieminimierung über die 

selektierten Fragmente modelliert. CS-ROSETTA erstellt dabei 3000-40000 Modellstrukturen. 

Neben der Berechnung der Energie über alle Atome, stellt CS-Rosetta eine Vorhersage der 

chemischen Verschiebungen für die berechneten Strukturen auf und vergleicht diese mit den 

experimentell ermittelten Daten. Der berechnete Rosetta-Wert für die Energie über alle Atome 

wird dann gegen den Cα-RMSD-Wert der Struktur mit dem geringsten Energiewert 

aufgetragen [220, 221]. Ausgegeben werden 10 Strukturen, die am wenigsten von der Struktur 

mit der geringsten Energie über alle Atome abweichen. 

Das Strukturmodell des TbPar42-Linkers (in NMR-Puffer mit 2 mM DTT) wurde über den CS-

Rosetta Webserver (https://csrosetta.bmrb.wisc.edu/csrosetta) generiert. Die zugeordneten 

HN, Cα, Cβ, CO und N chemischen Verschiebungen des TbPar42-Linkers wurden über CCPN 

in TALOS-Format exportiert. Es wurden 3000 mögliche Strukturen generiert, in denen die 

flexiblen Regionen außer bei der Energieminimierung beibehalten wurden (Yang Shen 

Methode). 

 

 

 

. 
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3 Ergebnisse 

Das 42 kDa große Parvulin aus T. brucei ist ein Mehrdomänenprotein, bestehend aus einer N-

terminalen FHA-Domäne, einem ca. 100 Aminosäuren langen Linker, sowie der C-terminal 

gelegenen PPIase-Domäne. Für die strukturelle Charakterisierung von TbPar42 mittels NMR-

Spektroskopie war es erforderlich, das Protein 13C- und 15N- isotopenmarkiert in E. coli 

rekombinant herzustellen. Im ersten Schritt wurde das codierende Gen für TbPar42 in einen 

Expressionsvektor kloniert. Darauf folgte die Reinigung des Proteins über eine 

Affinitätschromatographie mit anschließender Gelfiltration.  

3.1 Untersuchung des vollständigen TbPar42 

3.1.1 Klonierung von TbPar42-VL 

Das synthetisch hergestellte Gen (Kap. 7.1), welches für das vollständige, 383 Aminosäuren 

lange TbPar42-Protein (TbPar42-VL) codiert, wurde mittels PCR amplifiziert (siehe Abb. 3.1 

A) und über ApaI/XhoI in den laborintern modifizierten Vektor pET41b(+) kloniert. Abbildung 

3.1 B zeigt das Ergebnis der Kontrollrestriktion nach erfolgreicher Ligation (Banden 1 und 7).   

 

Abbildung 3.1 Klonierung von TbPar42-VL  

A: Agarosegel nach Amplifizierung des TbPar42-VL mittels PCR. Spur M entspricht dem Marker. Die Bande 

auf der Höhe von 1000 bp passt zu der zu erwartenden Größe des TbPar42-VL-Inserts von 1149 bp. B: 7 

Klone wurden einer Kontrollrestriktion mit ApaI/XhoI unterzogen. Klon 1 und Klon 7 weisen eine Bande auf 

der Höhe des TbPar42-Inserts auf (gestrichelter Kasten). Klon 7 erwies sich nach der Sequenzierung als 

richtig.  

Nach Bestätigung der korrekten Klonierung durch Sequenzierung, wurde die Plasmid-DNA in 

den E. coli-Expressionsstamm BL21(DE3)T1r transformiert.  

 

3.1.2 Expression und Reinigung von TbPar42-VL 

Um für die nachfolgenden strukturellen und funktionellen Untersuchungen TbPar42-VL 

vorliegen zu haben, wurde das Protein zunächst als GST-Protein in E. coli exprimiert und 

anschließend über GST-Affinitätschromatographie gereinigt.  
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Das Chromatogramm zeigt ein klares Elutionssignal und im SDS-Gel ist eine Bande, die der 

Größe von GST-TbPar42-VL (70 kDa) entspricht, zu sehen (Abbildung 3.2 A). 

 

Abbildung 3.2 Reinigung des TbPar42-VL-Proteins  

A: Chromatogramm der GST-Affinitätschromatographie mit dem Fusionsprotein. Nachdem der Überstand auf 

die Säule aufgetragen wurde, wurde Hochsalz-Puffer (HS) über die Säule gegeben, um unspezifische 

Bindungen zu lösen. Das Signal von 525 ml bis 650 ml zeigt die Elution des Fusionsproteins. Im SDS-Gel ist 

bei 70 kDa eine Bande zu sehen, die der erwartenden Größe des Fusionsproteins entspricht. B: 

Gelfiltrationschromatogramm mit dazugehöriger SDS-Page Analyse. Die Fraktion G1 vom ersten Signal zeigt 

zwar eine Bande, die der Größe des 42 kDa großen TbPar42-VL-Proteins entspricht, jedoch treten 

Verunreinigungen bei 60  und 70 kDa im auf. Die Fraktionen des zweiten Peaks (P) zeigen deutliche Banden 

bei 42 kDa und bestätigen die Reinheit des Proteins. Das letzte Signal im Chromatogramm entspricht 

Glutathion (307 Da), welches im Gel nicht zu sehen ist.  

Das GST-Fusionsprotein wurde mit der PreScission-Protease geschnitten. Anschließend 

erfolgte eine Gelfiltration mit nachgeschalteter GSH-Säule (Abbildung 3.3 B). Das erste Signal 

im Chromatogramm lässt sich, zusammen mit Verunreinigungen bei 60 und 70 kDa, 

TbPar42-VL zuordnen. Die Verunreinigungen lassen sich durch das nicht ausreichend 

geschnittene GST-Fusionsprotein oder ein E. coli-eigenes Chaperon erklären. Das zweite 

Chromatogramm-Signal zeigt im SDS-Gel eine starke Bande bei 42 kDa. Die Fraktionen 

dieses Signals wurden konzentriert, in salzarmen Puffer überführt und aliquotiert. Dass es sich 

bei der Proteinprobe um reines TbPar42-VL handelt, wurde mit einer MALDI-TOF-Analyse 

bestätigt (Abbildung 3.3). Das letzte Signal gehört zu Glutathion (GSH), welches aufgrund der 

Größe von 307 Da im SDS Gel nicht zu sehen ist.  
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Abbildung 3.3 MALDI-TOF-Massenspektrum von TbPar42-VL 

Das rechte Signal entspricht der erwarteten Masse des TbPar42-VL und das linke Signal entspricht 2-fach 

geladenem TbPar42-VL.  

Nachdem die Expression und Reinigung von TbPar42 in Vollmedium etabliert wurden, sollte 

isotopenangereichertes TbPar42 im Minimalmedium (M9-Medium) hergestellt werden. Für die 

Produktion von 13C15N-TbPar42-VL-Proben wurden die Expressionsparameter aus dem zuvor 

beschriebenen Reinigungsprotokoll übernommen. Das markierte Protein sollte für NMR-

spektroskopische Untersuchungen verwendet werden (Kap. 3.1.4). 

3.1.3 Analytische Gelfiltration von TbPar42-VL 

Um eine mögliche Multimerisierung des Proteins zu untersuchen, wurde eine analytische 

Gelfiltration durchgeführt. In der Sequenz von TbPar42 sind mehrere Cysteine zu finden, die 

unter Ausbildung von Disulfidbrücken zur Entstehung von artifiziellen Multimeren führen 

könnten. Aus diesem Grund wurde die analytische Gelfiltration erst im reduktionsmittelfreien 

Gelfiltrationspuffer (50 mM Kaliumphosphat, 150 mM Kaliumchlorid, pH 6,26) durchgeführt. 

Später wurde das Experiment in einem Gelfiltrationspuffer, welcher zusätzlich 2 mM DTT 

enthielt, wiederholt. Die beiden Auswertungen wurden anschließend miteinander verglichen. 

Um auf das Molekulargewicht des Proteins schließen zu können, wurde die analytische 

Gelfiltrationssäule zunächst kalibriert (Abbildung 3.4 A, B). 
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Abbildung 3.4 Analytische Gelfiltration von TbPar42-VL in An- und Abwesenheit von 

Reduktionsmittel 

A: Chromatogramm mit dem Kalibrierungslauf (schwarz), in Lila der Lauf mit 300 µM TbPar42-VL im NMR-

Puffer mit DTT und in Orange der Lauf mit 100 µM TbPar42-VL im reduktionsmittelfreien Puffer. Bei beiden 

Läufen wird das TbPar42-VL-Protein zwischen 22 und 24 ml eluiert. Signale 1-5 entsprechen den Proteinen 

des Standards, welche in B aufgeführt sind. B: Das Auftragen der Elutionsvolumina V(elution) gegen den 

dekadischen Logarithmus des jeweiligen Molekulargewichts ((log10(Mr)) der Standardproteine erlaubt das 

Erstellen der Regressionsgeraden. Der lila- und der orange-farbene Punkt gehören zum TbPar42-VL. Für die 

Läufe wurde die Superdex 200 Increase-Säule verwendet. 

TbPar42 zeigt in beiden Puffern das gleiche Elutionsprofil. Konzentrationsunabhängig ist im 

Chromatogramm bei einem Elutionsvolumen von ca. 22 ml das Signalmaximum vom 

TbPar42-VL-Protein zu sehen (Abbildung 3.4 A), was für TbPar42 mit Reduktionsmittel im 

Puffer einem Molekulargewicht von 82,7 kDa und ohne DTT einer Molekülmasse von 

93,83 kDa entspricht. In beiden Fällen ist das kalkulierte Molekulargewicht etwas höher, als 

für ein Monomer zu erwarten wäre. Dennoch sprechen die Daten eindeutig eher für ein 

TbPar42-Monomer als für ein Dimer.  

3.1.4 NMR-spektroskopische Untersuchung von TbPar42-VL 

Eines der grundlegenden Spektren, notwendig für eine Protein-Strukturaufklärung mittels 

NMR-Spektroskopie, ist das 1H15N-HSQC-Spektrum. Dieses zweidimensionale Spektrum 

zeigt die direkte Bindung der 1H- und 15N-Kerne. Die x- Achse im 1H15N-HSQC-Spektrum stellt 

die 1H-chemische Verschiebung dar und auf der y-Achse ist die 15N-Verschiebung zu sehen. 

Da Aminosäuren im Protein über Peptidbindungen miteinander verknüpft sind, ist für jede 

Aminosäure bis auf Prolin (kein Amidproton vorhanden) und die N-terminale Aminosäure ein 

Signal im HSQC-Spektrum zu sehen. Für die Seitenketten Glutamin und Asparagin sind 

zudem weitere Signale zu sehen. Das ε-NH von Tryptophan ist charakteristischerweise bei 

etwa 10 ppm/130 ppm im Spektrum als zusätzliches Signal zu erkennen. Das HSQC-

Spektrum liefert nicht nur Informationen über das Proteinrückrat, sondern auch über die 

Sekundärstrukturverteilung im Protein. Eine weite Dispersion der Signale deutet auf ein 
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strukturiertes Protein hin, wohingegen eine starke Akkumulation im mittleren Spektrenbereich 

(7-8 ppm; random-coil Bereich) auf unstrukturierte Bereiche hinweist. Abbildung 3.5 zeigt das 

1H15N-HSQC-Spektrum von TbPar42-VL. Die schwarzen Signale im HSQC-Spektrum 

stammen vom vollständigen TbPar42. Es sind nur ein Drittel aller zu erwartenden Signale zu 

sehen. Die sichtbaren Signale sind zudem überlagert und treten vorwiegend im random coil-

Bereich auf.  

Der Signalverlust kann mit den Relaxationseigenschaften der Kerne erklärt werden. In Lösung 

bewegen sich große Proteine langsam. Dieses hat zur Folge, dass die 

Rotationskorrelationszeit des Proteins steigt. Darüber hinaus sorgen bei großem 

Molekulargewicht die hohe Anzahl an H-Kernen im Protein für eine schnellere Relaxation. 

Beides bewirkt, dass die sogenannte transversale Relaxationszeit (T2) kürzer wird. Letztere ist 

ein Parameter, der sich indirekt proportional auf die Linienbreite von Signalen auswirkt. Ein 

kurzer T2-Wert geht daher mit einem breiter werdenden Signal einher. Bei großen 

Molekulargewichten über 25 kDa werden die Resonanzlinien so breit, dass immer mehr 

Signale nicht mehr im Spektrum sichtbar sind [187]. Um die transversale Relaxationszeit zu 

erhöhen, werden bei großen Proteinen kovalent gebundene H-Atome der Seitenketten gegen 

Deuteronen ausgetauscht (Deuterierung). Durch das Ersetzen des Protons mit einem 

Deuteron, welches ein 6,5-fach kleineres gyromagnetisches Verhältnis als 1H aufweist, wird 

die Mitwirkung der dipolaren Relaxation der direkt gebundenen 13C/15N-Kerne und der 

umliegenden 1H-Kerne unterbrochen [17, 29]. Da das Protein zusätzlich 13C und 15N markiert 

ist, wird von einer Dreifachmarkierung gesprochen. Bei diesem Verfahren bleiben 

austauschbare Protonen, wie die Amidprotonen in wässriger Lösung sichtbar. Mit Hilfe der 

transverse relaxation-optimized spectroscopy (TROSY) [188], kann man nun bei hohen 

Feldstärken HSQC-ähnliche Spektren aufnehmen, die für große Proteine möglichst schmale 

Linienbreiten ergeben und so die Signalauflösung erheblich verbessern.  

Für die Aufnahme eines TROSY-Spektrums wurde das vollständige TbPar42 im 

isotopenmarkierten M9-D2O-Medium mit deuteriertem Wasser (D2O) exprimiert. Die Zellen 

benötigten 40 h bei 30 °C für die Produktion des GST-TbPa42-VL-Fusionsproteins. Die 

Proteinreinigung erfolgte nach gleichem Prinzip (Puffer mit H2O) wie die Reinigung des 

Proteins aus LB-Vollmedium. Das TROSY-Spektrum vom TbPar42-VL ist in Abbildung 3.5 in 

Grau dargestellt. 
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Abbildung 3.5 1H15N-HSQC- und TROSY-HSQC-Spektrum des TbPar42-VL 

Überlagerung des 1H-15N-HSQC-Spektrums (schwarz) mit dem TROSY-HSQC-Spektrum des TbPar42-VL in 

grau. Im HSQC-Spektrum sind nur Signale des random coil-Bereiches des Proteins zu sehen, wohingegen 

das TROSY-HSQC eine weite Dispersion und eine bessere Auflösung der einzelnen Signale zeigt. 

Im Vergleich zum 1H15N-HSQC-Spektrum (schwarz) sind im TROSY-Spektrum die Signale 

besser aufgelöst so, dass fast alle zu erwartenden Signale sichtbar waren. Zudem zeigt die 

Signalverteilung, dass das vollständige Protein gefaltet ist. Trotzdem ist das vollständige 

TbPar42 wegen der Größe, der Signalüberlagerungen im mittleren Spektrenbereich und der 

geringen Stabilität des deuterierten Proteins für längere NMR-Untersuchungen nur bedingt 

geeignet. Da sich im TbPar42 mindestens zwei strukturierte Domänen befinden (PPIase- und 

FHA-Domäne), sollten diese im Folgenden einzeln untersucht werden. 

3.1.5 Generierung einzelner Konstrukte aus TbPar42-VL 

Da das vollständige TbPar42 aufgrund seiner Größe (42 kDa) wenig NMR-praktikabel ist, 

wurde das Protein in seine einzelnen Domänen unterteilt, welche separat strukturell 

charakterisiert werden sollten. Um über die Länge der Konstrukte sowie über den Sequenz-

Start- bzw. Sequenz-Endpunkt entscheiden zu können, wurde vom kompletten Protein eine 

Sekundärstrukturvorhersage durchgeführt. (Abbildung 3.6).  
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Abbildung 3.6 Sekundärstrukturvorhersage des TbPar42-Proteins 

In der ersten Zeile ist die Sequenz des TbPar42 zu sehen. Darunter folgt die Sekundärstrukturvorhersage 

der Programme Jpred, GOR4 und SOPMA. h steht für Helix, b für Faltblatt und c für coil (unstrukturiert). Der 

grüne Balken unter den Vorhersagen kennzeichnet die klonierte NterFHA-Domäne, der dunkelrote Balken 

das klonierte Linker-Konstrukt und der blaue Balken den Abschnitt der klonierten PPIase-Domäne. 

Alle Vorhersage-Algorithmen (Jpred [50], GOR4 [71, 72] und SOPMA [74]) zeigen eine 

ähnliche Verteilung der Sekundärstrukturelemente. Für das Design der Fragmente wurde 

darauf geachtet, dass diese nicht innerhalb einer Helix- oder Faltblatt-Struktur anfangen oder 

abbrechen. Dieses könnte eine strukturelle und/oder funktionelle Einheit zerstören und zudem 
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bei der Proteinreinigung von entscheidender Bedeutung sein. Demzufolge wurden drei 

Konstrukte generiert. Das Erste hat eine Länge von 120 Aminosäuren und entspricht der 

PPIase-Domäne. Der 95 Aminosäuren lange Sequenzabschnitt zwischen der FHA- und 

PPIase-Domäne stellt den Linker dar, welcher ebenfalls als eigenständiges Konstrukt 

untersucht werden sollte. Da FHA-Domänen von 100-180 Aminosäuren lang sind [88] und 

über terminale Anhänge verfügen [53, 54], bestand das letztes 177 Aminosäuren lange 

Konstrukt aus der FHA-Domäne mit fusionierten N-Terminus (NterFHA-Domäne). 

3.2 Klonierung der einzelnen Konstrukte 

Die einzelnen Konstrukte wurden, wie auch das vollständige Protein, in den pET41b(+)-Vektor 

mit PreScission-Schnittstelle und GST-Tag kloniert. Als Template für die PCR wurde 

TbPar42-VL im Originalvektor genutzt. Die PCR-Produkte sind in Abbildung 3.7 A zu sehen. 

 

 

Abbildung 3.7 Klonierung der einzelnen Konstrukte 

A: Agarosegel links zeigt die PCR-Produkte (gestrichelte Kästen) der NterFHA-Domäne (NF:531 bp), des 

Linkers (L:285 bp) und der PPIase-Domäne (P:360 bp). B: Der Erfolg der Klonierung der NterFHA-Domäne 

wurde mit einer Kolonie-PCR überprüft. Zu sehen ist das PCR-Produkt (NF) bei 531 bp. C: Für den Linker 

und die PPIase-Domäne wurden positive Klone über eine Kontrollrestriktion mit ApaI/XhoI ermittelt. Bei 6000 

bp ist der geschnittene Vektor zu sehen. Beim Linker zeigte die Restriktion eine Bande bei 285 bp (L), welche 

zu der erwarteten Insertgröße passt. Bei 360 bp ist das Insert der PPIase-Domäne zu sehen (P). 

Für alle Konstrukte war eine Bande auf der zu erwartenden Höhe zu sehen (NterFHA-Domäne: 

531 bp, Linker: 285 bp und PPIase-Domäne: 360 bp). Die Richtigkeit der Klone wurde für die 

NterFHA Domäne mit einer Kolonie-PCR überprüft (Abbildung 3.7 B), wohingegen für den 

Linker und die PPIase-Domäne ein Kontrollverdau mit ApaI/XhoI durchgeführt wurde 

(Abbildung 3.7 C). Alle drei Konstrukte wurden abschließend mittels einer Sequenzierung 

überprüft.  
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3.3 Untersuchung der PPIase-Domäne  

3.3.1 Vorarbeiten zur strukturellen Analyse der PPIase-Domäne 

Ein Expressionstest in LB-Medium zeigte, dass die optimalen Bedingungen für die Expression 

der PPIase-Domäne als GST-Fusionsprotein in E. coli über Nacht bei 25 °C liegen. 

Nachdem die Zellen sonifiziert, anschließend zentrifugiert und der Überstand mit darin 

enthaltendem GST-Fusionsprotein abgenommen und steril filtriert wurde, konnte mit der GST-

Affinitätschromatographie fortgefahren werden. Das Abtrennen des GST-Tags erfolgte durch 

Zugabe der PreScission Protease und anschließender Gelfiltration. Wie Abbildung 3.8 A zeigt, 

konnte die TbPar42-PPIase-Domäne erfolgreich gereinigt werden. 

 

 

Abbildung 3.8 Gelfiltrationslauf und MALDI-TOF-Massenspektrum der PPIase-Domäne 

A: Chromatogramm der Gelfiltration der PPIase-Domäne. Es ist ein Signal bei dem Elutionsvolumen 

zwischen 145 und 170 ml zu erkennen. Im SDS Gel war für die Fraktionen (P) eine Bande bei 14 kDa zu 

sehen, die der erwartenden Größe der PPIase-Domäne entspricht. B: Das Massenspektrum zeigt im 

untersuchten Bereich zwei Signale. Das rechte Signal entspricht der erwarteten Masse der TbPar42-PPIase-

Domäne und das linke Signal entspricht der 2-fach geladenen TbPar42-PPIase-Domäne. 

Zudem bestätigte ein anschließendes MALDI-TOF Spektrum (Abbildung 3.8 B) die Reinheit 

der Proteinprobe sowie die richtige Größe der TbPar42-PPIase-Domäne.  

3.3.2 Untersuchung einer möglichen Multimerisierung der PPIase-Domäne  

Wie das vollständige TbPar42-Protein, wurde auch die PPIase-Domäne über eine analytische 

Gelfiltration auf eine mögliche Multimerisierung untersucht. Die PPIase-Domäne zeigte das 

Signalmaximum bei einem Elutionsvolumen von 20,4 ml (rotes Signal in Abbildung 3.9 A). Das 

damit berechnete Molekulargewicht beträgt 8,9 kDa. Dieses weicht nur um 4 kDa von dem 

massenspektroskopisch ermittelten Wert ab. Daher kann geschlussfolgert werden, dass die 

PPIase-Domäne in 50 mM Kaliumphosphat, 150 mM Kaliumchlorid, pH 6,26 als Monomer 

vorliegt. 
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Abbildung 3.9 Analytische Gelfiltration der PPIase-Domäne  

A: Kalibrierungslauf (schwarz) und der Lauf mit 250 µM PPIase-Domäne (rot). Das Signalmaximum liegt bei 

20,4 ml. B: Die Regressionsgerade, erstellt mit den Elutionsvolumina der Standardproteine 1-5 und der 

zugehörigen dekadischen Logarithmen der Molekulargewichte (log10(Mr)), ist rechts zu sehen. Das 

berechnete Molekulargewicht der PPIase-Domäne betrug 8,9 kDa, was auf eine monomere Form der PPIase 

hindeutet. Für die Läufe wurde die Superdex 200 Increase-Säule verwendet. 

3.4 Strukturelle Analyse der PPIase-Domäne 

Nachdem Expression und Reinigung der TbPar42-PPIase Domäne etabliert wurden, wurden 

für NMR-spektroskopische Analysen, analog zur Expression und Reinigung aus LB-Medium, 

isotopenmarkierte Proben vorbereitet. In einem ersten Schritt sollte die 3D-Struktur der 

PPIase-Domäne ermittelt werden, anschließend erfolgt eine dynamische Charakterisierung. 

3.4.1 Sequentielle Zuordnung des Proteinrückgrats und der aliphatischen 

Seitenketten der PPIase-Domäne von TbPar42 

Der erste Schritt einer Strukturaufklärung mittels NMR ist die Zuordnung der Rückgrat-

Resonanzen (backbone assignment). Da sich diese größtenteils im 1H15N-HSQC-Spektrum 

widerspiegeln, dient das zweidimensionale Spektrum als Grundlage zur Strukturermittlung. 

Ziel ist es, jedem Signal im 1H15N-HSQC eine Aminosäure in der Primärsequenz des Proteins 

zuzuweisen.  

Die sequentielle Verknüpfung, auch chain tracing genannt, erfolgte mit den dreidimensionalen 

Spektren HNCACB und CBCACONH. Zu Beginn wird jedem Signal im 1H15N-HSQC-Spektrum 

eine 1H- und eine 15N-Koordinate zugeschrieben. Da die 3D-Spektren das 1H15N-HSQC-

Spektrum als Grundgerüst haben, aber in der dritten Dimension durch die 13C-Resonanzen 

der Kohlenstoffatome erweitert sind, ist es über die 1H15N-Koordinaten möglich, sich durch die 

Spektren zu navigieren und Informationen über die 13C-chemischen Verschiebungen zu 

erlangen. Zur besseren Veranschaulichung werden 3D-Spektren in Streifen dargestellt. Im 

HNCACB-Spektrum sind pro Streifen vier Signale zu sehen (Abbildung 3.10). Die zwei 

stärkeren gehören zu der Cα- und Cβ-Resonanz der eigenen Aminosäure (i) und die zwei 

schwächeren zu den Cα und Cβ chemischen Verschiebungen der vorangehenden 
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Aminosäure (i-1). Die Cα-Signale sind im HNCACB-Spektrum nach der Datenprozessierung 

durch die entgegengesetzte Phase von den Cβ-Signalen zu unterscheiden. Durch die 

Überlagerung beider Spektren sind die Signale der Aminosäure i als alleinstehende Signale 

zu erkennen. Die sequentielle Zuordnung kann Richtung C- oder N-Terminus erfolgen. Geht 

man von den schwächer sichtbaren i-1-Signalen an der Position der Aminosäure i aus und 

sucht in dem HNCACB-Spektrum in der 13C-Ebene nach Signalen auf gleicher 13C-Frequenz, 

so gelangt man zur benachbarten Aminosäure i-1 und deren HNNH-Verschiebung.  

 

Abbildung 3.10 Sequentielle Zuordnung des Sequenzabschnittes (364G-371E)  

Im HNCACB-Spektrum sind pro HNNH-Steifen die Signale der Aminosäure i und i-1 zu sehen. Die Cα-

Resonanzen sind in Orange und die Cβ-Resonanzen in Blau dargestellt. Im CBCACONH sind nur die Signale 

der Aminosäure i-1 (grau) im HNNH-Streifen zu sehen. Eine Überlagerung der Spektren ermöglicht die 

sequentielle Verknüpfung. Die Prolin-Resonanzen sind rot beschriftet, da das Prolin keinen eigenen HNNH-

Streifen hat und indirekt über das CBCACONH zugeordnet wird. 
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Auf diese Weise ist es möglich, Aminosäuren sequentiell miteinander zu verknüpfen. 

Exemplarisch dargestellt ist dieses in Abbildung 3.10 für 8 Reste der PPIase-Domäne (371E-

364G). Auf der HNNH-chemischen Verschiebung von Glutamat 371 (128,24 ppm) sind das 

eigene Cα (56 ppm)- und Cβ (31,5 ppm)-Signal klar zu erkennen (rechter Streifen in 

Abbildung 3.10). Die überlagerten Signale stellen Signale der Aminosäure i-1 (in Grau) dar. 

Ausgehend von den i-1-Signalen von 371E wurde im HNCACB-Spektrum nach Signalen 

gesucht, die exakt auf dieser Höhe die eigenen Cα/Cβ-Signale aufwiesen. Als einzige 

Übereinstimmung kam das Valin 370 in Frage. Nachdem zu 370V die eigenen Cα/Cβ-Signale 

zugeordnet wurden, wurde von den schwächeren Signalen erneut eine Suche ausgeführt. In 

dem HNNH-Streifen von 370V sind das Cα und Cβ von Prolin 369 zu sehen (rot beschriftet in 

Abbildung 3.10). Prolin hat aufgrund des fehlenden Amidprotons keinen eigenen HNNH-

Streifen und wird indirekt über das CBCACONH zugeordnet. Bei einem Prolin bricht somit die 

sequentielle Zuordnung ab und es muss ein neuer Startpunkt gesucht werden. Aufgrund des 

charakteristischen Cβ von Alanin konnte Alanin 368 identifiziert werden. Von dieser 

Aminosäure wurde die sequentielle Zuordnung Richtung N-Terminus erneut begonnen.  

 

Für Aminosäuren, deren Signale wegen zu schwacher Intensität oder Signalüberlagerungen 

nicht eindeutig zuordenbar waren (z. B. Cα von Serin 367 in Abbildung 3.10) wurde die 

sequentielle Zuordnung mit den komplementären Spektren HNCA und HNCOCA 

vervollständigt. Beruhend auf demselben Prinzip wie bei dem zuvor erwähnten Spektrenpaar 

sind Signale für die eigene und die benachbarte Aminosäure zu sehen. In den Spektren stehen 

nur die Informationen für die Cα-Resonanzen der Aminosäuren i und i-1 zu Verfügung. Die 

Signale sind oft stärker und definierter als in dem HNCACB-Spektrum, was eine 

Unterscheidung des Signals möglich macht. Abbildung 3.11 A zeigt erneut eine sequentielle 

Zuordnung des 8 Aminosäuren langen Fragments aus der PPIase-Domäne, jedoch nur mit 

den Cα-Resonanzen. Im Unterschied zum HNCACB ist bei Serin 367 das eigene Cα klar vom 

i-1-Cα zu erkennen (Streifen 4 in Abbildung 3.11 A).  
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Abbildung 3.11 Sequentielle Zuordnung mit dem Spektrenpaar HNCA/HNCOCA und 

HNCO/HNCACO  

A: Überlagerung der Spektren HNCA und HNCOCA. Im HNCA (orange) sind die Cα-Resonanzen der 

Aminosäuren i und i-1 zu sehen. Im HNCOCA (grau) sind nur die Cα-Signale der Aminosäure i-1 zu sehen. 

In Rot beschriftet ist das Prolin Cα, da Prolin kein Amidproton besitzt und indirekt nur über das HNCACO 

zugeordnet wird. B: Überlagertes HNCO (lila) mit dem HNCACO Spektrum (grau). Im HNCO sind das CO 

der Aminosäuren i und i-1 zu sehen, wohingegen im HNCACO nur die Signale der vorhergehenden 

Aminosäure erscheinen. Eine Überlagerung der komplementären Spektren ermöglicht die sequentielle 

Zuordnung. Das Prolin-CO ist rot gekennzeichnet, da Prolin nur im HNCACO zu sehen ist. 

Um die sequentielle Zuordnung zu überprüfen sowie eventuell fehlende Signale zu ergänzen, 

wurde das chain tracing mit den HNCO/HNCACO-Spektren wiederholt. Bei den hier zu 

verknüpfenden chemischen Verschiebungen handelt es sich um die Resonanzen der COs von 

Aminosäure i und i-1 (Abbildung 3.11 B).  

 

Die Vollständigkeit der Rückgratzuordnung der PPIase-Domäne betrug 100%. In 

Abbildung 3.12 ist das zugeordnete 1H15N-HSQC-Spektrum der PPIase-Domäne zu sehen. 
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Abbildung 3.12 Vollständig zugeordnetes 1H15N-HSQC Spektrum der PPIase-Domäne 

Jedes Signal im Spektrum entspricht einer Aminosäure der Primärsequenz der PPIase-Domäne. Nicht 

enthalten sind Proline und das initiale GP der PreScission-Schnittstelle. Die Signale der Q und N 

Seitenketten-NHs sind durch gestrichelte Linien verbunden. 

Die Hα-Resonanzen, die ebenfalls zum Protein-Rückgrat gehören, wurden zusammen mit den 

Seitenketten-Protonen durch die Auswertung weiterer Spektren ermittelt. Ausgehend von der 

HNNH-Kopplung sind im 1H15N-TOCSY-HSQC-Spektrum alle Protonen des eigenen 

Spinsystems detektierbar (Abbildung 3.13). Trotzdem war es über das 15N-TOCSY-HSQC 

nicht möglich, die Hα-Resonanzen aller Aminosäuren zu identifizieren. So wurde zur 

Ergänzung der Hα-Resonanzen das zweidimensionale H, H-COSY-Spektrum herangezogen. 

In diesem Spektrum ist die skalare Kopplung der Wasserstoffkerne über drei Bindungen 

dargestellt. Über das HNNH lässt sich somit das Hα identifizieren (Abbildung 3.13 B). In dem 

exemplarischen Sequenzabschnitt der PPIase-Domäne ist dieses für Valin 366 gezeigt. Das 

COSY-Spektrum ist jedoch aufgrund von Signalüberlagerungen nicht immer auswertbar. Das 

fehlende Hα-Signal für Glycin 364 sowie zahlreiche weitere Hα-Resonanzen wurden mit Hilfe 

des HBHACONH-Spektrums ermittelt. So sind auf der HNNH-chemischen Verschiebung 
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(119,4 ppm) der Aminosäure i, die Hα- und Hβ-Peaks der Aminosäure i-1 zu sehen. In dem 

HNNH-Streifen von Glutamat 365 war bei 3,6 ppm das Hα von Glycin 364 zu sehen 

(Abbildung 3.13 C).  

 

Abbildung 3.13 1H15N-TOCSY-HSQC, H, H-COSY und HBHACONH  

A: In grün dargestellt ist das 1H15N-TOCSY-HSQC-Spektrum für die Aminosäuren 364G bis 371E mit 

beschrifteten Signalen, die eindeutig zuordenbar waren. B: Zu sehen ist der H, H-COSY-Ausschnitt, in dem 

die Kopplung zwischen den HN und dem Hα zu sehen ist. C: In Magenta dargestellt ist das HBHACONH-

Spektrum. Über den HNNH-Streifen des Glutamat 365 konnte das Hα-Signal von Glycin 364 zugeordnet 

werden. 

Die Hβ-Signale sind im HBHACONH ebenfalls zu sehen, dennoch ist die Unterscheidung 

zwischen chemisch nicht äquivalenten Resonanzen Hβa und Hβb oft nicht möglich. Dieses 

Problem tritt auch in dem 15N-TOCSY-HSQC-Spektrum auf. Wenn zudem die Hγ-Resonanzen 

auf ähnlicher Frequenz liegen, so sind Hβ und Hγ nicht zu differenzieren (Abbildung 3.13 A, 

365E, 371E). 

Aus diesem Grund werden aliphatische Seitenketten-Resonanzen mit dem Spektrensatz 

HCCH-COSY und HCCH-TOCSY zugeordnet. Bei diesen Spektren spielt die HC-Kopplung 

die entscheidende Rolle. Im HCCH-COSY-Experiment gelangt man von einem 
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Wasserstoffkern zum nächstgelegenem Proton, dass maximal drei Bindungen entfernt ist und 

im HCCH-TOCSY-Experiment zu den Wasserstoffkernen der kompletten Seitenkette. Im 

HCCH-TOCSY ist somit die Information aus dem HCCH-COSY enthalten, nur kommt es im 

zuletzt genannten Spektrum zu weniger Signalüberlagerung. Die Korrelation zu der 

Amidgruppe und somit zu den Rückgrat-Resonanzen erfolgt über die bereits zugeordneten 

Cα- und Cβ-Signale. Das genaue Vorgehen soll anhand der Zuordnung der Aminosäure 

Prolin 369 beschrieben werden (Abbildung 3.14 A). 

3.4.2 Zuordnung der Prolin-Resonanzen am Beispiel des Prolin 369 

Die Cα- und Cβ-Resonanzen von Prolin 369 wurden während des backbone assignments 

indirekt über die nachfolgende Aminosäure, Valin 370, bestimmt (Abbildung 3.14 B). Im 

HBHACONH-Spektrum war im HNNH-Streifen von Valin ebenfalls ein Signal bei 1,85 ppm 

detektierbar. Da in diesem Experiment nur die Hα- und Hβ-Resonanzen vorkommen, musste 

das Signal zu einem der Hβ-Signale von Prolin gehören. In Abbildung 3.14 C sind Richtwerte 

für die einzelnen 1H- und 13C-chemischen Verschiebungen für Prolin dargestellt. Da diese stark 

von der chemischen Umgebung der Aminosäure anhängig sind, wurden sie lediglich zur 

Orientierung genutzt und müssen mit den experimentell bestimmten Resonanzen nicht exakt 

übereinstimmen. Über die CβHβ-Verknüpfung bei 30,2 ppm und 1,85 ppm konnten im HCCH-

COSY-Spektrum (Abbildung 3.14 D) das Hα bei 4,68 ppm, das zweite Hβ bei 2,28 ppm und 

das Hγ bei 1,94 ppm bestimmt werden. In einem ersten Schritt gelangt man über die CβHβ-

Navigation auf den Diagonalpeak Hβa/Hβa. Von diesem war das Hβb-Signal bei 2,28 ppm zu 

sehen. Die Hβ-Resonanzen sind über drei Bindungen sowohl mit dem Hα als auch mit dem 

Hγ verbunden. Bleibt man auf der chemischen Verschiebung von Cβ (30,2 ppm), sind 

ausgehend von den zwei Hβ-Signalen zum einen das Hα von Prolin bei 4,68 ppm und zum 

anderen ein weiteres Signal bei 1,94 ppm zu erkennen. Dieses Signal gehört zu den Hγ-

Resonanzen. Da Hγa und Hγb chemisch äquivalent sind, ist nur ein Signal für beide 

Resonanzen zu sehen. Für die komplette Zuordnung der Seitenkettenprotonen wurden 

lediglich noch die Informationen über die Hδ-Resonanzen benötigt. Die Hδ-Protonen konnten 

im HCCH-TOCSY identifiziert werden (Abbildung 3.14 E). Erneut ist nur ein Signal bei 

3,48 ppm für beide Hδ-Resonanzen zu erkennen (Hδa=Hδb). Nachdem alle Protonen der 

Seitenkette zugeordnet waren, war es ebenfalls möglich, Informationen über das gebundene 

Kohlenstoffatom zu erlangen. Dazu musste die Perspektive der zwei zuletzt benutzen 

Spektren geändert werden. Nun wurde anstelle der 1H1H13C- die 1H13C1H Projektion genutzt. 

So war es möglich, über das bereits bekannte Hγ auf das Cγ bei 26,85 ppm zu schließen. 

Nach dem gleichen Prinzip wurde die Cδ-chemische Verschiebung bei 49,39 ppm ermittelt. 

Auf diese Weise konnten alle vier Proline der PPIase-Domäne vollständig zugeordnet werden.  
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Abbildung 3.14 Zuordnung der Seitenkettenresonanzen des Prolins 369 

A: Strukturformel von Prolin nach IUPAC B: Links: Auf dem HNNH-Streifen von Valin 370 sind im HNCACB-

Spektrum nicht nur die eigenen Kohlenstoff-Resonanzen, sondern auch das Cα und Cβ (blau beschriftet) des 

Prolins 369 zu sehen. Rechts: Im HBHACONH-Spektrum ist auf dem HNNH-Streifen von Valin 370 ein Hβ-

Signal vom Prolin zu erkennen. C: Tabelle mit den 1H- und 13C-chemischen Verschiebungen von Prolin (nach 

Wüthrich). D: In dunkelrot zu sehen ist ein Ausschnitt aus dem HCCH-COSY-Spektrum. Über die CβHβ-

Verknüpfung (30,2 ppm und 1,85 ppm) konnten in der H, H-Projektion des Spektrums das Hα bei 4,68 ppm, 

das zweite Hβ bei 2,28 ppm und das Hγ bei 1,94 ppm zugeordnet werden. E: Überlagert abgebildet sind das 

HCCH-COSY (dunkelrot) und das HCCH-TOCSY-Spektrum (grün). Erneut ist die H, H-Projektion zu sehen. 

Ausgehend vom Hβ-Signal ist es möglich, das Hδ bei 3,48 ppm zu identifizieren. F: Überlagert dargestellt 

sind das HCCH-COSY in dunkelrot und das HCCH-TOCSY-Spektrum (grün) in der HC-Projektion. Zu sehen 

sind Steifen, die zu den Cβ/Hβa-, Cβ/Hβb-, Cγ/Hγ- sowie Cδ/Hδ-Verknüpfungen passen. Somit konnten 

zusätzlich das Cγ bei 26,85 ppm und das Cδ bei 49,39 ppm zugeordnet werden. 
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3.4.3 Zuordnung der Seitenketten-Protonen aromatischer Aminosäuren 

Für die Zuordnung der Aromaten-Ringprotonen wurden die klassischen zweidimensionalen 

H, H-Spektren COSY, TOCSY und NOESY verwendet. Neben der regulären Aufnahme der 

Spektren in wässriger Umgebung wurden auch Spektren von Proben in D2O aufgenommen. 

Dadurch wird das Proton der HNNH-Verbindung durch ein Deuteron ersetzt, sodass die an den 

Kohlenstoffen gebundenen Protonen aufgrund der nun fehlenden Stickstoffprotonen eindeutig 

identifizierbar werden. Eine Zuordnung der Ringprotonen soll exemplarisch anhand des 

Phenylalanins 354 veranschaulicht werden. 

 

Abbildung 3.15 Zuordnung eines Ringsystems am Beispiel des Phenylalanins 354 

A: Strukturformel des Phenylalanins nach IUPAC. B: Überlagertes TOCSY (grün)- und NOESY-Spektrum 

(rosa). Vom Hα-Signal des Phenylalanins ausgehend sind in beiden Spektren die zwei eigenen Hβs bei 2,44 

ppm und 3,34 ppm zu sehen. C: Gezeigt ist nur das NOESY-Spektrum (rosa). Das Hα-sowie die zwei Hβ-

Signale sind auf der Hδ*-Resonanz bei 6,49 ppm zu erkennen. D: Ausschnitt mit überlagertem COSY 

(lila/rosa)- und TOCSY-Spektrum (cyan) in D2O. Auf dem Hδ* bei 6,49 ppm ist ein COSY-Signal zum Hε* bei 

6,27 ppm und ein TOCSY-Signal für die Kopplung zum Hζ (6,03 ppm) zu sehen. Das Hε* ist drei Bindungen 

vom Hδ* und vom Hζ entfernt, wodurch beide Kopplungen sowohl im COSY als auch im TOCSY zu sehen 

sind. Ausgehend vom Hζ bei 6,03 ppm ist ein reines TOCSY-Signal zum Hδ* und ein überlagertes 

COSY/TOCSY-Signal für die Kopplung zum Hε* zu sehen. E: Gezeigt ist die Tabelle mit den 1H-und 13C-

chemischen Verschiebungen von Phenylalanins nach Wüthrich. 

Im Gegensatz zum TOCSY-Spektrum ist im NOESY-Spektrum nicht nur das eigene 

Spinsystem zu erkennen, sondern auch die Kopplung von Protonen, welche bis zu 6 Å 

voneinander entfernt sind (über den Raum). Das Spektrum liefert somit Informationen über die 
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Abstände der Protonen. Kurze Abstände (1,8 bis 3 Å) führen in einem NOESY-Spektrum zu 

starken Kreuzsignalen wohingegen für längere und lange Abstände (3 bis 6 Å) schwächere 

Signale zu sehen sind. Mit der sechsten Potenz zur Distanz der interagierenden Kerne nimmt 

die NOE-Intensität ab [106]. Die Hα-Resonanz (3,69 ppm) sowie die zwei Hβ-Resonanzen 

(Hβa bei 2,44 ppm und Hβb bei 3,34 ppm) von 354F wurden mit den bisher beschriebenen 

Zuordnungsmethoden ermittelt und sind sowohl im TOCSY- als auch im NOESY-Spektrum 

auf der Hα-Koordinate zu sehen (Abbildung 3.15 B). Signale auf der identischen Höhe 

befinden sich im NOESY-Spektrum ebenfalls bei der chemischen Verschiebung von 6,49 ppm 

(Abbildung 3.15 C). Wie die Struktur von Phenylalanin zeigt (Abbildung 3.15 A), sind im 

Aromatenring fünf Wasserstoffatome zu erkennen. Die zwei Hδ-Resonanzen sind wie die zwei 

Hε-Resonanzen chemisch äquivalent, weshalb sie als Hδ* und Hε* zusammengefasst werden. 

Zusammen mit dem Hζ sind somit drei Signale für die Ringprotonen von Phenylalanin zu 

erwarten. Das Hδ* ist dem Hα- und Hβ-Atom am nächsten, weshalb es im NOESY-Spektrum 

als starkes Kopplungssignal erscheint. Daher kann die chemische Verschiebung bei 6,49 ppm 

dem Hδ* zugeschrieben werden. Das Diagonalsignal Hδ*/Hδ* ist in Abbildung 3.15 D klar zu 

erkennen, da in den D2O-Experimenten durch das Wegfallen der Signale für die HN-HN-

Kopplungen keine Störsignale auftreten. Die Wasserstoff-Ringresonanzen sind auf engem 

Spektrumbereich (6-6,6 ppm) verteilt. Das Hδ* ist über drei Bindungen mit dem Hε* verbunden 

und für die Kopplung ist ein Kreuzsignal (6,49 ppm/6,27 ppm) im COSY (D2O)-Spektrum zu 

sehen. Auf der Hδ*-Resonanz ist im TOCSY-Spektrum bei 6,03 ppm auch das Hζ zu erkennen. 

Das Hε* ist sowohl mit dem Hδ* als auch mit dem Hζ skalar gekoppelt, weshalb man im COSY 

zwei Kreuzsignale bei 6,27 ppm erhält. Vom Hδ* ist das Hζ (und vice versa) als alleiniges 

Signal im TOCSY zu identifizieren. Somit entsteht ein bestimmtes Gitter-Muster für die 

Ringprotonen des Phenylalanins. Bis auf das Hε1 des Histidins 312 konnten alle 

Wasserstoffatome der restlichen Aromaten nach dieser Vorgehensweise zugeordnet werden. 

3.4.4 Zuordnung der Aminoprotonen von Glutamin/Asparagin 

Die Seitenkettenresonanzen von Glutamin und Asparagin konnten über das HNCACB-

Spektrum bestimmt werden. Charakteristisch für die HN der Seitenkette ist das Auftreten als 

Doppelsignal. Exemplarisch dargestellt ist dieses für Asparagin 303 (Abbildung 3.16). Die 

Signale haben die gleiche Nδ-Resonanz (111,6 ppm) jedoch unterschiedliche chemische 

Verschiebungen der Hδ-Atome (7,59 ppm und 6,74 ppm). Die HδNδ-Gruppe zeigt im 

HNCACB ebenfalls Signale. Diese sind schwächer als die Signale, die auf der Rückgrat-HNNH-

Gruppe aufbauen und umgekehrt in der Phase (Abbildung 3.16 B). Vergleicht man diese mit 

zuvor ermittelten Cα- und Cβ-Resonanzen, so ist eine eindeutige Übereinstimmung der 

Frequenzen mit den Kohlenstoff-Signalen von 303N zu beobachten (Abbildung 3.16 C). Die 
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Seitenketten-Amidprotonen beider Asparagine und aller drei Glutamine der PPIase-Domäne 

wurden auf diese Weise vollständig zugeordnet. 

 

Abbildung 3.16 Zuordnung der Seitenketten-NHHN-Signale am Beispiel von Asparagin 303  

A: Ausschnitt aus dem 1H15N-HSQC-Spektrum. Verbunden sind die HδNδ-Signale des Asparagins. B: Die 

schwachen blauen und orangenen Signale (verbunden mit gestrichelter Linie), die in dem Ausschnitt des 

HNCACB-Spektrums zu sehen sind, gehen von den HδNδ-Koordinaten aus und gehören zu den Cα- und Cβ- 

Resonanzen des Asparagins 303. C Dargestellt sind die Cα- und Cβ-Resonanz von 303N im HNCACB-

Spektrum aufbauend auf den Rückgrat-NHHN-Koordinaten.  

3.4.5 Bestimmung der Wasserstoffbrücken-Donoren für die Strukturberechnung 

Von der Substitution der Amidprotonen durch Deuteronen bei Lösungsmittelwechsel wird in 

einem weiteren Experiment Gebrauch gemacht. Der Austauschprozess der Rückgrat-

Wasserstoffkerne erfolgt in ungefalteten Peptiden zwar sehr schnell innerhalb weniger 

Sekunden, aber nicht simultan bei allen Atomen. Ist das Proton in eine Wasserstoffbrücke 

eingebunden, so tauschen die HNNH-Protonen in D2O langsamer aus, so dass die Signale der 

Amidprotonen noch Minuten nach dem Lösungsmittelwechsel erkennbar sind. Um den 

Austausch zu verfolgen, wurde eine Reihe direkt hintereinander geschalteter 1H15N-SOFAST-

HMQC-Experimente aufgenommen. Zuvor wurde die gereinigte 15N-markierte PPIase-

Domäne von TbPar42 lyophylisiert. Nachdem dem Protein das Wasser entzogen wurde, 

erfolgte eine Resuspension in 100 % D2O und direkt im Anschluss die Spektrenaufnahme. 

Obwohl nach dem ersten Spektrum viele Signale verschwunden waren, war nach 24 Minuten 

immer noch die Hälfte der Signale aus dem zugeordneten 1H15N-HSQC-Spektrum zu erkennen 

(Abbildung 3.17 A). Diese sind somit an der Ausbildung von Wasserstoffbrücken beteiligt. 

Nach einer Stunde reduzierte sich die Zahl auf 40 Signale und nach Aufnahme des letzten 
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Spektrums (nach 120 Minuten) blieben nur noch 20 sichtbare Signale übrig. Diese dazu 

gehörenden Reste bilden die stärksten Wasserstoffbrücken im Protein aus. Für die 

Strukturrechnung wurden 46 Reste (beigefügte CD), deren Signale im Spektrum nach 24 min 

noch zu sehen waren, als H-Brücken-Donoren eingesetzt. 

 

Abbildung 3.17 H-Brücken-Donoren 

A: Zu sehen sind Rückgrat HNNH-Signale der PPIase-Domäne im 1H15N-HSQC-Spektrum, die 24 Minuten 

nach Aufnahme des Proteins in D2O noch zu sehen waren. 46 Reste wurden in der Strukturrechnung als 

Wasserstoffbrücken-Donoren gesetzt. B: Im 1H15N-HSQC-Spektrum sind die Signale der 20 Aminosäuren zu 

sehen, dessen Amidprotonen 120 Minuten nach Lösungsmittelwechsel nicht durch ein Deuteron ersetzt 

wurden.  

3.4.6 Sekundärstrukturanalyse der PPIase-Domäne von TbPar42 

Wasserstoffbrücken stabilisieren Sekundärstrukturelemente innerhalb einer Proteinstruktur. 

Somit wurden die langsam austauschenden Amidprotonen in D2O in die 

Sekundärstrukturanalyse einbezogen. Hinzu kamen zwei weitere Parameter: der chemische 

Verschiebungsindex (CSI) sowie das Vorhandensein bestimmter NOE-Verteilungsmuster in 

den Sekundärstrukturelementen.  

Der chemische Verschiebungsindex ist eine Methode zur Sekundärstrukturbestimmung nach 

Wishart et al. [258]. Dabei werden die ermittelten chemischen Verschiebungen der 

Rückgratresonanzen im Protein mit Frequenzen der jeweiligen Aminosäure verglichen, welche 

in einem kurzen Peptid (GG-X-Ala(Pro)GG) ermittelt wurden und somit der chemischen 

Verschiebung in unstrukturierten (random coil) Bereichen entsprechen [257, 259]. Beträgt die 

Abweichung des gemessenen Wertes für die Hα-Resonanz im Protein mehr als +/- 0,1 ppm 

gegenüber dem Referenzwert, so bekommt die entsprechende Rückgratresonanz den Wert 

+/- 1. Ist die Differenz kleiner 0,1 ppm, so wird der Wert 0 vergeben. Im Falle von Cα und Cβ 

beträgt die Differenz 0,7 ppm und bei dem CO ist der Unterschied von 0,5 ppm zu beachten. 

In α-Helices besitzen die Cα und CO-Resonanzen eine positive Abweichung zu den random 

coil –Verschiebungen, wohingegen die Cβ und Hα Resonanzen eine negative Abweichung 

zeigen. In β-Faltblättern verhält sich diese Verteilung genau entgegengesetzt. Trägt man den 
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chemischen Verschiebungsindex gegen die Aminosäurensequenz auf, so lassen sich 

Sekundärstrukturelemente vorhersagen.  

Eine noch genauere Methode zur Sekundärstrukturbestimmung ist die Analyse der NOE-

Signale im NOESY-Spektrum [252]. Charakteristisch für α-Helices ist das NOE-Muster, in dem 

aufeinanderfolgende HN-Protonen der Aminosäure i und i+1 (dNN(i, i+1)) zu starken Signalen 

führen, ebenso wenn NOEs zwischen dem Hαi- und dem HN von Aminosäure i+3 (dαN(i, i+3)) 

und i+4 ((dαN(i, i+4)) zu sehen sind und der NOE-Kontakt zwischen Hαi und Hβ i+3 (dαβ(i, 

i+3)) erscheint. β-Faltblätter lassen sich durch starke NOEs zwischen dem Hα der Aminosäure 

i und dem sequentiell benachbarten Amidproton der Aminosäure i+1 (dαN(i, i+1)) identifizieren. 

 

In Abbildung 3.18 sind die typische NOE-Verteilung, der chemische Verschiebungsindex 

(CSIcons) sowie die in D2O langsam austauschenden Amidprotonen mit den daraus ermittelten 

Sekundärstrukturelementen dargestellt. 
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Abbildung 3.18 Definition der Sekundärstrukturelemente der PPIase-Domäne 

Über der TbPar42-PPIase-Sequenz im Einbuchstabencode sind mit Zylinderformen die Helices dargestellt 

und mit Pfeilen die Faltstränge. Unter der Sequenz sind typische NOE-Muster für Helices und Faltblätter 

abgebildet. Je dicker ein Balken ist, desto intensiver ist das NOE-Signal. Die linke Spalte zeigt die 

Verbindungen zwischen den Protonen der einzelnen Aminosäuren. Der Konsensus des chemischen 

Verschiebungsindex CSICONS. ist in der vorletzten Reihe zu sehen. Ein rotes H steht für Helix, ein gelbes B 

für β-Faltblatt und ein schwarzes C für random coil. Die schwarzen Punkte in der letzten Reihe beschreiben 

die Rückgrat-Amidprotonen, deren Signale 120 Minuten nach Aufnahme in D2O noch vorhanden waren.  
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Das N-terminal gelegenste Sekundärstrukturelement ist ein β-Faltblattstrang (267R-274V). Die 

anschließende Loop-Region reicht von Lysin 275 bis Arginin 296, worauf eine lange α-Helix 

folgt (297S-312H). Die zweite Helix geht von Leucin 320 bis Phenylalanin 330. Dem 

chemischen Verschiebungsindex zufolge liegt zwischen den zwei Helices ein Faltblatt, jedoch 

waren keine eindeutigen Helix-typischen NOEs zu erkennen. Somit wurde der von Helices 

umschlossene Bereich (331S-319S) als Loop definiert. Die chemischen Verschiebungen 

weisen auf eine dritte Helix im Bereich 334G bis 337K. hin, allerdings war die charakteristische 

Helix-NOE-Verteilung nicht komplett zu erkennen. Zudem verschwanden die HNNH-Protonen 

sehr schnell nach Aufnahme in D2O. Daher könnte Helix 3 auch als α-helikale Windung 

betrachtet werden. Der zweite, drei Aminosäuren lange Strang, geht von 343G-345V. Ihm folgt 

eine vierte Helix, welche sich von Glycin 353 bis zum Phenylalanin 359 erstreckt. Der dritte β-

Faltblattstrang ist ebenfalls nur drei Aminosäuren lang (370V-372T) und wird über einen 

kurzen Loop von einem β-Strang (375G-381E) am C-Terminus getrennt. Insgesamt wurden 

vier α-Helices und vier β-Faltblattstänge definiert. 

3.4.7 Strukturrechnung der PPIase-Domäne 

Die insgesamt 1265 zugeordneten Resonanzen (96,4 %) wurden sowohl im 

Winkelvorhersageprogramm TALOS als auch zur Strukturrechnung in CYANA genutzt. Für die 

Strukturrechnung wurden 206 Winkelinformationen genutzt. Für 13 Aminosäuren, abzüglich 

der vier Proline, wurden die Torsionswinkel von der Kalkulation ausgeschlossen, da diese zu 

hohen energetischen Verletzungen während der finalen Tertiärstrukturberechnung führten. Bei 

der Strukturbestimmung wurden auch die Wasserstoffbrücken-Informationen berücksichtigt. 

Da die ermittelten H-Brücken-Donoren nur einen Teil der Brücke bilden, wurden die Protonen-

Akzeptoren durch Vergleiche mit den homologen Strukturen TbPin1 und hPin1 ergänzt. Für 

die räumliche Anordnung der Proteinstruktur wurden Abstandsinformationen aus dem 

NOESY-Spektrum genutzt. Da die PPIase-Domäne von TbPar42 eine gute Signaldispersion 

aufwies, reichte ein 2D-NOESY-Spektrum für die Strukturberechnung aus. Es wurden 3668 

NOESY-Signale in CYANA eingelesen. CYANA übt dann ein automatisiertes NOESY-

Assignment aus. Die Distanzen dienen als Input für einen Torsionswinkel-Dynamik-

Algorithmus. Über sieben Zyklen kombiniert CYANA diesen Algorithmus mit einer simulierten 

Abkühlung des Systems, um am Ende Strukturen mit der besten Zielfunktion auszugeben [82, 

84]. Aus 60 berechneten Strukturen wurden 10 Strukturen mit dem kleinsten Zielfunktionswert 

in einem Ensemble zusammengefasst (Abbildung 3.19).  
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Abbildung 3.19 Struktur-Ensemble der TbPar42-PPIase-Domäne 

A: In ribbon-Darstellung sind die 10 besten Strukturen der PPIase-Rechnung mit den kleinsten 

Zielfunktionswerten dargestellt. N und C markieren die Termini. B: Die erste Struktur mit dem kleinsten 

Zielfunktionswert ist in cartoon-Darstellung zu sehen. Beschriftet sind die 4 α-Helices und 4 β-Stränge der 

PPIase-Domäne. PDB-ID: 2MNT / 2N87 

Von den 3668 eingelesen NOE-Signalen wurden in CYANA für die Berechnung 3023 

Abstandsinformationen benutzt. Tabelle 3.1 stellt eine Zusammenfassung aller Daten für die 

10 Strukturen dar. 

Tabelle 3.1 Statistik des mit Cyana 2.1 berechneten Ensembles aus 10 TbPar42-PPIase-

Strukturen 

NOE-Abstandsbeschränkungen 

Gesamtzahl der eingesetzten NOEs 3023 

Intraresidual und Sequentiell |i-j|<=1 1910 

mittlere Entfernung, 1<|i-j|<5  408 

Weitreichend |i-j|>=5 705 

Gesamtzahl der Torsionswinkel 206 

Φ-Winkel 103 

Ψ-Winkel 103 

Wasserstoffbrücken   46 

Ramachandranplot-Regionen (% aller Aminosäuren)  

Favorisiert 78,8 

Erlaubt 21,2 

Außerhalb liegend 0 

Root mean square deviation (RMSD [Å]) 

Proteinrückgrat (durchschnittl.) 0,41 ± 0,08 Å 

Schwere Atome (durchschnittl.) 0,93 ± 0,05 Å 

 

Die Struktur sowie der niedrige RMSD-Wert von 0,41 Å zeigen ein kompakt gefaltetes Protein 

mit wenigen flexiblen Regionen. Die Verteilung der Rückgrat Φ- und Ψ-Winkel ist in dem 
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Ramachandran-Plot in Abbildung 3.20 zu sehen. Es befinden sich keine Winkel in unerlaubten 

Regionen. 78 % sind in favorisierten Bereichen zu finden und 21,2 % der Winkel kommen in 

erlaubten Regionen vor.  

 

Abbildung 3.20 Ramachandran-Plot für die 10 besten PPIase-Domäne-Strukturen 

78 % der Φ- und Ψ-Winkel sind in favorisierten Bereichen zu finden. 21,2 % der Winkel kommen in erlaubten 

Regionen vor. 

Die Struktur der PPIase-Domäne des Trypanosoma Parvulins 42 besteht aus vier α-Helices 

und 4 β-Strängen (Abbildung 3.19 B). Die β-Faltblattstänge sind in der Reihenfolge 3-4-1-2 

antiparallel zueinander ausgerichtet und werden von vier Helices umschlossen. Helix 4 

befindet sich auf der konkaven Seite des β-Faltblatts wohingegen Helix 1, 2 und 3 auf der 

Außenseite liegen. Der lange Loop zwischen α1 und β1 ist zur Helix 3 orientiert, so dass das 

Faltblatt-Element nicht überdeckt wird. Dieses ist auf den NOE zwischen Hβ von 286A und Hβ 

von 336A zurückzuführen. Helix 3 ist von den vier Helices am flexibelsten, da die Aminosäuren 

der Helix 3 nur wenige NOEs aufweisen (Abbildung 3.21). Dagegen zeichnen sich die 

terminalen β-Faltblattstänge durch eine hohe Zahl an NOEs aus. Vor allem weitreichende 

Kreuzsignale sind in diesen Bereichen vorzufinden.  
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Abbildung 3.21 Anzahl und Art der NOEs pro Aminosäure  

Rote Zylinder stellen Helices und gelbe Pfeile die β-Faltstränge der PPIase-Domäne dar. Weiße Balken 

markieren intraresidualen Kopplungen. Die dunkelgrauen Balken entsprechen den mittelreichenden 

Kopplungen und die schwarzen Balken stellen die weitreichenden Kopplungen dar. Erstellt mit CYANA. 

3.4.8 Dynamik der PPIase-Domäne von TbPar42 

Nachdem die Struktur der PPIase-Domäne aufgeklärt wurde, sollte über Dynamikstudien die 

Flexibilität der einzelnen Strukturregionen untersucht werden. Dafür wurden drei Parameter 

bestimmt: die longitudinale Relaxationsrate (R1=1/T1), die transversale Relaxationsrate 

(R2=1/T2) sowie der heteronukleare 1H15N-NOE. Allen Parametern ist gemeinsam, dass sie als 

eine Funktion der Rotationskorrelationszeit τc angegeben werden können, die die Dauer 

beschreibt, welche ein Molekül braucht, um einen Radian zu rotieren (60 °) [29]. τc ist von der 

Partikelgröße abhängig. 

Sowohl die longitudinale T1- als auch die transversale T2-Relaxation wurden über 

Intensitätsmessungen der Signale aus einer Serie an HSQC-Spektren mit unterschiedlichen 

delay-Zeiten (t) ermittelt. Relaxationsabhängig wurden unterschiedliche delay-Zeiten gesetzt. 

Diese können der Tabelle 2.23 entnommen werden. T1 bzw. T2 wurden durch Fitten der 

Intensitätsveläufe nach  Formel 2.4 bestimmt. In strukturierten Regionen haben Aminosäuren 

einen großen T1- und einen kleinen T2-Wert. Anders ist dies in unstrukturierten 

Proteinbereichen, dort ist T2 hoch und T1 niedrig.  

Über den 1H15N-hetNOE wird die Bewegung des 1H15N-Bindungsvektors gemessen. Diese ist 

sowohl von der Gesamtrotation des Proteins als starre Kugel (molecular tumbling) als auch 

von internen strukturellen Proteinfluktuationen anhängig [104], wodurch im NOE alle 
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Bewegungsmöglichkeiten erfasst werden, die die direkte Spin-Spin Kopplung im ns- bis ps-

Bereich beeinflussen. Um den hetNOE zu bestimmen, werden zwei simultan aufgenommene 

Spektren verwendet. Im Ersten wird das Proton saturiert, dadurch ein heteronuklearer NOE 

aufgebaut und die Signalveränderung des 15N-Kernes beobachtet [251]. Das zweite Spektrum 

wird ohne Vorsättigung aufgenommen und dient als Referenz. Aufgrund der 

gyromagnetischen Eigenschaften der interagierenden Kerne und der daraus resultierenden 

theoretischen NOE-Verstärkung im Bereich -5 bis 0 [173], sind im Spektrum mit Saturierung 

sowohl positive als auch negative Signale sichtbar. Dagegen erscheinen im Referenzspektrum 

ausschließlich positive Signale. Das Verhältnis zwischen den Signalintensitäten aus dem 

Spektrum mit Vorsättigung Isat und dem Referenzspektrum Iref ergibt schließlich den hetNOE. 

Da das NOE-Signal von der 15N-Relaxation abhängig ist und diese in rigiden (strukturierten) 

Bereichen schneller ist als in beweglichen Regionen, erlaubt die Auswertung der NOEs, 

Aussagen über die Flexibilität des Proteins zu treffen. Kleine NOE Werte (-4 bis 0,5) sprechen 

für flexible Bereiche, wohingegen ein hetNOE >0,5 rigiden Regionen zuzuteilen ist. In 

Abbildung 3.22 sind die longitudinale Relaxationsrate (R1), die transversale Relaxationsrate 

(R2) und der hetNOE für die Aminosäuren der PPIase-Domäne dargestellt. Wie im hetNOE zu 

sehen, hat nur das N-terminale Threonin 264 einen Wert unter 0,5. Die übrigen Aminosäuren 

haben einen NOE-Wert über dem genannten cut-off und befinden sich somit in rigiden 

Regionen der PPIase-Domäne. Insgesamt zeigt die Auswertung der Dynamik, dass die 

PPIase keine stark flexiblen Regionen aufweist. Es ist lediglich eine tendenzielle Flexibilität in 

dem Loop α1-α2 (313K-319S), sowie im Loop (346E-352E) zwischen dem zweiten Faltblatt und 

Helix 4 zu beobachten. Der lange Loop (275K-296R) β1-α1 ist bis auf das flexiblere 

Isoleucin 294 beschränkt beweglich. Helix 3 ist dagegen allen Parametern zur Folge flexibler 

als die restlichen Helices.  
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Abbildung 3.22 Relaxationsraten und 1H15N-hetNOE der PPIase-Domäne 

Oben ist die Sekundärstrukturverteilung der PPIase-Domäne abgebildet. Helices sind als rote Zylinder und 

β-Stränge als gelbe Pfeile dargestellt. Darunter sind die longitudinale Relaxationsrate (R1), die transversale 

Relaxationsrate (R2) und der 1H15N-hetNOE über die Aminosäurensequenz aufgetragen. Die Fehlerbalken 

repräsentieren die Standardabweichungen der Fits. 

Aus den gemittelten T1 (818,67 ms)- und T2 (113,40 ms)-Relaxationszeiten wurde die 

Rotationskorrelationszeit τc berechnet. Daraus resultiert für die PPIase-Domäne eine 

Rotationskorrelationszeit von 6,76 ns. Über Rotationskorrelationszeiten anderer Proteine 

bekannter Größe unter vergleichbaren Messbedingungen wurde eine Regressionsgerade 

erstellt. So wird für die PPIase-Domäne ein Molekulargewicht von 11,05 kDa berechnet. Somit 

liegt die PPIase-Domäne unter den NMR-Messbedingungen (50 mM Kaliumphosphatpuffer 

pH 6,26; c= 600 µM, T = 27 °C) in monomerer Form vor. 
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Abbildung 3.23 τc der PPIase-Domäne im Vergleich zu den bekannten Rotationskorrelations-

Zeiten anderer Proteine [199] 

Aufgetragen sind die τc-Werte anderer Proteine (schwarze Punkte) und das τc der PPIase-Domäne (roter 

Punkt) gegen das dazugehörige Molekulargewicht. 

3.5 Untersuchung der NterFHA-Domäne 

3.5.1 Vorarbeiten zur strukturellen Analyse der NterFHA-Domäne 

Nachdem die Struktur der PPIase-Domäne aufgeklärt wurde, sollte als nächstes die FHA-

Domäne von TbPar42 zusammen mit dem N-Terminus untersucht werden. Die optimalen 

Expressionsbedingungen für das 54,3 kDa große GST-Fusionsprotein in E. coli ergaben sich 

über Nacht bei 25°C. Um das Fusionsprotein von den E. coli-eigenen Proteinen zu separieren, 

wurde eine GST-Affinitätschromatographie durchgeführt. Nachdem der GST-Tag mit Hilfe der 

PreScission-Protease abgespalten wurde, folgte eine Gelfiltration. An die Gelfiltrationssäule 

wurde eine GSH-Säule nachgeschaltet. Diese sollte die getrennte GST abfangen und somit 

Verunreinigungen der Proteinprobe mit GST verhindern. Wie das SDS-Gel in Abbildung 3.24 

A (Spur: P) zeigt, entspricht das letzte Signal im Chromatogramm, bei einem Volumen 

zwischen 120 ml und 150 ml, dem zu erwartenden Molekulargewicht der NterFHA-Domäne 

von TbPar42 von 19,1 kDa. Die Bande bei ca. 55 kDa, die in den Fraktionen der zwei vorderen 

Signale zu sehen ist (G1, G2), entspricht dem GST-NterFHA-Fusionsprotein (54,3 kDa). Dieses 

deutet darauf hin, dass das Fusionsprotein nicht vollständig von der PreScission-Protease 

geschnitten wurde. Die Reinheit der Probe wurde mit einer MALDI-TOF-Analyse bestätigt 

(Abbildung 3.24 B). 
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Abbildung 3.24 Gelfiltrationslauf und MALDI-TOP-Massenspektrum der NterFHA-Domäne 

A: Chromatogramm der Gelfiltration der NterFHA-Domäne mit dem dazugehörigen SDS-Gel. Die zwei 

vorderen Signale deuten im SDS-Gel auf nicht vollständig geschnittenes Fusionsprotein hin, da eine Bande 

bei ca.55  kDa zu sehen ist. Das letzte Signal gehört zur NterFHA-Domäne, da die SDS-Probe (P) eine 

eindeutige Bande bei ca.19 kDa zeigt. B: Das Massenspektrum zeigt zwei Signale, von denen das rechte 

Signal der erwarteten Masse der TbPar42-NterFHA-Domäne und das linke Signal dem der 2-fach geladenen 

TbPar42-NterFHA-Domäne entspricht. 

3.5.2 Untersuchung einer möglichen Multimerisierung der NterFHA-Domäne 

Über analytische Gelfiltration sollte eine mögliche Multimerisierung der NterFHA-Domäne 

untersucht werden. Im ersten Schritt wurde ein Kalibrationslauf mit Proteinen bekannter Größe 

durchgeführt. Da die NterFHA-Domäne über NMR-Spektroskopie strukturell charakterisiert 

werden sollte, wurde die Größenausschluss-Chromatographie im NMR-Puffer (50 mM 

Kaliumphosphatpuffer, pH 6,26) mit zusätzlichen 150 mM KCl durchgeführt. Es wurden 

250 µM NterFHA-Domäne über die Säule gegeben.  

 

Abbildung 3.25 Analytische Gelfiltration der NterFHA-Domäne  

A: Kalibrierungslauf (schwarz) und der Lauf mit 250 µM NterFHA-Domäne (rot). Das Signalmaximum ist bei 

20,4 ml zu sehen. B: Zu sehen ist die Regressionsgerade, erstellt mit den Elutionsvolumina der 

Standardproteine 1-5 und den zugehörigen dekadischen Logarithmen der Molekulargewichte. Das 

berechnete Molekulargewicht der NterFHA-Domäne beträgt 19,95 kDa, was auf eine monomere Form der 

NterFHA hindeutet. . Für die Läufe wurde die Superdex 200 Increase-Säule verwendet. 
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Wie in Abbildung 3.25 zu sehen, eluiert das Protein zwischen 18 und 20 ml. Mit dem 

Signalmaximum bei 18,7 ml (Abbildung 3.25 A) und der Formel aus Abbildung 3.25 B, wurde 

für die NterFHA-Domäne ein Molekulargewicht von 19,95 kDa berechnet. Dieses stimmt mit 

dem theoretischen Molekulargewicht der NterFHA-Domäne in monomerer Form überein. 

3.5.3 Strukturelle Charakterisierung der NterFHA-Domäne 

Für die strukturelle Aufklärung der NterFHA-Domäne wurde das Protein sowohl unmarkiert als 

auch isotopenangereichert (13C oder 15N bzw. 13C, 15N) exprimiert und gereinigt. Sowohl die 

sequentielle Zuordnung des Rückgrats als auch die Zuordnung der Seitenketten erfolgte nach 

dem gleichen Vorgehen wie in den Kapiteln 3.4.1-3.4.4 für die PPIase-Domäne beschrieben. 

Das NterFHA-Konstrukt ist 177 Aminosäuren lang und somit 57 Aminosäuren länger als die 

PPIase-Domäne. In den Spektren äußerte sich die höhere Aminosäurenzahl durch mehrfache 

Signalüberlagerungen. Aus diesem Grund waren für die Zuordnung des Rückgrats und der 

Seitenketten im Vergleich zur PPIase-Domäne zusätzliche Spektren (CCCONH, HCCONH, 

1H13C-HSQC, 1H13C-TOCSY-HSQC, 1H13C-NOESY-HSQC, 1H15N-NOESY-HSQC) notwendig. 

Anhand des Tyrosins 57 soll das Vorgehen exemplarisch beschrieben werden. 

Im CCCONH-Spektrum sind ausgehend von der HN-Kopplung der Aminosäure i alle 13C-

Resonanzen der Aminosäure i-1 zu sehen. Dies erlaubt, die sequentielle Zuordnung, welche 

mit den klassischen HNCACB- und CBCACONH-Spektren erfolgte, zu ergänzen oder zu 

überprüfen. In dem HN-Streifen von Phenylalanin 58 (7,75 ppm und 118,5 ppm) konnte die 

Cβ-Resonanz (40,26 ppm) von Tyr 57 bestätigt werden (Abbildung 3.26 B). Das Cα 

(58,67 ppm) wurde bei der sequentiellen Zuordnung mit dem HNCACB-Spektrum ermittelt. 

Analog zum CCCONH-Spektrum sind in dem HCCONH alle Protonen der Aminosäure i-1 auf 

den HN-Koordinaten der Aminosäure i sichtbar. Im Vergleich zu dem standardmäßig 

genutzten HBHACONH waren die Signalintensität sowie die Auflösung der Signale im 

HCCONH besser. Auf dem HN von 58F konnten im HCCONH dem Tyrosin 57 bei 2,59 ppm 

und 3,03 ppm die Hβs und bei 4,34 ppm das Hα zugeordnet werden (Abbildung 3.26 C). Wie 

die Tyrosinstruktur in Abbildung 3.26 A und die Tabelle links unten in der Abbildung zeigen, 

sind zu den bisher zugeordneten Resonanzen noch zwei weitere Resonanzen (Hδ* und Hε*) 

für die Ringprotonen des Tyrosins zu erwarten. Diese sind in dem 1H15N NOESY-HSQC auf 

dem eigenen HN-Streifen (7,66 ppm/117 ppm) vom Tyrosin 57 klar zu erkennen (7,03 ppm; 

6,79 ppm, Abbildung 3.26 D). Im H, H-COSY- und TOCSY-Spektrum war zudem das Signal 

für die Kopplung (über drei Bindungen) zwischen dem Hδ* und dem Hε* zu sehen (rote Pfeile 

in Abbildung 3.26 E). Nachdem alle Protonen zugeordnet waren, wurden die Kohlenstoff-

Resonanzen mit dem 1H13C-HSQC und dem 1H13C-NOESY- sowie -TOCSY-HSQC 

zugeordnet. Dafür wurde die Aufnahmeregion der drei zuletzt genannten Spektren den 

aromatischen Aminosäuren angepasst. Im 1H13C-HSQC-Spektrum, in dem die Kopplung 
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zwischen den Protonen mit den direkt benachbarten 13C-Kernen sichtbar ist, konnten über die 

bereits bekannten Resonanzen des Hδ* und Hε*, das Cδ* (133,14 ppm) und Cε* (118,44 ppm) 

gefunden werden (Abbildung 3.26 F).  

 

Abbildung 3.26 Zuordnung des Tyrosins 57 der NterFHA-Domäne mit weiteren 3D-Spektren 

A: Struktur des Tyrosins nach IUPAC B Ausschnitt aus dem CCCONH-Spektrum. Auf dem HNNH-Streifen 

des Phe58 ist das Cβ des Tyr57 zu sehen. C Ausschnitt aus dem HCCONH-Spektrum. Auf dem HNNH Streifen 

des Phe58 sind das Hα und die zwei Hβs des Tyr57 zu sehen. D: Dargestellt ist der HNNH -Streifen des 57Y 

im 1H15N-NOESY-HSQC-Spektrum mit den bereits zugeordneten Resonanzen: Hα, Hβa und Hβb. Hinzu 

kamen die Signale des Hδ* sowie des Hε*. E Auf den Koordinaten des Hδ* sowie des Hε* sind die 

zugeordneten Resonanzen wiederzuerkennen (gestrichelte Linien). In der Überlagerung des TOCSY-

Spektrums (grün) mit dem COSY-Spektrum (blau) ist die Kopplung der Ringprotonen zu sehen (roter Kasten 

mit Pfeilen). F Im 1H13C-HSQC-Spektrum konnten über die Ringprotonen die zugehörigen Kohlenstoff-

Resonanzen zugeordnet werden (blaue Pfeile). G Auch in der Überlagerung der 3D-Spektren 1H13C-TOCSY-

HSQC (rosa)- sowie 1H13C -NOESY-HSQC (dunkellila) ist die Kopplung der Ringprotonen zu detektieren. 
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Die 3D-Spektren (1H13C-NOESY- sowie -TOCSY-HSQC) dienten dabei als Bestätigung einer 

richtigen Zuordnung. Auf der Cε*-Resonanz von 118,4 ppm war bei dem Hε* (6,79 ppm) das 

Kopplungssignal zum Hδ* (7,03 ppm) zu erkennen (Abbildung 3.26 G).  

Da nicht alle Seitenkettenprotonen zugeordnet werden konnten und die Domäne über 18 

Proline (ohne das Prolin aus dem GP-Überhang der PreScission-Schnittstelle) verfügt, lag die 

Vollständigkeit der Zuordnung der NterFHA-Domäne bei 93,4 %. Von den 177 Aminosäuren 

der NterFHA-Domäne waren, abzüglich der Proline, im 1H15N-HSQC 159 Signale zu sehen 

(Abbildung 3.27). Jedes Signal konnte erfolgreich der zugehörigen Aminosäure zugeordnet  

werden.  

 

Abbildung 3.27 Vollständig zugeordnetes 1H15N-HSQC-Spektrum der NterFHA-Domäne 

Jedes Signal im Spektrum entspricht einer Aminosäure der Primärsequenz der NterFHA-Domäne. Nicht zu 

sehen sind Proline und das initiale GP der PreScission-Schnittstelle. Die Signale der Q und N Seitenketten-

NHs sind durch gestrichelte Linien verbunden. 
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3.5.4 Sekundärstrukturanalyse der NterFHA-Domäne 

Die Sekundärstrukturelemente wurden wie bei der PPIase-Domäne (Kapite 3.4.6) mit Hilfe des 

chemischen Verschiebungsindex, der Sekundärstrukturelement-charakteristischen NOE-

Muster und der nichtaustauschenden HN-Signale in deuterierter Umgebung definiert. 

Wie in Abbildung 3.28 zu sehen, ist allen Parametern zur Folge ein langer Teil des N-Terminus 

(Aminosäure 1-32) unstrukturiert. Die erste Helix reicht von Glutamat 33 bis zum Asparagin 37 

und ist über einen kurzen Loop (38L-41H) von der nächsten Helix (42I-45V) getrennt. Zwei 

Aminosäuren weiter folgt die dritte und längste Helix (48P-57Y), die über einen langen Loop 

(58F-70A) mit dem 7 Aminosäuren langen β-Faltblattstrang (71C-77R) verbunden ist. Der 

nächste Faltblattstrang befindet sich 4 Aminosäuren weiter und geht vom Leucin 82 bis zum 

Glycin 86. Der dritte Faltblattstrang umfasst den Abschnitt zwischen Phenylalanin 92 und 

Glycin 96. Darauf folgt ein Loop (97R-102D), an den der nächste Faltblattstrang (103Y-104V) 

angrenzt. Dieser ist 10 Aminosäuren (Loop: 105L-114H) vom fünften Strang (115A-120H) 

entfernt. Zwischen Strang 6 (125C-130D) und 7 (137V-139L) liegt ein weiterer Loop (131L-

136G). Für diesen deutete die CSI-Analyse auf eine Helix hin. Da jedoch die NOEs zwischen 

dem Hαi und dem HN von Aminosäure i+4 ((dαN(i, i+4)) fehlten und die Signale (dNN(i, i+1)) 

relativ schwach waren, waren die Kriterien für eine Definition als Helix nicht erfüllt. Gleiches 

trifft für den Bereich zwischen Isoleucin 110 und Histidin 114 zu. Die Faltblattstränge 8 (142N-

143R) und 9 (149P-150L) sind nur zwei Aminosäuren lang und durch einen kurzen Loop (144I-

148R) voneinander getrennt. Ausschlaggebend für die Definition der zuletzt erwähnten β-

Faltblattstränge war die identifizierte Wasserstoffbrücke zwischen dem Leucin 128-HN (aus β6) 

und dem Leucin 150-Sauerstoff. Die zwei letzten Faltblattstränge erstrecken sich von 

Glycin 155 bis Phenylalanin 160 und von Valin 166 bis Leucin 171. Insgesamt umfasst die 

NterFHA-Domäne 3 α-Helices und 11 β-Faltblattstränge. 
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Abbildung 3.28 Definition der Sekundärstrukturelemente der NterFHA-Domäne 

Über der TbPar42-NterFHA-Sequenz im Einbuchstabencode sind mit Zylinderformen die Helices dargestellt 

und mit Pfeilen die Faltstränge. Unter der Sequenz sind typische NOE-Muster für Helices und Faltblätter 

abgebildet. Je dicker ein Balken ist, desto intensiver ist das NOE-Signal. Die linke Spalte zeigt die 

Verbindungen zwischen den Protonen der einzelnen Aminosäuren. Der Konsensus des chemischen 

Verschiebungsindex CSICONS. ist in der vorletzten Reihe zu sehen. Ein rotes H steht für Helix, ein gelbes B 

für β-Faltblatt und ein schwarzes C für random coil. Die schwarzen Punkte in der letzten Reihe beschreiben 

die Rückgrat-Amidprotonen, die 180 Minuten nach Aufnahme in D2O noch zu sehen waren.  
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3.5.5 Strukturrechnung der NterFHA-Domäne 

Von insgesamt 3843 NOEs aus den zwei- und dreidimensionalen 15N-NOESY-Spektren, die 

in CYANA eingelesen wurden, wurden über die automatische NOE-Zuordnung 2667 

Abstandsinformationen für die Strukturrechnung genutzt. Die Gesamtzahl der eingesetzten 

Winkel betrug 262. 42 Aminosäuren wurden mit dem D2O-Austauschexperiment als 

Wasserstoffbrücken-Donoren (beigefügte CD) identifiziert. In Tabelle 3.2 sind die 

Strukturrechnungsdaten der NterFHA-Domäne zusammengefasst. 

Tabelle 3.2 Statistik des mit Cyana 2.1 berechneten Ensembles aus 10 TbPar42-NterFHA-

Strukturen 
NOE-Abstandsbeschränkungen 

Gesamtzahl der eingesetzten NOE-s 2667 

Intraresidual und Sequentiell |i-j|<=1 1724 

mittlere Entfernung, 1<|i-j|<5  359 

Weitreichend |i-j|>=5 584 

Gesamtzahl der Torsionswinkel 262 

Φ-Winkel 131 

Ψ-Winkel 131 

Wasserstoffbrücken   42 

Ramachandran Plot-Regionen (% aller Aminosäuren) 

Favorisiert 80,1 

Erlaubt 19,9 

Großzügig erlaubt 0,1 

Außerhalb liegend 0 

 

Von 60 gerechneten Strukturen sind 10 Strukturen mit der besten Zielfunktion in 

Abbildung 3.29 A dargestellt. 
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Abbildung 3.29 Ribbon-Darstellung der 10 besten NterFHA-Strukturen 

Dargestellt sind die 10 Strukturen, die nach der Strukturrechnung den kleinsten Zielfunktionswert hatten. N 

und C markieren die Termini. A: NterFHA1-177 B: β-Faltblatt-Kern der NterFHA-Domäne (NterFHA58-173) 

Der RMSD-Wert über dem Rückgrat der kompletten NterFHA Domäne (Aminosäuren 1-177) 

lag mit 12,53 Å sehr hoch. Wie die Überlagerung der 10 besten Strukturen in Abbildung 3.29 

A zeigt, sind die größten Abweichungen zwischen den Strukturen auf den N-terminalen 

Bereich des Proteins zurückzuführen. Wird der helikale Bereich und vor allem der flexible N-

Terminus von der Berechnung der RMSD ausgenommen, so sinkt die RMSD über dem 

Proteinrückgrat (Aminosäure 58-173) auf 0,33 Å (Abbildung 3.29 B).  

Wie im Ramachandran-Plot zu sehen ist, befanden sich trotz des divergierenden N-Terminus 

in den 10 Strukturen keine Torsionswinkel in unerlaubten Regionen. Fast alle Winkel lagen in 

favorisierten (80,1 %) und erlaubten (19,9 %) Regionen. Nur 0,1 % der Ψ- und Φ-Winkel waren 

in großzügig erlaubten Regionen zu finden.  
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Abbildung 3.30 Ramachandran-Plot für die 10 besten NterFHA-Domäne-Strukturen 

80,1 % der Φ- und Ψ-Winkel sind in favorisierten Bereichen zu finden. 19,9 % der Winkel kommen in 

erlaubten Regionen vor und 0,1 % der Winkel sind in großzügig erlaubten Regionen vorzufinden. 

Die Cartoon-Darstellung der Struktur lässt klar erkennen, dass die ersten 30 Aminosäuren des 

N-Terminus unstrukturiert sind (Abbildung 3.31 A). Über den weiteren 30 Aminosäuren sind 3 

Helices verteilt (Abbildung 3.31 B). Die längste Helix (α3) liegt auf der konvexen Seite der 

Stränge β3, β4 und β5. Diese bilden zusammen mit den Strängen β6 und β7 das erste Faltblatt. 

Bis auf β4 sind die Stränge antiparallel ausgerichtet. Auf der gegenüberliegenden Seite 

befindet sich das zweite und etwas längere Faltblatt, bestehend aus 6 antiparallel verlaufenden 

Strängen (β2, β1, β11, β10, β7 und β8).  

 

 

Abbildung 3.31 Cartoon-Darstellung der NterFHA1-177 und NterFHA33-177 

A: Zu sehen ist die komplette NterFHA-Domäne einschließlich des initialen GP-Überhanges aus der 

PreScission-Schnittstelle. Klar zu erkennen ist der flexible N-Terminus. B: Abgebildet ist die Struktur 

NterFHA33-177 ohne N-Terminus mit beschrifteten Sekundärstrukturelementen.  
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Die β-Faltblätter nehmen eine „Sandwich“-Anordnung ein, mit der geringsten Distanz zwischen 

den Faltblattsträngen β6 und β7. 

In der NOE-Verteilung pro Aminsoäure (Abbildung 3.32) wird deutlich, dass der N-Terminus 

inklusive der zwei kleinen Helices (AS 1-47) nicht in die kompakte Faltung der Domäne 

eingebunden ist, da ausgehend von diesen Aminosäuren keine weitreichenden Kreuzsignale 

zu sehen sind. Dagegen verfügt Glutamin 54 in der Helix3 über 40 NOEs. Der Kontakt von 

Q54 zu Phenyalalnin 92 und Leucin 94 im dritten Faltblattstrang sowie zu Valin 100, Cystein 

101 und Aspartat 102 im Loop zwischen β3 und β4 ist für die nahe Ausrichtung der Helix zum 

kürzeren β-Faltblatt verantwortlich.  

 

Abbildung 3.32 Anzahl und Art der NOEs pro Aminosäure  

Rote Zylinder stellen Helices und gelbe Pfeile die β-Faltblattstränge der NterFHA-Domäne dar. Weiße Balken 

markieren intraresiduale Kopplungen. Die dunkelgrauen Balken entsprechen den mittelreichenden 

Kopplungen und die schwarzen Balken stellen die weitreichenden Kopplungen dar. Bei den zwei Lücken im 

Plot, von denen keine NOEs ausgehen, handelt es sich um nicht zugeordnete Proline aus dem Polyprolin-

Sequenzbereich. Erstellt mit CYANA. 

3.5.6 Dynamik der TbPar42-NterFHA-Domäne  

Um die Dynamik der NterFHA-Domäne zu untersuchen, wurden, wie in Kapitel 3.4.8 

beschrieben, die transversale und longitudinale Relaxationsrate (R1 und R2), sowie der 1H15N- 

hetNOE analysiert (Abbildung 3.33).  



Ergebnisse 

100 

  

 

Abbildung 3.33 Relaxationsraten R1 und R2 und der 1H15N-hetNOE der NterFHA-Domäne 

Oben ist die Sekundärstrukturverteilung der NterFHA-Domäne abgebildet. Helices sind als rote Zylinder und 

β-Stränge als gelbe Pfeile dargestellt. Darunter sind die longitudinale Relaxationsrate (R1), die transversale 

Relaxationsrate (R2) und der 1H15N-hetNOE über die Aminosäuresequenz geplottet. Die Fehlerbalken 

repräsentieren die Standardabweichungen der Fits. 

Die ermittelten Werte zeigen, dass die ersten 30 Aminosäuren des Proteins sehr flexibel sind. 

Der helikale Bereich (E33-Y57) ist jedoch gleichermaßen rigide wie der Rest der Domäne 

bestehend aus β-Faltblättern. Etwas flexibler sind lediglich die Loops zwischen β4-β5 und β6-

β7. Das Isoleucin 144 führt zudem zur Fluktuation in dem Loop zwischen β8-β9. Die negativ 

werdenden Werte der letzten C-terminalen Aminosäuren im hetNOE sprechen für ein flexibles 

Ende der NterFHA-Domäne. 

Von der Berechnung der Rotationskorrelationszeit mit den gemittelten T1- und T2-Zeiten 

wurden die flexiblen Termini sowie die Aminosäuren mit einem negativen hetNOE 

ausgeschlossen. Die Berechnung ergab einen Wert von 9,43 ns. Mit Hilfe des τc-Wertes wurde 

ein Molekulargewicht von 15,41 kDa berechnet. Daraus lässt sich schließen, dass die 

NterFHA-Domäne von TbPar42 unter den gegebenen Messbedingungen (50 mM 

Kaliumphosphatpuffer pH 6,26; c=600 µM, T=27 °C) als Monomer vorliegt.  
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3.6 Untersuchung des Linkers von TbPar42 

Wie zu Beginn erwähnt, ist das 42 kDa große Parvulin aus T. brucei ein Mehrdomänenprotein. 

In den vorherigen Kapiteln wurden die terminalen Domänen strukturell analysiert, nun soll 

zuletzt auf die Struktur des 95 Aminosäuren langen Linkers (172-266E) eingegangen werden.  

3.6.1 Expression und Reinigung des Linkers 

Der Linker wurde als GST-Fusionsprotein in E. coli bei 37°C über Nacht exprimiert. Nach dem 

Aufschließen der Zellen konnte das Fusionsprotein über eine GST-Affinitätschromatographie 

erfolgreich von den restlichen Proteinen im Überstand separiert werden. Der GST-Tag wurde 

durch Zugabe der PreScission-Protease abgetrennt und der Linker mittels Gelfiltration mit 

nachgeschalteter GSH-Säule isoliert. Da der 10,3 kDa große Linker über keine aromatischen 

Aminosäuren verfügt, wurde die Reinigung über die Absorption der Peptidbindung bei 214 nm 

verfolgt. Im Chromatogramm in Abbildung 3.34 A sind 4 Signale zu sehen. Die Fraktionen der 

ersten zwei Signale zeigen in dem SDS-Gel eine schwache Bande bei 70 kDa. Da eine GSH-

Säule an die Gelfiltrationssäule nachgeschaltet war, blieb der GST-Tag an der Affinitätssäule 

gebunden. Das letzte Signal gehört zum Glutathion, welches noch im Puffer der eingesetzten 

Probe vorhanden war und aufgrund des geringen Molekulargewichts nicht im SDS-Gel 

erscheint. Das dritte Signal zeigt eine deutliche Bande bei ca. 18 kDa. Da keine der Fraktionen 

eine Bande bei der zu erwartenden Größe des Linkers zeigte, wurde aus der Fraktion des 

dritten Signals (P) eine Probe für die MALDI-TOF-Analyse vorbereitet.  

 

Abbildung 3.34 Gelfiltrationslauf und MALDI-TOF-Massenspektrum des TbPar42-Linkers 

A: Chromatogramm der Gelfiltration des Linkers mit dem dazugehörigen SDS-Gel. Die Fraktionen des 

Signals (P) zeigen im Gel eine Bande bei 18 kDa. B: Das Massenspektrum zeigt ein Signal, dass der 

erwarteten Masse des TbPar42-Linkers entspricht. 

Im Massenspektrum (Abbildung 3.34 B) ist ein eindeutiges Signal bei 10,3 kDa zu sehen, 

welches der einfach geladenen Form des Linkers entspricht. Somit konnte bestätigt werden, 
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dass der Linker bei einem Volumen zwischen 70 und 85 ml von der Säule eluiert und im Gel 

bei 18 kDa anstelle der erwarteten 10 kDa zu sehen ist. 

3.6.2 Strukturelle Charakterisierung des Linkers 

Für die strukturelle Untersuchung des Linkers wurde das Protein isotopenmarkiert exprimiert 

und gereinigt. Wie für die zuvor beschriebenen Domänen wurde auch der Linker im NMR-

Puffer ohne Reduktionsmittel untersucht. Das 1H15N-HSQC-Spektrum des Linkers ist in 

Abbildung 3.35 in Orange zu sehen.  

 

 

Abbildung 3.35 1H15N-HSQC-Spektrum des Linkers 

In Orange dargestellt ist das 1H15N-HSQC-Spektrum des Linkers in reduktionsmittelfreiem NMR-Puffer. In 

Dunkelrot zu sehen ist das 1H15N-HSQC-Spektrum im NMR-Puffer mit 2 mM DTT. 

Die Signalverteilung der Rückgrat-HNs auf 1 ppm in der Protonendimension deutet auf ein 

unstrukturiertes Protein hin. Bei der Zuordnung der Rückgratresonanzen mit den 

komplementären Spektren HNCACB/CBCACONH und HNCO/HNCO fiel auf, dass für einige 

Aminosäuren mehrere Signale vorlagen, wohingegen Signale für Sequenzbereiche um das 
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Cystein 196 und Cystein 249 komplett fehlten. Dieses lieferte Hinweise auf eine mögliche 

artifizielle Multimerisierung des Linkers über Disulfidbrücken. Die wiederholte Aufnahme eines 

1H15N-HSQC-Spektrums im NMR-Puffer mit zusätzlichen 2 mM DTT zeigte eine geringere 

Signalanzahl als die in einer reduktionsmittelfreien Umgebung (Abbildung 3.35, dunkelrotes 

Spektrum). Somit konnten die zusätzlichen Signale in den Spektren ohne DTT durch das 

Vorhandensein einer Mischpopulation aus monomerer und multimerer Form des Linkers 

erklärt werden. Nach Zugabe des Reduktionsmittels wurde das Gleichgewicht zu Gunsten des 

Monomers verschoben. Als Resultat wurden auch die Regionen um die zwei Cysteine in den 

Spektren sichtbar (Daten nicht gezeigt). 

 

Abbildung 3.36 Zugeordnetes 1H15N-HSQC-Spektrum des Linkers 

Nicht zugeordnet sind der vordere Bereich 174P-178K sowie die Seitenketten-HNs von Asparagin und 

Glutamin. Der NMR-Puffer war mit 2 mM DTT versehen.  
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Für das 95 Aminosäuren lange Proteinfragment waren im 1H15N-HSQC-Spektrum 89 Signale 

abzüglich der 6 Proline zu erwarten. Von diesen konnten bis auf den N-terminalen Bereich 

zwischen 174P-178K alle Rückgratsignale im 1H15N-HSQC-Spektrum der monomeren Form 

des Linkers im NMR-Puffer mit 2 mM DTT zugeordnet werden (Abbildung 3.36). Die 

Vollständigkeit der Zuordnung betrug für HN: 96,63 %, NH: 96,6 %, CO: 78,94 %, Cα: 90,5 % 

und Cβ: 90,8 %. 

3.6.3 Sekundärstrukturanalyse des Linkers 

Mit den zugeordneten Cα-, Cβ- und CO-Resonanzen wurde zur Sekundärstrukturbestimmung 

eine Analyse nach Wishart durchgeführt.  

 

Abbildung 3.37 Chemischer Verschiebungsindex (CSI) für den Linker 

Untereinander dargestellt sind die berechneten CSI-Werte für Cα (blau), Cβ (schwarz) und CO (grau). 

Darunter ist der ermittelte Konsensus des CSI zu sehen. Aufgrund der Differenzen der chemischen 

Verschiebungen des Cα und CO zu den random coil-Werten befindet sich am N-Terminus zwischen 179R-

265T eine Helix (roter Zylinder). Über den Sekundärstrukturvorhersagen von Jpred, GOR4 und SOPMA ist 

die Sequenz des Linkers im Einbuchstabencode zu sehen. Alle Algorithmen sagen für den N-terminalen 

Bereich eine Helix voraus (mit rotem Buchstaben h dargestellt). Den Programmen nach zu urteilen, sind 

zudem einige kurze β-Stränge in dem Protein vertreten sowie eine weitere Helix am C-Terminus. Dieses 

konnte mit den ermittelten CSI-Werten nicht bestätigt werden. 
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Wie in Kapitel 3.4.6 beschrieben, werden dafür die ermittelten chemischen Verschiebungen 

mit denen aus kurzen unstrukturierten Peptiden verglichen. In α-Helices besitzen die Cα und 

CO-Resonanzen eine positive Abweichung (>+0,7 ppm für Cα und >+0,5 für CO) zu den 

random coil-Verschiebungen, wohingegen Cβ- und Hα-Resonanzen zu mehr als -0,7 ppm 

bzw. -0,1 von den Referenzwerten abweichen. In β-Faltblättern verhält sich diese Verteilung 

genau entgegengesetzt. In Abbildung 3.37 ist die Wishart-Analyse des Linkers für die 

Aminosäuren 179R-265T zu sehen. Anhand aller CSI-Werte ist zu erkennen, dass das Protein 

größtenteils unstrukturiert ist. Nur im vorderen Proteinabschnitt kann aufgrund der Cα- und 

CO-CSI-Werte eine α-Helix (179R-193G) definiert werden. Die CSI-CO-Werte deuten im 

Bereich zwichen 227G-231V auf einen β-Strang hin, jedoch wurde dieses durch den 

chemischen Verschiebungsindex der Cα- und Cβ-Resonanzen nicht bestätigt. Da die 

Zuordnung der Linker-Resonanzen nicht vollständig war und die Wishart-Analyse ohne die 

Hα-Resonanzen durchgeführt wurde, wurde die Analyse beruhend auf den chemischen 

Verschiebungen mit sequenzbasierten Sekundärstrukturvorhersagen (Jpred [50], GOR4 [71, 

72] und SOPMA [74]) verglichen. Die N-teminale Helix wird von allen Programmen erkannt, 

variiert jedoch in der Sequenzlänge. GOR4 und SOPMA zeigen von 222N-225R/226I eine 

weitere Helix, die von der Vorderen duch kurze β-Stränge unterbrochen wird. Allen gemeinsam 

ist die Vorhersage eines 3 Aminosäuren langen β-Stranges von Valin 230 bis Valin 232 sowie 

einer Helix zwischen 234R und 242A. Bei der SOPMA-Vorhersage ist die zuletzt erwähnte 

Helix bis zum nächsten β-Strang (247V-249T) verlängert, wohingegen bei den Jpred- und 

GOR4-Vorhersagen eine kurze Loopregion dazwischen liegt. Im C-terminalen Abschnitt 

unterscheiden sich die Vorhersagen. Bei Jpred ist als letztes Element eine Helix zu finden 

(253V-256T), bei GOR4 werden zwei kurze β-Faltblattstränge (254L-256T) und (265P-266T) 

erkannt und SOPMA schließt die Strukturvorhersage mit einem β-Strang (254L-257S) und 

einer daran angrenzenden Helix (258V-259Q) ab. 

3.6.4 Strukturmodel des Linkes mit CS-Rosetta 

Mit den zugeordneten Rückgratresonanzen wurde mit Hilfe des CS-Rosetta-Servers ein Model 

des Linkers erzeugt [220, 221]. In Abbildung 3.38 ist exemplarisch ein Modell des Linkers 

dargestellt. Die generierte Struktur zeigt ein flexibles Protein mit fünf Helices. Die erste Helix 

(α1: 179R-197V) stimmt mit den sequenzbasierten Sekundärstrukturvorhersagen sowie mit der 

Wishart-Analyse überein. Nach einem langen unstrukturierten Bereich folgt die zweite Helix 

(α2) von Glycin 217 bis Isoleucin 225. Im gleichen Bereich wird auch von den Programmen 

GOR4 und SOPMA eine Helix vorhergesagt. Die dritte Helix (α3: 235V-242E) wird von den 

Algorithmen der Vorhersageprogramme erkannt, konnte jedoch über die Wishart-Analyse nicht 

bestätigt werden. Am C-Terminus befindet sich im Modell eine weitere helikale Windung 

(a4: 246V-248T) und eine zuätzliche kurze Helix (α5: 253L-259A). In dieser Region 
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unterscheiden sich Vorhersagen der genutzten Programme und der Wishart-Plot deutete eher 

auf eine coil-Region hin. Die hier präsentierte Struktur ist nur eine der 10 ausgegebenen 

Strukturen der CS-Rosetta-Berechnung. Die Weiteren unterscheiden sich in der Ausrichtung, 

der Anordnung und Länge der Sekundärstrukturelemente (Daten nicht gezeigt). Allen 

gemeinsam ist jedoch, dass sie nur aus helikalen und unstrukturierten Anteilen bestehen. 

Anders als von den Programmen vorhergesagt, war in keinem der Modelle ein β-Strang 

vorhanden. 

 

Abbildung 3.38 CS-Rosetta-Modell des Linkers 

Gezeigt ist eine mögliche Linker-Struktur nach der CS-Rosetta-Rechnung in cartoon-Darstellung. Beschriftet 

und in Rot dargestellt sind die Helices. Angezeigt werden 5 Helices, von denen die erste lange Helix (179R-

197V) mit den Sekundärstrukturvorhersagen und den ermittelten CSI-Werten übereinstimmt. 

3.7 Vergleich der isolierten Domänen mit dem vollständigem 

TbPar42-Protein  

Nachdem sowohl der N-Terminus mit der FHA-Domäne, die PPIase-Domäne und schließlich 

der Linker NMR-spektroskopisch untersucht wurden, lagen von allen Konstrukten zugeordnete 

1H15N-HSQC-Spektren vor. Über einen Vergleich der einzelnen HSQC-Spektren mit dem 

TROSY-Spektrum des vollständigen Proteins sollte analysiert werden, ob die Domänen im 

Protein interagieren. Wenn dem so wäre, dann würde die chemische Verschiebung der 

Interface-Signale im vollständigen Protein von denen in isolierten Konstrukten abweichen.  
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Abbildung 3.39 Übertragung der Zuordnung der 1H15N-HSQC-Spektren auf das TROSY-Spektrum 

Die Signale, die zur NterFHA-Domäne gehören, sind mit einer grünen Markierung versehen. Die Signale des 

Linkers sind in dunkelrot und die der PPIase-Domäne in blau dargestellt. 

Die Signale der NterFHA-Domäne (grün in Abbildung 3.39) überlagern sehr gut mit denen des 

TROSY-Spektrums des vollständigen Proteins. Von den 159 Signalen, die im HSQC-Spektrum 

vorhanden waren, konnten bis auf das Arginin 10 am N-Terminus und die zwei C-terminalen 

Serine alle Signale auf das TROSY-Spektrum übertragen werden. Auch die Signale des 

Linkers (dunkelrot) wichen kaum von denen des TROSY-Spektrums ab. Nur das N-terminale 

Lysin 178 sowie das C-terminale Threonin 265 konnten nicht im TROSY gefunden werden. 

Bei der PPIase stimmten bis auf 2 Anfangsaminosäuren alle Signale des 1H15N-HSQCs mit 

den TROSY-Signalen überein. Insgesamt konnten durch die Kombination der 1H15N-HSQC-

Spektren aller Konstrukte von den 358 Aminosäuren des vollständigen TbPar42-Proteins im 

TROSY 353 Signale zugeordnet werden. Es fehlten lediglich das N-terminale Arginin 10, die 

drei Signale S176, S177, K178, die sich zwischen der NterFHA-Domäne und dem Linker 

befinden, sowie das Threonin 265, welches am C-Terminus des Linkers oder am N-Terminus 

der PPIase liegt. Somit kann geschlussfolgert werden, dass die Domänen im TbPar42-VL 

Protein unabhängig voneinander agieren. 



Ergebnisse 

108 

  

3.8 Funktionelle Charakterisierung der PPIase-Domäne 

Nachdem die einzelnen Domänen des TbPar42 strukturell aufgeklärt wurden, sollte auf die 

mögliche Funktion des Proteins eingegangen werden. Da das TbPar42 2010 als neues 

Parvulin-Mitglied entdeckt wurde [60], sollte zunächst die Funktion der PPIase-Domäne 

untersucht werden. 

3.8.1 Untersuchung der Phosphospezifität der PPIase-Domäne 

Ein Vergleich der neu aufgeklärten TbPar42-PPIase-Struktur mit bekannten Strukturen der 

Proteindatenbank über den DALI-Server [99] ergab als besten Treffer die PPIase-Domäne des 

bestuntersuchten phosphospezifischen Parvulins hPin1 (Z-Score 13,9; 

Sequenzübereinstimmung: 40 %). Die PPIase-Domäne des humanen Parvulins Pin1 ist 

katalytisch aktiv. Zudem ist sie phosphospezifisch, was bedeutet, dass sie die cis/trans-

Isomerisierung von Phospho-Serin/Threonin-Prolin-Motiven beschleunigt. Aufgrund der 

strukturellen Ähnlichkeit zur hPin1-PPIase (RMSD 1,58 Å) sollte die katalytische Aktivität 

sowie Phosphospezifität der TbPar42-PPIase untersucht werden. Die Einstellung des cis/trans 

Gleichgewichts stellt einen dynamischen, jedoch langsam ablaufenden Prozess dar. 

Dynamische Abläufe in einem Zeitfenster von 10 ms bis 5 s lassen sich im NMR im EXSY 

(EXchange SpectroscopY)-Spektrum beobachten [118]. Das EXSY ist eine Version des 

NOESY-Spektrums mit kurzer Mischzeit und langem Relaxationsintervall. Für die cis/trans-

Isomerisierung bedeutet dieses, dass sowohl Signale für den cis- als auch für den trans-

Zustand zu sehen sind, aber auch Austauschsignale zwischen den Zuständen in Form von 

Kreuzsignalen detektiert werden können. Für die Untersuchung der katalytischen Aktivität der 

PPIase-Domäne wurde das Peptid Suc-Ala-pThr-Pro-Ala-NH2 genutzt.  

Bei 3,68 ppm und 3,87 ppm waren im EXSY-Spektrum klare Signale für die zwei Hδ-Atome 

vom trans-Prolin zu erkennen (Abbildung 3.40 A und B). Die schwächeren Signale bei 

3,47 ppm und 3,55 ppm gehören zu dem Hδa und Hδb von cis-Prolin. Nach Zugabe einer 

aktiven cis/trans-Isomerase sind zwischen den zwei Zuständen Austauschsignale zu erwarten.  
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Abbildung 3.40 EXSY-Experiment mit einem Phosphopeptid, der TbPar42- und hPin1-PPIase 

Dargestellt ist ein EXSY-Ausschnitt der Hδ-Protonen des Prolins in cis (c)- und trans (t)-Zustand. In Grau sind 

die Hδs des Prolins aus dem Phosphopeptid Suc-Ala-pThr-Pro-Ala-NH2 ohne Proteinzugabe zu sehen. A: In 

Blau zu sehen sind die Hδs des Prolins aus dem Phosphopeptid Suc-Ala-pThr-Pro-Ala-NH2 in Anwesenheit 

der TbPar42-PPIase-Domäne. Es sind keine Austauschsignale zu sehen. B: In Rot zu sehen sind die Hδs 

des Prolins aus dem Phosphopeptid Suc-Ala-pThr-Pro-Ala-NH2 in Anwesenheit der hPin1-PPIase-Domäne. 

Bei 3,87/3,47 ppm und 3,68/3,55 ppm sind Austauschsignale (tc, ct) zwischen der cis- und der trans-Form 

des Prolin-Hδs zu sehen. 

In einem ersten Versuch wurde TbPar42-PPIase zu dem Peptid gegeben und das Auftauchen 

der Kreuzsignale beobachtet (Abbildung 3.40 A). Als Positivkontrolle wurde in einem zweiten 

Experiment zum gleichen Peptid die PPIase von hPin1 zugegeben (Abbildung 3.40 B). Wie 

die Abbildung 3.40 A zeigt, waren nach Zugabe der TbPar42-PPIase keine Kreuzsignale 

detektierbar. Bei der aktiven PPIase des hPin1 tauchten bei 3,87/3,47 ppm und 3,68/3,55 ppm 

Austauschsignale (tc, ct) zwischen der cis- und der trans-Form auf (markiert mit lila Pfeilen in 

Abbildung 3.40 B). Somit konnte gezeigt werden, dass die PPIase-Domäne aus TbPar42 trotz 

hoher Sequenzähnlichkeit zu hPin1 die cis/trans-Isomerisierung von Phosphothreonin-Prolin-

Motiven nicht katalysiert. 

3.8.2 Untersuchung der katalytischen Aktivität der PPIase-Domäne 

Nachdem gezeigt wurde, dass die PPIase-Domäne keine Isomeraseaktivität gegenüber dem 

Phosphopeptid Suc-Ala-pThr-Pro-Ala-NH2 aufweist, sollte untersucht werden, ob ein und falls 

ja, welches X-Pro Motiv (X steht für eine beliebige natürlich vorkommende Aminosäure) von 

der TbPar42-PPIase-Domäne erkannt und isomerisiert wird. Dafür wurde ein α-Chymotrypsin-

Protease-gekoppelter Isomeraseassay durchgeführt. Es wurden unterschiedliche 

Substratpeptide mit dem Grundgerüst Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-pNA getestet. Die Protease 

α-Chymotrypsin schneidet nur die trans-Form des Peptids, C-terminal vom Phenylalanin. Für 

das abgespaltene para-Nitroanilin (pNA) ist anschließend ein Signal bei 390 nm 

detektierbar. Ohne einen Katalysator ist die Umwandlung der cis- in die trans-Form ein 

langsam ablaufender, thermischer Prozess. Die PPIase übernimmt die Rolle eines 
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Katalysators, so dass bei einer erfolgreichen Isomerisierung ein steiler Anstieg in der 

Messkurve bei 390 nm zu erwarten ist. 

Die Phosphospezifität der TbPar42-PPIase wurde in dem EXSY-Experiment mit einem 

phosphoryliertem Threonin N-terminal zum Prolin untersucht. Um auszuschließen, dass 

das Protein zwischen Phosphothreonin und Phosphoserin diskriminiert, wurde der 

Protease-gekoppelte Assay mit dem Suc-Ala-pSer-Pro-Phe-pNA-Peptid begonnen. Als 

Positivkontrolle diente erneut die PPIase-Domäne des humanen Pin1. Die 

Negativkontrolle bestand aus alleinigem Peptid.  

 

Abbildung 3.41 Protease-gekoppelter cis/trans-Isomeraseassay 

A: Die graue Kurve zeigt das Ergebnis des Assays des unkatalysierten Peptids Suc-Ala-pSer-Pro-Phe-pNA 

ohne Zugabe der Isomerase. Die cis/trans-Isomerisierung läuft ohne Katalysator rein thermisch ab. Eine 

katalytische Aktivität ist bei der Zugabe der hPin1-PPIase im deutlich steileren Anstieg der Kurve (rot) zu 

erkennen. Die Zugabe der TbPar42-PPIase änderte nichts am Kurvenverlauf (blau Kurve), sodass eine 

Isomeraseaktivität für das Phosphopeptid ausgeschlossen werden konnte. B: Die graue Kurve gehört zum 

unkatalysierten Peptid Suc-Ala-Arg-Pro-Phe-pNA ohne Zugabe der Isomerase. Durch Zugabe der TbPar42-

PPIase (10 µM) änderte sich der Kurvenverlauf nicht. Die TbPar42-PPIase katalysiert somit auch keine Arg-

Pro-Isomersierung. 

Wie in Abbildung 3.41 A zu sehen, stimmt die Messkurve nach Zugabe der TbPar42-PPIase-

Domäne exakt mit der Kurve des unkatalysierten Peptids überein, wohingegen bei hPin1 ein 

klarer Unterschied im Kurvenverlauf (rot) zu erkennen ist. Das Phosphoserin-Prolin-Motiv wird 

somit von der TbPar42-PPIase nicht isomerisiert.  

Zum Testen der weiteren Motive wurde in den Ansätzen die Konzentration an TbPar42-PPIase 

von 200 nM auf 10 µM erhöht. Nicht-Phosphospezifische Parvuline wie das humane Par14 

oder das archaeale Parvulin NmPin favorisieren ein Arginin-Prolin Motiv [100]. In 

Abbildung 3.41 B ist exemplarisch die Messung der Isomeraseaktivität der TbPar42-PPIase 

mit dem Suc-Ala-Arg-Pro-Phe-pNA-Peptid dargestellt. Erneut waren nach TbPar42-PPIase-

Zugabe im Vergleich zur Negativkontrolle keine Unterschiede zu erkennen. Des Weiteren 

wurden Peptide mit Lysin, Glutamat, Aspartat, Phenylalanin, Glutamin oder Serin vor dem 
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Prolin als Substarte getestet. Für keines der potentiellen Substrate konnte eine Isomerase-

Aktivität festgestellt werden. 

Um auszuschließen, dass die TbPa42-PPIase-Domäne während des Assays von der Protease 

Chymotrypsin geschnitten wird und dadurch keine Isomeraseaktivität vertreten war, wurde ein 

Chymotrypsin-Verdau mit der PPIase-Domäne durchgeführt. Eine anschließende SDS-Page 

zeigte, dass die PPIase nicht von der Protease angegriffen wird (Kap. 7.3).  

3.8.3 Bindungsstudien zwischen der PPIase und dem Suc-Ala-pThr-Pro-Ala-NH2-

Peptid 

Da die PPIase-Domäne des TbPar42 keine Isomeraseaktivität aufwies, sollte überprüft 

werden, ob das Protein das Peptid überhaupt bindet, aber aus bisher unbekannten Gründen 

nicht isomerisiert, oder ob die PPIase-Domäne das Peptid gar nicht erst erkennt. Dieses wurde 

mittels NMR über eine chemical shift perturbation-Analyse untersucht.  

 

Abbildung 3.42 Bindung des Suc-Ala-pThr-Pro-Ala-NH2-Peptids an die TbPar42-PPIase 

A: Ausschnitt aus dem 1H15N-HSQC-Spektrum, in dem der Signalshift nach dem letzten Titrationsschritt 

dargestellt ist. Blaue Signale entsprechen der TbPar42-PPIase-Domäne ohne Peptidzugabe und 

orangefarbene Signale nach Zugabe von 13 mM Peptid. Drei Signale, die eine Gesamtverschiebung 

>0,015 ppm aufweisen, sind beschriftet und die Richtung der Verschiebung mit Pfeilen dargestellt. B: 

Exemplarisch dargestellt ist die Titrationskurve des Glycins 353. C: Oben ist die Sekundärstrukturverteilung 

der PPIase-Domäne aufgeführt (roter Zylinder: Helix, gelber Pfeil: β-Strang, Strich: unstrukturiert). Unterhalb 

ist die Gesamtverschiebung pro Aminosäure nach Zugabe von 13 mM Peptid aufgeführt. Orange gefärbt sind 

Aminosäuren mit einer Gesamtverschiebung >0,015 ppm. 
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Dabei wurde das Peptid Suc-Ala-pThr-Pro-Ala-NH2 graduell zur TbPar42-PPIase-Domäne 

zugegeben. Nach jedem Schritt wurde ein 1H15N-HSQC-Spektrum aufgenommen. Eine 

Bindung des Liganden an das Protein hat eine Änderung der chemischen Umgebung der 

Aminosäuren, die sich in unmittelbarer Nähe zum Liganden befinden, zur Folge. In 

1H15N-HSQC-Spektren äußert sich dieses in der Verschiebung der HN-Signale (shift), 

(Abbildung 3.42 A). Abbildung 3.42 C zeigt die Gesamtverschiebung der Aminosäuren nach 

dem letzten Titrationsschritt. Insgesamt 8 Aminosäuren der TbPar42-PPIase-Domäne wiesen 

einen Gesamtshift >0,015 ppm auf. Ein Übertragen dieser auf die Struktur der PPIase-Domäne 

ist in Abbildung 3.43 A und B zu sehen.  

 

 

Abbildung 3.43 Markierung der Aminosäuren mit der HN-Gesamtverschiebung >0,015 ppm in der 

Struktur der PPIase-Domäne 

A Aminosäuren, die eine HN-Gesamtverschiebung >0,015 ppm zeigten, sind beschriftet und als orangene 

sticks in der PPIase-Struktur (blaue cartoon-Darstellung) zu sehen. B Oberflächendarstellung der PPIase-

Domäne (blau) mit den markierten Aminosäuren, die eine HN-Gesamtverschiebung >0,015 ppm zeigten 

(orange).  

Das Glycin 343 in Helix 3 zeigte mit 0,049 ppm die größte Verschiebung der HN-Resonanzen, 

gefolgt vom Threonin 349 sowie vom Glutamat 373, welche in den Loopregionen sitzen und 

den hydrophoben Kern der PPIase-Domäne flankieren. Des Weiteren shiften Glycin 353 und 

Phenylalanin 359 in Helix 4, ebenso wie Valin 345 im kurzen β2-Strang. Das Glutamat 352 und 

das N-terminale Threonin 265 gehörten auch zu den Aminosäuren mit einer 

Gesamtverschiebung >0,015 ppm. Bei den Aminosäuren des langen β1-α1-Loops, der bei der 

PPIase-Domäne des humanen hPin1 mit der Phosphospezifität in Verbindung gebracht wird, 

kommt es nach Peptidzugabe zu keinen signifikanten Verschiebungen. Von den shiftenden 
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Aminosäuren wurden Titrationskurven erstellt (Bsp. siehe Abb. 3.50 B) und mit Formel 2.3 

gefittet. Der dadurch erhaltene KD-Wert gibt Auskunft über die Bindungsaffinität zum Liganden. 

Die durchschnittliche Dissoziationskonstante betrug 10 mM, was auf eine sehr schwache 

Bindung hindeutet. 

3.8.4  Untersuchung der Chaperonaktivität der TbPar42-PPIase-Domäne 

Einige Mitglieder der PPIase-Familie [180], wie die bakteriellen Parvuline SurA und PpiD sind 

unabhängig von Ihrer Isomeraseaktivität in der Lage, andere Proteine bei ihrem 

Faltungsprozess zu unterstützen [14, 255, 268] [255]. Dabei übernehmen sie die Rolle eines 

Chaperons. Aus diesem Grund sollte mit einem Chaperonassay die Funktion der TbPar42-

PPIase-Domäne bzw. des kompletten Proteins als Faltungshelfer untersucht werden. Für den 

Versuch wurde die Muskel-Kreatinkinase aus Kaninchen als Modellprotein genutzt. Vorerst 

wird diese in 3 M Guanidiniumhydrochlorid-Puffer vollständig entfaltet. Eine Überführung des 

Proteins in den gleichen Puffer ohne Denaturierungsmittel resultiert in einer vollständigen 

Aggregation des Proteins. Anders ist dieses, wenn sich im Puffer ohne 

Guanidiniumhydrochlorid zusätzlich ein Chaperon befindet. Das Chaperon fördert die korrekte 

Rückfaltung des Proteins und verhindert somit die Aggregation. Im Experiment wurde die 

Aggregation über die Trübung, bzw. ein Absorptionssignal bei 400 nm gemessen. Bei einer 

Aggregationssuppression erwartet man keinen Anstieg der Absorption bei 400 nm.  

 

Abbildung 3.44 Chaperonassay der TbPar42-PPIase-Domäne 

Gezeigt ist die Trübung der Muskel-Kreatinkinase (CK) ohne TbPar42-PPIase im Rückfaltungspuffer 

(schwarze Kurve) sowie mit 1 µM (hellblaue Kurve), 5 µM (mittelblaue Kurve) und 20 µM (blaue Kurve) 

PPIase-Domäne im Rückfaltungspuffer. Die PPIase-Domäne konnte die Aggregation nicht unterbinden oder 

verlangsamen. 

Wie in Abbildung 3.44 zu sehen, konnte die PPIase-Domäne die Aggregation der 

Kreatinkinase nicht unterbinden. Eine Wiederholung des Experimentes mit dem vollständigen 
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TbPar42 zeigte ebenfalls keinen Effekt (Daten nicht gezeigt). Somit konnte die Funktion des 

TbPar42 oder der PPIase-Domäne als Chaperon ausgeschlossen werden. 

3.9 Funktionelle Untersuchung der FHA-Domäne von TbPar42 

Allen bisher entdeckten FHA-Domänen ist gemeinsam, dass sie eine Affinität zu 

phosphoryliertem Threonin aufweisen [98] und auf diese Weise in vielzählige Signalwege 

involviert sind [184]. Für die TbPar42-FHA-Domäne wurde die Bindung eines 

Phosphothreonins mittels NMR in einer Titrationsreihe mit dem Peptid Suc-Ala-pThr-Pro-Ala-

NH2 untersucht, da mit dem gleichen Peptid Bindungsstudien mit der PPIase-Domäne 

durchgeführt wurden. Das Peptid wurde bis zu einer Gesamtkonzentration von 13 mM titriert 

und die Gesamtverschiebung der HN-Signale in den 1H15N-HSQC Spektren berechnet. 

Aminosäuren, die einen Gesamtshift >0,04 ppm zeigten, sind in Abbildung 3.45 A dargestellt.  

 

Abbildung 3.45 Bindung des Suc-Ala-pThr-Pro-Ala-NH2-Peptids an die TbPar42 NterFHA-

Domäne 

A: Oben ist die Sekundärstrukturverteilung der NterFHA-Domäne aufgeführt (roter Zylinder: Helix, gelber 

Pfeil: β-Strang, Strich: unstrukturiert). Unterhalb ist die Gesamtverschiebung pro Aminosäure nach Zugabe 

von 13 mM Peptid aufgeführt. Orange gefärbt sind Aminosäuren mit einer HN-Gesamtverschiebung 

>0,04 ppm. B: Die Aminosäuren mit der HN-Gesamtverschiebung >0,04 ppm sind in der cartoon-Darstellung 

der NterFHA-Struktur orange gefärbt und beschriftet. C: Von der NterFHA-Domäne in der Orientierung wie 

in B ist die elektrostatische Oberfläche (erstellt mit YASARA nach der Particle Mesh Ewald Methodik) zu 

sehen. Der Farbgradient kennzeichnet das Ladungsvorzeichen und die Energiedichte, wobei dunkelrot  

zu einer maximal negativen Ladung (-150 kJ/mol), grau zu neutraler (0 kJ/mol) und dunkelblau zu einer 

maximal positiven Ladung (+150 kJ/mol) gehört. 
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Durch das Anzeigen der zum Bindungsepitop gehörenden Aminosäuren in der NterFHA-

Struktur ist zu erkennen, dass diese zu den Loopregionen gehören. An der Bindung beteiligt 

sind Aminosäuren des β6-β7-Loops (133S-136G) sowie das Isoleucin 144 im Loop β8-β9. Ein 

Sequenzabschnitt (106E, 107H, 110I-114H) um das Serin 112 im β4-β5-Loop reagierte 

ebenfalls auf die Peptidzugabe. Zusätzlich kam es bei Arginin 97 und Serin 98 im β3-β4-Loop 

sowie bei Serin 163 im β10-β11-Loop zu einer Änderung der chemischen Umgebung. In der 

elektrostatischen Oberfläche (Abbildung 3.45 C) der NterFHA-Domäne ist die positive 

Ladungsverteilung der Loopregionen zu erkennen, welche eine Bindung der negativen 

Phosphatgruppe begünstigt. Es besteht eine Affinität zum Phosphothreonin, jedoch liegt die 

durchschnittliche Dissoziationskonstante bei 5,4 mM.  

3.9.1 Titrationen mit Ala-Glu-Ala-pThr-Ala-Glu-Xaa-Peptiden 

Die schwache Bindung des Suc-Ala-pThr-Pro-Ala-NH2-Peptids an die NterFHA-Domäne 

könnte die Favorisierung einer bestimmten Aminosäure an +3-Position („pT+3 Regel“) nach 

dem phosphorylierten Threonin von Seiten der FHA-Domäne zur Ursache haben [54, 142]. 

Um dieses zu testen, wurden fünf Peptide mit unterschiedlichen Aminosäuren (Xaa: Aspartat, 

Isoleucin, Valin, Serin oder Glutamin) an der dritten Position entworfen. Das Peptidgrundgerüst 

bestand aus Ala-Glu-Ala-pThr-Ala-Glu-Xaa. Zum einen passt das negativ geladene 

Grundgerüst sehr gut zu der positiven Ladung der Loopregionen in der TbPa42-FHA-Struktur 

und zum anderen stellt es ein ähnliches Bindemotiv der FHA1-Domäne aus Rad53p dar, 

welches über Peptidbibliotheken ermittelt wurde und die Sequenzabfolge Asp-Ala-Glu-pThr-

Val-Glu besitzt [54]. Die FHA1-Domäne des Hefeproteins ist eine der meistuntersuchten, was 

einen genauen Vergleich der Bindeepitope ermöglicht.  

In einer Titrationsreihe wurde jedes Peptid schrittweise bis zu einer Endkonzentration von 

8 mM zu der TbPar42-NterFHA (250 µM) zugegeben. Nach jedem Schritt wurde ein 1H15N-

HSQC-Spektrum aufgenommen. Die Auswertung der chemical shift perturbation des letzten 

Titrationsschrittes (Abbildung 3.46) zeigte das gleiche Muster wie nach der Titration mit dem 

Peptid, das nur die NH2-Gruppe an der +3-Position aufwies. Erneut waren die zuvor erwähnten 

Loopregionen mit zusätzlichen Shifts im β10-β11-Loop an der Bindung beteiligt.  
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Abbildung 3.46 Bindung der Ala-Glu-Ala-pThr-Ala-Glu-Xaa-Peptide an die TbPar42 NterFHA-

Domäne 

Dargestellt ist die addierte Gesamtverschiebung pro Aminosäure nach Zugabe von 8 mM Ala-Glu-Ala-pThr-

Ala-Glu-Xaa-Peptid. Xaa steht dabei für Serin, Valin, Glutamin, Aspartat oder Isoleucin. Die Loops, in denen 

die Aminosäuren einen Gesamtshift >0,04 zeigen, sind farbig hinterlegt und in der Struktur (grün, cartoon-

Darstellung) markiert.  

Eine ausgeprägte Präferenz zu einer der getesteten Aminosäuren an der pT+3-Stelle gab es, 

den durchschnittlichen KD-Werten zufolge, nicht. Diese liegen weiterhin im milimolaren 

Bereich. Eine Tabelle mit den durchschnittlichen KD-Werten für die getesteten Aminosäuren 

an Position +3 im Peptid ist in Tabelle 3.3 zusammengefasst. 

Tabelle 3.3 Durchschnittliche Kd-Werte nach Titrationen mit Ala-Glu-Ala-pThr-Ala-Glu-Xaa-

Peptiden 

Xaa Serin Aspartat Valin Isoleucin Glutamin 

Kd [mM] 3,1 3,4 3,9 4,1 5,4 

  

3.9.2 Fluoreszenz-Anisotropie-Studien  

Obwohl sie sich sequentiell unterscheiden, ist die Struktur der FHA-Domänen stark 

konserviert. Eine Suche mit dem DALI-Programm [99] nach verwandten Proteinstrukturen und 

der TbPar42-NterFHA-Domäne als Vorlage, ergab eine Ähnlichkeit zu FHA-Domänen aus 

unterschiedlichen Proteinen und Organismen. Der beste Treffer entspricht der FHA-Struktur 

des humanen Kanadaptin-Proteins (kidney anion exchanger adaptor protein) (siehe 

Tabelle 3.4) [266]. Bisher sind jedoch weder Interaktionspartner noch die Funktion der 

Kanadaptin-FHA-Domäne bekannt.  
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Tabelle 3.4 Treffer der DALI-Suche mit der TbPar42-NterFHA als Vorlage 

PDB Z-

Score 

RMSD Seq. 

% id. 

Protein Organismus Struktur 

4H87 13 2,9 37 Kanadaptin Homo sapiens X-Ray 

3VPY 12.2 3,5 37 Dawdle Arabidopsis thaliana X-Ray 

2JPE 12.1 2,7 35 NIPP1 Mus musculus NMR 

2JKD 10,2 2,7 23 PML1 splicing factor S. cerevisiae X-Ray 

4JON 10,1 2,8 22 centrosomal protein 170kDa Homo sapiens X-Ray 

3ELV 9.9 2.6 25 Pml1p S. cerevisiae X-Ray 

2AFF 8.8 2.3 26 Ki67 Homo sapiens NMR 

3GGS 8,6 2,8 24 purine nucleoside phosphorylase Homo sapiens X-Ray 

2FF4 8,1 4,2 22 EmbR M. tuberculosis X-Ray 

5A8I 7,8 2,9 20 ArnA S. acidocaldarius X-Ray 

2PIE 7,8 3,3 28 RNF8 Homo sapiens X-Ray 

2UNM 7,7 3,2 22 MDC1 Homo sapiens X-Ray 

5DJO 7,6 16,2 15 Kinesin-3 KIF13A Mus musculus X-Ray 

3I0M 7,5 2,9 19 Nbs1 S. pombe X-Ray 

2GIL 7,5 2,7 17 GTPase Rab6A Homo sapiens X-Ray 

3MDB 7,5 2,7 19 centaurin alpha-1, KIF13B Homo sapiens X-Ray 

1YJ5 7,5 3,5 13 polynucleotide kinase Mus musculus X-Ray 

2JQL 7,4 5,6 24 Dun1 S. cerevisiae NMR 

3OUN 7,4 2,8 24 FHA_A M. tuberculosis X-Ray 

1G6G 7,3 3,0 27 RAD53P-FHA1 S. cerevisiae X-Ray 

2W3O 7,5 3,5 14 PNKP Homo sapiens X-Ray 

 

Die TbPar42-FHA besitzt eine annähern hohe Sequenzähnlichkeit zu den FHA Domänen aus 

dem pflanzlichen Dawdle-Protein (39 %), sowie dem NIPP1-Protein aus der Maus (35 %). Den 

RMSD-Werten zur Folge ist die Struktur der TbPar42-FHA der NIPP1-FHA Struktur 

verwandter. Der nukleare Inhibitor der Proteinphosphatase 1 besitzt am N-Terminus eine FHA-

Domäne, die Interaktionen mit dem Splicingfaktor SAP155 eingeht [20]. Dafür entscheidend 

ist ein Threonin-Prolin-reicher Bereich im Sap155 Protein [20]. Ein Dekapeptid (308-318) aus 

dieser Region, welches an Position 313 ein phosphoryliertes Threonin besitzt, war jedoch in 

der Lage, die Komplexbildung zwischen NIPP1 und SAP155 zu unterbinden, indem es 

kompetitiv an die phosphobindenden Loops der NIPP1-FHA bindet. Eine BLAST-Suche mit 

anschließendem Sequenzalignment zeigte, dass das Threonin 313 in dem SAP155-Homolog 

in T. brucei (Sequence ID: ref|XP_829247.1) konserviert ist. Um eine mögliche Interaktion der 

TbPar42-NterFHA-Domäne mit dem SAP155-Homolog zu untersuchen, wurde das 10 

Aminosäuren lange Peptid aus TbSAP155 mit der Sequenz GSGpTPMFTGA entworfen. Am 

Peptid war N-terminal ein Fluorophor (Rhodamin-B) konjugiert, welcher Bindungsstudien über  

Fluoreszenz-Anisotropie erlaubt.  
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Das pTPMF-Motiv aus dem SAP155-Homolog konnte zudem in der glycosomalen 

Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase in T. brucei (Sequence ID: ref|XP_822929.1) 

gefunden werden (DDpTPMFVMG), weshalb es ebenfalls, in Fluorophor-markierter Form, 

synthetisch hergestellt wurde.  

 

 

Abbildung 3.47 Affinität der konservierten NIPP1-Bindemotive zur TbPar42-NterFHA-Domäne 
Titrationskurven der NterFHA-Domäne und den Peptiden, die das pTPMF-Motiv enthalten. Graue Kurve steht 

für das Peptid aus SAP155 (KD 870 µM) und die rote Kurve für das Peptid aus GAPDG (KD 960 µM).  

 

Die Messung der Bindung mit dem Peptid aus TbSAP155 ergab einen KD-Wert von 870 µM 

(Abbildung 3.47). Die Dissoziationskonstante, ermittelt für das Peptid aus der TbGAPDG, 

betrug 960 µM. Beide Peptide enthielten das Motiv pTPMF.  
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4 Diskussion 

Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Parvulin stammt aus dem Parasiten Trypanosoma 

brucei und ist 42 kDa groß. Es ist ein Mehrdomänen-Protein mit einer C-terminalen PPIase- 

und einer N-terminalen FHA-Domäne. Die strukturelle Aufklärung des Proteins, sowie die 

Anordnung der einzelnen Domänen sollten Hinweise über die mögliche Funktion von TbPar42 

liefern und zudem einen Vergleich zu bisher untersuchten Parvulin- und FHA- Strukturen 

ermöglichen. 

4.1 Das Trypanosoma brucei Parvulin 42 ist ein Monomer mit unabhängig 

voneinander agierenden Domänen 

Die NMR-spektroskopische Charakterisierung von Proteinen in Lösung ist stark vom 

Molekulargewicht abhängig, was sich auch bei dem zu untersuchenden Parvulin 

widerspiegelte. Sein relativ hohes Molekulargewicht führt zu schneller transversaler 

Relaxation mit daraus resultierenden breiten Resonanzlinien. Im 1H15N-HSQC-Spektrum des 

vollständigen Proteins waren nur ein Drittel der 358 zu erwartenden Signale zu sehen. Aus 

diesem Grund wurde ein TROSY-Spektrum einer deuterierten Probe des TbPar42-Proteins 

aufgenommen. In diesem Spektrum waren nahezu alle zu erwartenden Signale des Parvulins 

zu sehen. Die Expression in D2O minderte aber die Proteinausbeute erheblich, weshalb das 

Gesamt-TbPar42 aus Kosten- und technischen Gründen nicht NMR-spektroskopisch 

untersucht werden konnte. Dagegen ließen sich die einzelnen Domänen, die PPIase-Domäne, 

NterFHA-Domäne und der Linker, separat strukturell und funktionell charakterisieren. Ein 

Vergleich der zugeordneten 1H15N-HSQC-Spektren der isolierten Domänen, aufgenommen 

unter identischen Bedingungen mit dem TROSY-Spektrum des vollständigen TbPar42 zeigte, 

dass die Signale beider Spektren sehr gut übereinstimmten. Bis auf wenige terminale 

Aminosäuren der Konstrukte konnte die Zuordnung von insgesamt 353 Signalen auf das 

TROSY-Spektrum übertragen werden. Zudem stellte sich heraus, dass die Signale im 1H15N-

HSQC vom vollständigen Protein den Aminosäuren des weitgehend unstrukturierten Linkers 

angehörten. Aus beiden Beobachtungen lässt sich schließen, dass die Domänen im Protein 

unabhängig voneinander agieren und der Linker flexibel und unstrukturiert zwischen den 

Domänen liegt. Diese „Perlenketten“-Theorie der „aufgereihten Domänen“ hätte eine 

Vergrößerung des hydrodynamischen Radius des Gesamtproteins im Vergleich zu einer 

kompakten Domänenanordnung zur Folge, was das berechnete zu hohe Molekulargewicht 

des TbPar42 in der analytischen Gelfiltration erklären würde. Da Signale der Aminosäuren, 

die an einem Dimerinterface beteiligt wären (oder Oligomer), eine signifikante Verschiebung 

im HSQC-Spektrum aufweisen würden, kann eine Di-/Oligomerisierung des Proteins 

ausgeschlossen werden. Zusätzlich wäre im Falle einer Multimerisierung zu erwarten, dass 
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aufgrund des sehr hohen Molekulargewichts, trotz Deuterierung nicht mehr alle Signale im 

TROSY-Spektrum sichtbar wären. Aus all dem kann geschlussfolgert werden, dass das 

TbPar42 unter den gewählten Bedingungen als Monomer vorliegt, in dem die Domänen 

aneinandergereiht über einen flexiblen Linker verbunden sind.  

4.2 Vergleich der PPIase-Domäne aus TbPar42 mit weiteren PPIasen 

2010 entdeckten Goh et al. in der genomischen Datenbank von T. brucei zwei potentielle 

Homologe des humanen Pin1 [76]. Die NMR-Struktur des kleineren 115 Aminosäuren langen 

und nur aus der PPIase-Domäne bestehenden TbPin1 wurde zwei Jahre später von Sun et al. 

gelöst [234]. TbPin1 ist wie erwartet eine aktive PPIase, welche die cis/trans-Isomerisierung 

von phosphorylierten Aminosäuren vor dem Prolin katalysiert [76, 234] Das zweite potentielle 

Homolog ist das größere TbPar42, welches am C-Terminus ebenfalls über eine PPIase-

Domäne verfügt. Die strukturelle Aufklärung dieser Domäne erfolgte im Rahmen dieser Arbeit 

und die NMR-Struktur ist in der Protein-Datenbank unter dem Code 2MNT hinterlegt. Die 

PPIase-Domäne von TbPar42 ist 120 Aminosäuren lang und ein globulär gefaltetes Protein, 

welches in Lösung als Monomer vorliegt. Die Anordnung der vier β-Stränge und vier α-Helices 

entspricht der typischen Parvulinfaltung [62].  

Die TbPar42-PPIase-Domäne weist eine höhere Strukturähnlichkeit zu phosphoselektiven als 

zu nicht-phosphoselektiven Parvulinvertretern auf (Abbildung 4.1). 

 

Abbildung 4.1 Vergleich der TbPar42-PPIase Domäne mit den phosphoabhängigen PPIasen aus 

TbPin1 und hPin1, sowie mit der phosphounabhängigen humanen PPIase Par14  

A: Überlagerte Strukturen der PPIase Domänen von TbPin1(2LJ4) rosa, TbPar42 (2MNT) blau und hPin1 

(1NMW) beige zu sehen. B: PPIase Domäne von TbPar42 (2MNT) blau überlagert mit der PPIase des hPar14 

(3UI4) in Grau dargestellt. Unterschiede sind in den Loops zwischen α1-α2 und β1-α1 zu sehen.  

Wie das bestuntersuchte phosphospezifische humane Pin1 zeigt auch die TbPar42-PPIase 

einen verlängerten β1-α1-Loop (Abbildung 4.1 A), welcher in hPin1 mit der Phosphospezifität 

in Verbindung gebracht wird [195]. Im Unterschied zu hPin1, aber auch zum nicht-
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phosphospezifischen humanen Parvulin hPar14 (Abbildung 4.1 B), ist in der TbPar42-PPIase 

der α1-α2-Loop ebenfalls verlängert. Die Sekundärstrukturelemente haben in allen Strukturen 

die gleiche Anordnung und variieren lediglich in der Länge. Trotz der höheren Ähnlichkeit zu 

phosphospezifischen Parvulinen konnten schon Goh et al. und Erben et al. zeigen, dass 

TbPar42 kein typisches Pin1-Parvulin ist [60, 76]. Zum einen war es nicht in der Lage, das 

Pin1-Homolog Ess1 in Temperatur-sensitiven Hefezellen zu substituieren und zum anderen 

zeigte es keine Aktivität gegenüber dem TbPin1-Substrat, welches phosphoryliert war [234]. 

Das Fehlen der Isomeraseaktivität gegenüber einem Phosphothreonin vor dem Prolin konnte 

auch im Rahmen dieser Arbeit bestätigt werden. Das EXSY-Experiment mit dem Suc-Ala-

pThr-Pro-Ala-NH2-Peptid zeigte nach Zugabe der PPIase aus hPin1 klare Kreuzsignale 

zwischen den Prolin-Hδ-Atomen des cis- und trans-Zustandes. Stattdessen fehlten die 

Kreuzsignale nach Zugabe der TbPar42-PPIase auch nach Variation der Mischzeit oder 

längerer Aufnahme der Spektren (Abbildung 3.40). Eine Aktivität für ein Phosphoserin-Prolin-

Motiv konnte mit einem Protease-gekoppelten PPIase-Assay ebenfalls ausgeschlossen 

werden (Abbildung 3.41 A). Weiterhin wurden Peptide mit positiven (Arg/Lys-Pro), negativen 

(Asp/Glu-Pro), polaren (Gln/Ser-Pro) und unpolaren (Phe-Pro) Resten vor dem Prolin als 

potentielle Substrate getestet. Für die TbPar42-PPIase war für keines der Peptide eine 

Isomeraseaktivität festzustellen (Abbildung 3.41 B). Da mit einem Chymotrypsin-Verdau 

ausgeschlossen werden konnte, dass die PPIase während des Assays von der Protease 

angegriffen wird, deuten alle Ergebnisse auf das Vorhandensein einer katalytisch inaktiven 

PPIase-Domäne in dem Trypanosoma Parvulin 42 hin. Eine fehlende Isomeraseaktivität wurde 

bereits für die bakteriellen periplasmatischen PPIasen SurA und PpiD beschrieben [14, 255]. 

Stattdessen konnte aktivitätsunabhängig gezeigt werden, dass einige PPIasen die Faltung 

anderer Proteine unterstützen und somit als Faltungshelfer fungieren [180, 248]. Dass das 

TbPar42 wahrscheinlich keine Chaperonfunktion übernimmt, kann aus dem 

Rückfaltungsexperiment der Muskel-Kreatinkinase geschlossen werden. Die Aggregation der 

Kreatinkinase (Abbildung 3.44) wurde auch in Anwesenheit des vollständigen TbPar42 oder 

der isolierten PPIase-Domäne nicht verhindert.  

Im Gegensatz zu TbPar42 gibt es im einzelligen Schleimpilz Dictyostelium discoideum ein, 

FHA- und PPIase-Domäne enthaltendes Parvulin (DdPinA), das sehr wohl Isomeraseaktivität 

zeigt. Die PPIase-Domäne des DdPinA ist für phosphorylierte Aminosäuren vor dem Prolin 

katalytisch aktiv [31]. Ein Vergleich der TbPar42-PPIase-Sequenz mit der PPIase des 

Schleimpilzes sowie mit weiteren aktiven phosphoselektiven PPIasen zeigt, dass, anders als 

für die TbPar42-PPIase, in der PPIase des Schleimpilzes alle Reste, die in Pin1 mit der 

katalytischen Aktivität in Verbindung stehen, konserviert sind (Abbildung 4.2). 
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Abbildung 4.2 Sequenzvergleich der TbPar42-PPIase Domäne mit verschiedenen aktiven 

phosphoselektiven PPIase-Domänen 

Blau umrahmt sind Reste des basischen Clusters im β1-α1-Loop. Grün umrandet sind Aminosäuren der 

hydrophoben Prolin-Bindetasche und rot umrandet sind Reste der katalytischen Tetrade. Für die 

Überlagerung wurden folgende PDB- oder Sequenz-IDs benutzt: TbPar42 (2MNT), TbPin1 (2LJ4), CaEss1 

(1YW5), AtPin1 (1J6Y), hPin1 (1NMW) und DdPinA UniProt Q55EZ0-1. 

Der ursprünglich beschriebene Katalyse-Mechanismus für die hPin1-PPIase beruht auf einem 

nukleophilen Angriff des Cysteins 113-Sγ auf den Carbonylkohlenstoff des Substrats 

(Abbildung 4.3). Im ersten Schritt wird das Substrat in der cis-Konformation im 0°-Winkel vom 

Enzym gebunden. Anschließend entzieht das deprotonierte Histidin 59 dem Cystein ein 

Proton, wodurch dieses aktiviert wird und die neu entstandene Thiolatseitenkette den 

nuklophilen Angriff auf den Carbonylkohlenstoff ausübt (Schritt 2). Die Reaktion führt zur 

Drehung des Substrats (90°-Winkel) und zur Ausbildung eines intermediären tetrahedralen 

Zustandes (Schritt 3). Die aus der Reaktion resultierende negative Ladung am 

Carbonylsauerstoff wird durch elektrostatische Wechselwirkungen mit dem protonierten 

Histidin 157 und dem Serin 154 stabilisiert. Im letzten Schritt 4 relaxiert das energiereiche 

Intermediat entweder in den Grundzustand oder in die trans-Konformation (180°-Winkel) [195]. 

 

Abbildung 4.3 Ursprünglich beschriebener Isomerisierungsmechanismus der hPin1-PPIase 

Schritt 1-4 zeigt den ursprünglich beschriebenen Mechanismus der Isomerisierung des Substrats über den 

nukleophilen Angriff des Cysteins 113 auf das Carbonykohlenstoffatom, indem es vorher vom Histidin 59 

aktiviert wird. Das zweite Histidin 157 und das Serin 154 stabilisieren die negative Ladung am 

Carbonylsauerstoff und ermöglichen die Relaxation des Substrates in den Grund (cis)- oder trans-Zustand. 

[195] 
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Die zwei Histidine, das Cystein sowie das Serin bilden demnach die katalytische Tetrade des 

hPin1 (Abbildung 4.4 A). Das prominente Cystein sowie das duale Histidinmotiv sind auch in 

der TbPar42-PPIase vorhanden. Lediglich das Serin ist durch ein Leucin ersetzt 

(Abbildung 4.4 C). 

 

Abbildung 4.4 Katalytische Tetrade in den PPIasen von hPin1, hPar14 und TbPar42 

A: Die katalytische Tetrade der hPin1-PPIase (1NMW) bestehend aus His59, His157, Ser154 und Cys113 

zu sehen. B: Die katalytische Tetrade mit den zwei Histidinen (H42, H123), F120 und D74 in hPar14 (3UI4). 

C: Die mögliche katalytische Tetrade der TbPar42-PPIase mit dem dualen Histidinmotiv (H271, H377), dem 

Cys113 und dem Leu374 zu sehen. 

Diese Substitution dürfte jedoch nicht für die fehlende Aktivität der TbPar42-PPIase 

verantwortlich sein, da in nicht-phosphospezifischen Parvulinen, wie dem Par14, an der 

besagten Position ein Phenylalanin vorzufinden ist (Abbildung 4.4 B) [214]. Auch die 

Notwendigkeit der anderen Reste der katalytischen Tetrade wurde seit der Theorie des 

Isomerisierungsmechanismus für hPin1 stark diskutiert. Mutationsstudien an den zwei 

Histidinen zeigten, dass nur das erste Histidin für die Ausbildung einer Wasserstoffbrücke von 

entscheidender Bedeutung ist [15] und dass beide Histidine eher für die strukturelle Stabilität 

als für die katalytische Aktivität der PPIase-Domäne verantwortlich sind [6]. Zudem wird die 

Rolle des Cysteins als Nukleophil in Frage gestellt [128]. Während die C113D-Mutante in 

Komplementationsstudien mit Ess1 aus der Hefe den Wildtyp ersetzen konnte [171, 262] und 

über Isomeraseaktivität verfügt [15], führte eine C65A-Mutante im TbPin1 zum Verlust der 

katalytischen Aktivität [234]. Da anstelle des Cysteins in nicht Pin1-Typ-PPIasen mit 

Ausnahme des E. coli Par10 [122] ein Aspartat vorhanden ist [95, 214], wird angenommen, 

dass das Cystein bzw. Aspartat für die Destabilisierung des partiellen 

Doppelbindungscharakters der Peptidbindung zuständig ist, indem es eine negativ geladene 

Umgebung aufrechterhält und somit die Rotation um die Substrat-Amidbindung ermöglicht. 

2011 zeigten Müller et al. mit einem Par14-Kristall ein Modell des Protonennetzwerkes, 

welches das bisher unerwähnte Threonin 118 miteinbezieht [171]. Mutationen des Threonins 

zu einem Serin wirkten sich nur geringfügig auf die PPIase-Aktivität aus, während 
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Alaninmutanten zwar keinen großen Einfluss auf die Proteinstabilität hatten, jedoch die 

Aktivität signifikant verminderten [171]. Dieses Threonin ist auch in TbPar42 im kurzen β3-

Stang vorhanden, mit der gleichen Orientierung zum Proteininneren wie in hPin1 oder hPar14. 

Somit würde die TbPar42-PPIase alle für die katalytische Aktivität als bedeutsam 

angenommenen Reste enthalten. 

Ein weiteres Merkmal Pin1-typischer Parvuline ist der basische Cluster im β1-α1-Loop. Die 

bedeutende Region besteht in hPin1 aus den Aminosäuren Lys63, Arg68 und Arg69 [15, 195] 

und soll für die Interaktion mit der Phosphatgruppe des Substrats relevant sein [147, 239] oder 

eine negativ geladene Aminosäure vor dem Prolin als Substrat bevorzugen. Neuere Studien 

belegen, dass die Wechselwirkung mit dem Phosphat über das Lys63 gewährleistet wird und 

dass die zwei Arginine nicht evolutionär konserviert sind [15]. So ist das zweite Arginin in dem 

Candida albicans Ess1 durch ein Lysin [140] und in den Trypanosoma-Homologen TbPin1 und 

TcPin1 durch ein Asparagin ersetzt [58, 234]. Bei der TbPar42-PPIase besteht der basische 

Cluster wie bei hPin1 aus einem Lysin und zwei Argininen. Deshalb erscheint es umso 

interessanter, dass die TbPar42-PPIase die Isomerisierung eines Phosphopeptids nicht 

katalysiert.  

Pflanzliche phospho-selektive Parvuline haben in der Nähe des aktiven Zentrums eine vier 

Aminosäuren lange Erweiterung, welche für die Interaktion mit dem Substrat wichtig ist [271]. 

Auch TbPar42 verfügt an zwei Stellen über vier Aminosäuren lange Einschübe, zum einen im 

β1-α1-Loop und zum anderen am Ende der ersten Helix zum α1-α2-Loop hin. Goh et al. konnten 

jedoch mit Deletionsstudien zeigen, dass die Einschübe keinen Einfluss auf die Inaktivität des 

TbPar42-Parvulins haben [76].  

Obwohl für die TbPar42-PPIase keine Isomeraseaktivität nachgewiesen werden konnte, so 

waren in Titrationsexperimenten mit dem Phosphopeptid Suc-Ala-pThr-Pro-Ala-NH2 

chemische Verschiebungen der Aminosäuren in der kurzen und etwas flexibleren Helix 3, der 

Helix 4, dem β2-Strang sowie den Loops zwischen β2-α4 und β3-β4 zu beobachten 

(Abbildung 3.42). Änderungen der chemischen Umgebung in den zuvor erwähnten Regionen 

sind für andere Parvuline als charakteristisch bei einer Substratbindung beschrieben [95, 195]. 

Ein Unterschied zu bisherigen Veröffentlichungen über die Bindung eines Phosphopeptids 

sind fehlende Shifts im phosphobindenden β1-α1-Loop [12, 234]. Eine mögliche Erklärung 

wäre, dass dadurch, dass das Protein während der Titration in 50 mM Kaliumphosphat-Puffer 

vorlag, die Bindestellen des basischen Clusters schon durch das Phosphat aus dem Puffer 

besetzt waren. Bei TbPin1 war zudem nach der Titration mit dem Phosphopeptid ein starker 

Shift des Methionins 83 zu beobachten [234]. Dieses Methionin ist vor allem unter den 

phosphatspezifischen Parvulinen konserviert und bildet zusammen mit dem Leucin122 (hPin1) 

und Phenylalanin134 (hPin1) die hydrophobe Prolinbindetasche aus [62]. In der TbPar42-

PPIase ist die Stelle des Methionins130 (hPin1) mit Tyrosin350 (TbPar42) besetzt 
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(Abbildung 4.5). Das Tyrosin hat zwar die gleiche Orientierung wie das Methionin, jedoch 

nimmt die Ringstruktur mehr Platz in der Bindetasche ein, wodurch eine sterische Hinderung 

für die Substratbindung entstehen könnte. 

 

 

Abbildung 4.5 Prolin-Bindetasche der hPin1- und TbPar42-PPIase 

Überlagert dargestellt sind die PPIase des hPin1 und das Ala-Pro Dipeptid (orange) (1PIN) mit der TbPar42-

PPIase (2MNT). Die hydrophobe Prolin-Bindetasche besteht in hPin1 aus dem Met130, Leu342 und Phe354 

(beige). Das Met130 ist in der Prolinbindetasche der TbPar42-PPIase (blau) durch Tyrosin350 ersetzt. 

Wie wichtig ein definiertes Ausmaß der Bindetasche für die Funktionalität der PPIase ist, 

wurde erst kürzlich für das archaeale Parvulin NmPin beschrieben [157]. Somit könnte die 

Substitution des Methionins durch ein Tyrosin in der Prolin-Bindetasche der TbPar42-PPIase 

ein Grund für deren fehlende Aktivität sein. 

4.3 Vergleich der FHA-Domäne aus TbPar42 mit weiteren FHA-Domänen 

Über einen langen Linker von der PPIase-Domäne getrennt, befindet sich in TbPar42 

N-terminal gelegen eine FHA-Domäne. Bisher wurden FHA-Domänen in 

Transkriptionsfaktoren, Kinasen, Phosphatasen, Kinesinen, RNA-Bindeproteinen und 

metabolischen Enzymen [52, 141] und erst vor kurzem auch in Parvulinen von einigen 

Einzellern identifiziert [60, 164, 247]. Die FHA-Domäne des Trypanosoma Parvulins 42 wurde 

zusammen mit dem N-Terminus des Proteins untersucht und strukturell aufgeklärt. Die NMR-

Struktur ist in der Proteindatenbank unter dem Code 2N84 hinterlegt. Der N-Terminus des 

Proteins ist unstrukturiert und sehr flexibel. Den 15N-Relaxationsstudien zur Folge entfallen die 

ersten 30 Aminosäuren des Proteins auf den N-Terminus und die weiteren 143 Reste auf die 

FHA-Domäne. Die FHA-Domäne des TbPar42-Proteins ist ein globulär gefaltetes Protein, 

welches in Lösung als Monomer vorliegt. Zu der typischen Faltung in Form eines 11-strängigen 
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β-Faltblatt-Sandwiches, in dem die β-Stränge über Loops miteinander verbunden sind [88], 

sind auf der Seite des 5-strängigen Faltblattes drei kurze Helices zu finden. N- oder C-

terminale helikale Erweiterungen sind auch bei anderen FHA-Domänen vorzufinden [25]. Über 

diese finden keine Interaktionen mit Partnerproteinen statt, jedoch sind sie für die Funktion von 

FHA-Domänen essentiell [53, 98]. Zusätzlich weisen einige FHA Strukturen, wie die N-

terminale Domäne der Kinase Rad53 aus der Bäckerhefe oder der humanen Kinase Chk2, 

helikale Insertionen in den Loop-Regionen auf [53, 139]. FHA-Domänen sind 

Phosphothreonin-Bindemodule, in denen die Loopregionen die entscheidende Rolle der 

Substrat-Erkennung und -Bindung übernehmen [51, 54]. Obwohl sie sich sequentiell stark 

voneinander unterscheiden, so gibt es aus struktureller Sicht kaum Unterschiede zwischen 

den FHA-Domänen aus diversen Proteinen [88, 274, 275]. Über sequentielle und strukturelle 

Überlagerungen wurden 5 konservierte Aminosäuren identifiziert (Abbildung 4.6), die auf drei 

aufeinanderfolgende Loops β3-β4, β4-β5 und β6-β7 verteilt sind und wichtig für die Interaktion 

mit einem Phosphopeptid sind [141].  

 

Abbildung 4.6 Sequenzvergleich verschiedener FHA-Domänen 

In Gelb dargestellt sind β-Stränge und in Rot Helix-Bereiche. Lila umrahmt sind konservierte Reste, die an 

der Bindung eines Phosphomotivs beteiligt sind. Vor dem Proteinnamen ist der PDB-Code der FHA Struktur 

zu finden. Die Nummerierung des Sequenzbereiches ist in Klammern zu sehen. 

Das Arginin (β3-β4-Loop) und das Serin (β4-β5-Loop) bilden ein Wasserstoffbrücken-Netzwerk 

mit der Phosphatgruppe des Phosphothreonins aus [158]. Reste der genannten Loopregionen 

zeigen auch bei der TbPar42-FHA-Domäne starke chemische Verschiebungen der 

Amidprotonen nach Titrationen mit Phosphothreonin enthaltenden Peptiden (Abbildung 3.45 

und Abbildung 3.46). Für das konservierte Glycin am Ende des β3-Strangs konnte gezeigt 

werden, dass es Interaktionen mit dem konservierten Histidin im β4-β5-Loop eingeht und somit 

die Architektur der Bindestelle stabilisiert [141]. Zudem bildet das Histidin Wasserstoffbrücken 
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zu Resten im β4-β5- und β6-β7-Loop aus und trägt somit zusätzlich zur kompakten Faltung der 

FHA-Domänen bei [54]. Mutationsstudien am besagten Histidin in der FHA1-Domäne der 

Checkpoint-Kinase Rad53p aus S. cerevisiae führten zum Zusammenbruch des Netzwerks 

und verhinderten somit die Bindung eines Phosphomotivs [51]. In der TbPar42-FHA Struktur 

übernimmt das Histidin 124 die stabilisierende Funktion, da es ist in der gleichen Orientierung 

und mit räumlicher Nähe zu den Loopregionen wie in der Hefe-FHA1-Struktur vorzufinden ist. 

Der fünfte konservierte Rest entspricht einem Asparagin im β6-β7-Loop. Bei einigen FHA-

Domänen, darunter auch der Kanadaptin-FHA-Domäne ist das Asparagin in dem β6-β7-Loop 

durch ein Histidin ersetzt. Das Asparagin/Histidin in der FHA-Domäne ist für die 

Peptidwechselwirkung mit dem Rest an den +1 und +3 Positionen nach dem phosphorylierten 

Threonin wichtig [184, 266]. Die Favorisierung einer bestimmten Aminosäure an der dritten 

Stelle führt zur Aufstellung der „pT+3 Regel“, wodurch FHA-Domänen bis auf wenige 

Ausnahmen nach ihrer Präferenz zu pTXXD- oder pTXXI/V/L-Motiven unterteilt werden. Die 

Bevorzugung von bestimmten Aminosäuren nach einem phosphoryliertem Rest wurde bereits 

bei SH2-Domänen beschrieben [228]. Diese sind als Bindemodule von phosphoryliertem 

Tyrosin bekannt und in vielen Adaptorproteinen vorhanden [201]. Eine weitere Gemeinsamkeit 

der SH2- und FHA-Domänen ist die kaum auftretende konformationelle Änderung nach 

Bindung eines Phosphomotivs [88]. 

Zusätzlich erinnert der FHA-Kern von der strukturellen Anordnung der β-Stränge an MH2-

Domänen, die in SMAD-Transkriptionsfaktoren vertreten sind und als Phosphoserin-

Bindemodule in TGFβ-Signalwegen involviert sind. [54, 88]. Die genannten Bindemodule 

einschließlich der FHA-Domänen könnten somit aus einer Proteinfamilie hervorgegangen 

sein, welche sich evolutionär auf die selektive Erkennung einer bestimmten phosphorylierten 

Aminosäure spezialisierten [88]. Der Grund weshalb FHA-Domänen, anders als die WW-

Domäne bei Pin1 [151, 267], zwischen einem Phosphoserin und Phosphothreonin 

unterscheiden und bevorzugt an Phosphothreonin-Epitope binden [53] ist, dass an der 

Bindung des phosphorylierten Threonins hauptsächlich Loops beteiligt sind. Dabei 

übernehmen die konservierten Reste der Loopregionen die entscheidende Funktion der 

Bindung. Es kommt zu vielzähligen Van-der-Waals Interaktionen mit der Methylgruppe des 

Phosphothreonins [88], wodurch der β-Faltblatt-Kern der FHA-Struktur rigider wird [46, 184]. 

Somit bestimmen die Loops über die Phosphoselektivität, aber auch wie zuvor erwähnt über 

die Bindung an die Sequenz um das Phosphothreonin.  

Für die N-terminale FHA1-Domäne der Rad53p-Kinase wurde über Peptidbibliotheken 

ermittelt, dass die FHA1 einen nanomolaren KD (330 nM) für Peptide mit einem Aspartat an 

der+3 Position nach dem Phosphothreonin aufweist [54]. Die Bevorzugung einer negativ 

geladene Aminosäure an dieser Stelle ist auf das Vorhandensein des Arg83 im β4-β5-Loop 

zurückzuführen [53], da die Guanidiniumgruppe der Seitenkette zwei Wasserstoffbrücken mit 
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der Carboxylgruppe des Aspartats eingeht [54]. Dieses Arginin ist in der TbPar42-FHA nicht 

vorhanden, wodurch der nur auf Phosphothreonin-Bindung-beruhende milimolare KD mit dem 

Ala-Glu-Ala-pThr-Ala-Glu-Asp-Peptid zu erklären wäre. Die C-terminale FHA2-Domäne der 

Rad53p-Kinase zeigt eine Selektivität gegenüber einem Leucin oder Isoleucin an der pT+3 

Position [54, 141, 158]. Diese Präferenz ist durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen 

dem Peptid-Leucin und dem Isoleucin 681 im β10-β11-Loop in der FHA2-Domäne zu erklären 

[26]. Die Stelle des Isoleucins ist in der TbPar42-FHA-Domäne durch ein Phenylalanin (162F) 

besetzt. Im Vergleich zu den restlichen Shifts nach Phosphopeptid-Zugabe zeigt das 

Phenylalanin keine starke chemische Verschiebung der Rückgrat-Resonanz im 1H15N-HSQC 

Spektrum. Da der β10-β11 Loop in der TbPar42-FHA kürzer ist als in der Rad53p-FHA2, könnte 

in der Parvulin-FHA das Serin 164 eine bedeutende Rolle bei der Peptidbindung spielen, da 

es den größten Shift in der genannten Loopregion aufweist. Anders als die Rad53p-FHA2- ist 

die Rad53p-FHA1-Domäne in der Lage, sowohl das pTXXD- als auch das pTXXI-Motiv zu 

binden [54]. Beim letzteren ist nicht das besagte Arginin 83 für die Interaktionen zum Peptid 

wichtig, sondern die hydrophoben Kontakte der angrenzenden Aminosäuren Glycin (135G) 

und Valin (136V) im β10-β11-Loop der FHA1 mit dem Isoleucin des Peptids [141].  

Obwohl die TbPar42-FHA unter Beteiligung der Loops Phosphopeptide erkennt, wurde den 

KD-Werten zur Folge keine Favorisierung einer bestimmten Aminosäure an der pT+3 Position 

festgestellt. Eine mögliche Erklärung wäre, dass die Bindung nicht nur von der pT+3 Regel 

abhängt, sondern dass die Affinität zum Partnerprotein oder Bindepeptid durch drei Reste vor 

dem pT, sowie durch zwei nachfolgende Aminosäuren bis zur +3 Stelle beeinflusst wird [2, 54, 

159]. Des Weiteren gibt es auch FHA-Domänen, die keine pTXXD- oder pTXXI/L/V-Motive 

bevorzugen. So favorisiert die in Pflanzen vorkommende FHA-Domäne der Kinase-

assoziierten Phosphatase Ki-FHA ein Glutamin an der pT+1- und ein Serin an der pT+3 

Position [47]. Die Bindung wird zusätzlich zu den Phosphothreonin-bindenden Loops über den 

langen und flexiblen β8-β9-Loop gewährleistet [47]. Bei der TbPar42-FHA reagiert das 

Isoleucin 144 im β8-β9-Loop sehr stark auf die Zugabe von Phosphopeptiden und in den 15N-

Dynamikstudien fiel es durch eine hohe Flexibilität auf (Abbildung 3.33). 

Bisher konnten für viele FHA-Domänen über synthetisch hergestellte Peptidbibliotheken die 

optimalen Bindesequenzen ermittelt werden. Dabei handelt es sich um Hexa- oder Heptamere, 

die zwar nicht immer mit den Bindeepitopen in biologisch vorkommenden Interaktionspartnern 

übereinstimmen [142, 158, 213], aber erheblich zum Verständnis der Wechselwirkung 

zwischen FHA und Bindepartner beigetragen haben [54, 159]. So konnte gezeigt werden, dass 

die Bindung auf direkten Kontakten zwischen dem Peptid und den Loops der FHA-Domänen 

beruht und dass keine Wassermoleküle an dem Interaktionsnetzwerk beteiligt sind. Zusätzlich 

wurde aus den Holoproteinstrukturen ersichtlich, dass das Peptid in einer charakteristischen, 

gestreckten Konformation gebunden wird [54, 266] (Abbildung 4.7 ).  
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Abbildung 4.7 FHA-Strukturen mit gebundenen Phosphopeptiden 

Zu sehen sind überlagerte FHA-Strukturen (PDB ID: 1G6G, 1J4L, 3POA, 3UNN, 2AFF) in grau. In 

unterschiedlichen Farben dargestellt sind jeweils die an die FHA gebundenen Phosphopeptide, welche stets 

in der gleichen Orientierung an die FHA docken. Orange und in Sticks dargestellt ist das Phosphothreonin.  

Bei der TbPar42-FHA-Domäne kann aufgrund der HNNH-Shifts nach Peptidzugabe in den 

charakteristischen Phosphosequenz-bindenden Loops ein identischer Dockingmechanismus 

erwartet werden. Über Bindungsstudien der Phosphopeptide an FHA-Domänen postulierten 

Durocher et al., dass für repräsentative Aussagen der Bindungsaffinität das Phosphopeptid 

eine Mindestlänge von sechs Resten aufweisen sollte [53]. Da die TbPar42-FHA den 

Titrationsauswertungen zur Folge die pT+3 Regel nicht befolgt, könnte die Peptidlänge der 

getesteten Peptide der Grund für deren geringe Affinität zur FHA-Domäne sein. Solch eine 

Beobachtung wurde für die FHA des Tumormarkers Ki67 [24] mit dem biologischen Target, 

dem nuklearen Bindeprotein hNIFK beschrieben [137]. Der KD-Wert zwischen der Ki67-FHA 

und dem 44-Aminosäuren langen hNIFK-Fragment (hNIFK226-269) betrug 100 µM, wohingegen 

die Dissoziationskonstante zwischen der Ki67-FHA und dem hNIFK-Heptamer260-266 bei 42 mM 

lag [27, 137]. Die Länge des Bindemotivs wäre somit eine mögliche Erklärung warum die 

Dissoziationskonstante der TbPar42-FHA zum Suc-Ala-pThr-Pro-NH2 Peptid etwas höher war 

als zu den Heptapeptiden mit variabler Aminosäure an pT+3 Position. Der KD-Wert zwischen 

der TbPar42-FHA und dem Dekapeptid aus dem SAP155-Homolog in T. brucei war mit 

870 µM noch geringer. Trotzdem ist diese Bindungsaffinität sehr schwach im Vergleich zu 

anderen FHA-Domänen mit ihren Bindesequenzen [54]. 

Außerdem ist es möglich, dass für eine hochaffine Bindung eine sequentielle mehrstellige 

Phosphorylierung des Bindemotivs notwendig ist, wie es bei der Bindung der Ki67- und NIPP1-

FHA-Domäne an deren Bindepartner der Falls ist [20, 27]. Die TbPar42-FHA zeigt eine hohe 
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Strukturübereinstimmung mit der NIPP1-FHA und eine BLAST-Suche in der Proteindatenbank 

von T. brucei mit NIPP1-FHA als Template ergab als einzigen Treffer die FHA-Domäne aus 

dem Parvulin 42. Somit ist es denkbar, dass die zwei FHA-Domänen auch eine funktionelle 

Gemeinsamkeit aufzeigen könnten. Ähnlich wie Ki67-FHA weist auch die FHA-Domäne des 

nuklearen Inhibitors der Proteinphosphatase 1 (NIPP1) keine pT+3 Bevorzugung auf. Die 

N-terminale FHA-Domäne von NIPP1 [176] interagiert mit Regulatoren des mRNA-Splicing-

Prozesses [19, 20] und Boudrez et al. zeigten, dass die Wechselwirkung Phosphorylierungs- 

und Zellzyklus-bedingt ist [19]. Die Interaktion mit dem Splicing-Faktor SAP155, welcher Teil 

des U2 small nuclear Ribonucleoprotein particles ist, erfolgt über einen TP-reichen Bereich 

[20], in welchem mehrere Threonine phosphoryliert sind. Die NIPP1-FHA-Domäne verfügt nur 

über eine Phosphothreonin-Bindestelle, so dass die restlichen pTP-Stellen aus SAP155 zur 

Stabilität des Komplexes beitragen. Zudem konnte gezeigt werden, dass das synthetische 

SAP155-Dekapeptid308-318, mit phosphoryliertem Thr 313 ausreichend ist um kompetitiv die 

Phospho-Bindestelle in der FHA-Domäne zu besetzen und somit die Interaktion zwischen 

SAP155 und NIPP1 zu unterbinden [20]. Ein Großteil der TP-Stellen (darunter auch die 

Bindungsrelevanten) ist in dem Trypanosoma SAP155 konserviert. Da die TbPar42-FHA eine 

Strukturähnlichkeit zur NIPP1-FHA aufweist, wurde die Interaktion des TbSAP155-

Dekapeptids109-119 mit der TbPar42-FHA untersucht. pTPMF, das Kernmotiv des Dekapeptids, 

ist auch in der Glyceraldehyde 3-phosphate-Dehydrogenase (Trypanosoma) zu finden. Die 

Affinität der TbPa42-FHA zu beiden Peptiden ist jedoch kaum unterscheidbar (870 µM und 

960 µM). Zur höheren Affinität würde eventuell ein längeres Fragment mit mehreren 

naheliegenden pTP-Stellen beitragen. Da in der 339 Aminosäuren langen GAPDG nur an 

zwei, weit voneinander entfernten Stellen, ein TP-Motiv zu finden ist, ist die GAPDG als 

möglicher Interaktionspartner der TbPar42-FHA auszuschließen. Ob die TbPar42-FHA 

Wechselwirkungen mit dem Splicing-Faktor eingeht, für die Bindung längere Fragmente mit 

mehrstelliger Phosphorylierung nötig sind und die TbPar42-FHA am mRNA-Splicing involviert 

ist, erfordert weitere Untersuchungen.  
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5 Ausblick 

Die sequentielle Phosphorylierung von Proteinen ist ein wichtiger Mechanismus bei der 

Auswahl des Bindepartners in Protein-Phosphoprotein-Interaktionen [137]. Obwohl FHA-

Domänen mit Ausnahme der Dun1-FHA aus S. cerevisiae [9, 131, 273] nur über eine 

Phoshothreonin-Bindestelle verfügen, kann die Bindung an den Interaktionspartner von einer 

mehrstelligen Phosphorylierung bedingt sein [20, 27]. Interessanterweise binden die NIPP1-

FHA sowie die Ki67-FHA an längere, multiphosphorylierte Fragmente aus biologischen 

Targets, in denen das Phosphothreonin von einem Prolin gefolgt ist [20, 27].  

Phosphothreonin/-Serin-Prolin-Motive werden auch von phosphospezifischen PPIase-

Domänen erkannt und isomerisiert [12, 121]. Da die PPIase-Domäne von TbPar42 katalytisch 

inaktiv ist, jedoch alle notwendigen Reste für eine Phosphospezifität aufweist, könnte diese 

zusätzlich zur FHA-Domäne an der Bindung der mehrstelligen pTP-Motive beteiligt sein, ohne 

diese zu isomerisieren, und somit entweder zur Stabilisierung des FHA-Zielprotein-Komplexes 

beitragen oder als Andockstelle für weitere Interaktionspartner fungieren. Um diesem 

nachzugehen, soll in künftiger Arbeit eine mögliche Interaktion zwischen der TbPa42-PPIase-

Domäne und dem TP-reichen Abschnitt des Splicingfaktors SAP155 aus T. brucei untersucht 

werden, vorausgesetzt die TbPar42-FHA-Domäne bindet spezifisch an ein längeres, 

mehrstellig-phosphoryliertes Fragment (aus TbSAP155). 

Um die Auswahl an biologischen Bindeproteinen einzugrenzen, soll über Peptidbibliotheken 

nach optimalen Bindesequenzen der TbPar42-FHA gesucht werden [184] und die mögliche 

Favorisierung des Prolins an Position +1 nach dem Phosphothreonin kontrolliert werden.  

Da TbPar42 im Zellkern lokalisiert ist [76] und die TbPar42-FHA-Domäne über eine 

ausgeprägte positive Ladungsverteilung aufweist (Abbildung 3.45 C), soll zusätzlich eine 

Interaktion mit Nukleinsäuren überprüft werden. 

Zudem soll die Funktion der TbPar42-PPIase-Domäne als Chaperon mit einem anderen 

Modellprotein wie der Citrat-Synthase und fungierenden Chaperonen wie GroEL, Hsp70 und 

Hsp90 [23] als Positivkontrolle erneut überprüft werden.  

Die potentielle katalytische Tetrade der TbPar42-PPIase unterscheidet sich nur geringfügig 

von der katalytischen Tetrade der katalytisch aktiven PPIase des humanen Pin1 

(Abbildung 4.4). Ein wesentlicher Unterschied besteht in der Prolin-Bindetasche. An der 

Position des Met130 in hPin1 ist in der TbPar42-PPIase ein Tyrosin vorhanden 

(Abbildung 4.5). Eine Substitution des Tyrosins durch ein Methionin soll zeigen, ob dieser Rest 

das Binden des Substrates verhindert und somit einen Einfluss auf die Interaktion zum 

Substrat hat.
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6 Zusammenfassung 

Parvuline gehören zur Gruppe der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPIasen) und 

katalysieren die Isomerisierung von Peptidyl-Prolyl-Bindungen. Sie spielen sowohl bei der 

Proteinfaltung als auch bei der Funktionsregulation anderer Proteine eine wichtige Rolle. 2010 

wurde das 42 kDa große Parvulin aus dem humanen Pathogen T. brucei als neues 

Familienmitglied identifiziert. Das Mehrdomänen-Protein verfügt neben der konservierten C-

terminalen PPIase-Domäne über eine N-terminale FHA-Domäne.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das TbPar42 strukturell sowie funktionell mit NMR-

Spektroskopie charakterisiert. Wegen des hohen Molekulargewichts wurden einzelne 

Teilkonstrukte von TbPar42 (Domänen und der zwischenliegende Linker) exprimiert und deren 

3D-Strukturen in Lösung aufgeklärt. Mit Hilfe von HSQC- und TROSY-Experimenten konnte 

gezeigt werden, dass die strukturierten Domänen im vollständigen Protein über einen 

größtenteils unstrukturierten Linker verbunden sind und nicht miteinander wechselwirken.  

Obwohl die TbPar42-PPIase-Domäne über eine Parvulin-Topologie verfügt und strukturell 

dem humanen phosphospezifischen Parvulin-Vertreter Pin1 ähnelt, konnte gegenüber 

potentiellen phosphorylierten Substraten keine Isomeraseaktivität festgestellt werden. Da in 

Protease-gekoppelten Isomeraseassays auch keine Aktivität gegenüber unphosphorylierten 

Motiven beobachtet wurde, muss bei der TbPar42-PPIase von einer katalytisch inaktiven 

Domäne ausgegangen werden. Anders als für einige prokaryotische Parvuline, ließ sich für 

TbPar42 in einem Rückfaltungs-Assay auch keine Chaperonaktivität nachweisen.  

Die FHA-Domäne des TbPar42 wurde zusammen mit den 30 Aminosäuren des 

vorausgehenden N-Terminus exprimiert und strukturell untersucht. Während der N-Terminus 

flexibel und unstrukturiert ist, ist die FHA-Domäne in Form eines 11-strängigen β-Faltblatt-

Sandwiches gefaltet, mit zusätzlichen helikalen Elementen auf der Seite des 5-strängigen 

Faltblattes. TbPar42-FHA ist in der Lage Phosphothreonin-Peptide zu binden. Wie bei anderen 

FHA-Domänen bekannt, sind auch bei TbPar42 an dieser Bindung hauptsächlich Loop-

Regionen des Proteins beteiligt. Typische FHA-Domänen favorisieren die Bindung von 

Peptiden mit einer bestimmten Aminosäure an der dritten Position nach dem Phosphothreonin 

(pTXXD- oder pTXXI/V/L-Motive). Eine solche Präferenz ließ sich für die TbPar42-FHA in 

NMR-Titrationsstudien mit Heptapetiden nicht belegen.  

Die TbPar42-FHA hat eine hohe strukturelle Übereinstimmung mit der NIPP1-FHA, die eine 

Funktion beim mRNA-Spleißing einnimmt. Ob auch TbPar42-FHA oder das vollständige 

Protein eine Funktion bei der mRNA-Prozessierung hat, muss in weiteren Studien überprüft 

werden. 
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Abstract 

Parvulins belong to the group of peptidyl prolyl cis/trans isomerases (PPIase) and catalyze the 

isomerization of peptidyl prolyl bonds. They play an important role both in protein folding and 

in functional regulation of other proteins. In 2010, the 42 kDa Parvulin from the human 

pathogen T. brucei has been identified as a new member of this protein family. In addition to 

the conserved C-terminal PPIase domain the multi-domain protein posesses an N-terminal 

FHA domain.  

In this work TbPar42 has been structurally and functionally characterized by NMR 

spectroscopy. Because of the high molecular weight of the full length protein, single domain 

constructs of TbPar42, including the intermediate linker, were expressed and their 3D 

structures were determined in solution. HSQC and TROSY experiments showed that the 

structured domains of the full length protein are connected via a largely unstructured linker and 

that the domains do not interact with each other. 

Although the TbPar42 PPIase domain exhibits a parvulin topology and a high structural 

similarity to the human phosphospecific parvulin representative Pin1, no isomerase activity for 

potential phosphorylated substrates was found. Since the PPIase domain didn’t show 

isomerase activity for unphosphorylated motives in protease coupled isomerase assays either, 

we conclude that the PPIase domain of TbPar42 is likely catalytically inactive. Furthermore 

unlike some prokaryotic parvulins, no chaperone activity could be observed in a refolding 

assay. 

The FHA domain of TbPar42 was expressed and structurally analyzed together with the 30 

amino acids long N-terminus. While the N-terminus is flexible and unstructured, the FHA 

domain is folded into an 11-stranded β-sandwich, with additional helical elements flanking the 

5-stranded β-sheet. 

TbPar42-FHA is capable of binding phosphothreonine peptides. In the TbPar42 FHA domain 

mainly loop regions of the protein are involved in peptide recognition, which has been observed 

for other FHA domains as well. Typical FHA domains favor the binding of peptides with a 

specific amino acid at the third position after the phosphothreonine (pTXXD- or pTXXI/V/L 

motives). In NMR titration studies with heptapetides no such preference was observed for the 

TbPar42 FHA domain.  

The TbPar42 FHA domain has a high structural similarity to the FHA domain of the NIPP1 

protein, which has a function in mRNA splicing. Whether the FHA domain of TbPar42 or the 

complete protein has a role in mRNA processing as well must be examined in further studies. 
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7 Anhang 

7.1 pEX-K-Vektor mit der DNA-Sequenz (in Blau) von tbpar42 
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7.2 Auflistung der einzelnen Konstrukte mit zugehörigem 

Extinktionskoeffizienten 

 
Aminosäuren- 

anzahl 

Molekular-

gewicht [kDa] 

Theoretischer 

pI-Wert 

Extinktions- 

Koeffizient 

[M-1cm-1] 

GST-TbPar42-VL 627 70,01 6,55 64290 

TbPar42-VL 383 41,87 7,15 21430 

GST-TbPar42-NterFHA 421 47,25 8,24 54320 

TbPar42-NterFHA 177 19,11 9,51 11460 

GST-TbPar42-Linker 339 38,28 5,38 42860 

TbPar42-Linker 95 10,14 4,47 0 

GST-TbPar42-PPIase 364 41,64 6,39 52830 

TbPar42-PPIase 120 31,5 7,46 9970 

 

7.3 α-Chymotrypsin-Verdau der TbPar42-PPIase-Domäne 

 

 

M: Marker, N: PPIase vor α-Chymotrypsin-Zugabe, PPIase-Proben nach 2-60 min nach α-Chymotrypsin-

Zugabe 
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7.4 Aufgenommene NMR-Spektren für die Zuordnung, Strukturrechnung 

und Dynamik-Analyse der TbPar42-Konstrukte 

NS-Number of Scans, SW-sweep width, TD-data acquisition size, SI-Fourier transform size, F1, F2, F3- 

dimensions, MT-mixing time. Einstellungen für TbPar42-VL (schwarz), TbPar42-NterFHA (grün), TbPar42-

Linker (dunkelrot) und TbPar42-PPIase (blau) 

Spektrum, Pulsprogramm 

Quelle 

NS SW [ppm] TD SI 

 F3 F2 F1 F3 F2 F1 F3 F2 F1 

1H-1D; zgesgp 

[102] 

64   16   32768   32768 

64   16   32768   32768 

64   16   32768   32768 

64   16   32768   32768 

1H15N-HSQC;  hsqcetf3gpsi2 

[111, 182, 209] 

2  16 40  2048 256  4096 2048 

4  16 40  2048 256  4096 2048 

8  12 36  2048 256  4069 2048 

4  16 40  2048 256  4096 2048 

SOFAST-HMQC; sfhmqcf3gpph 

[206] 

4  15 38  2048 512  2048 1024 

4  15 38  2048 512  2048 1024 

4  15 38  2048 512  2048 1024 

1H13C-HSQC; hsqcetgpsi 

[111, 182, 209] 

1  16 
154 

(Aro:38) 
 2048 512  4096 2048 

32  16 154  2048 512  4096 2048 

CBCACONH; cbcaconhgpwg3d 

[11, 172] 

12 15 34 75 2048 36 128 1024 64 128 

12 15 34 75 2048 36 128 1024 64 128 

12 15 34 75 2048 36 128 1024 64 128 

HNCACB; hncacbgpwg3d 

[172, 260] 

24 15 34 80 2048 40 128 2048 128 256 

24 15 34 80 2048 40 128 2048 128 256 

24 15 34 80 2048 40 128 2048 128 256 

HNCA; hncagpwg3d 

[11, 113, 208] 

32 15 36 32 2048 40 64 1024 64 128 

32 15 36 32 2048 40 128 2048 256 512 

HNCOCA; hncocagpwg3d 

[11] 

16 16 36 32 2048 40 128 2048 256 512 

16 16 36 32 2048 40 128 2048 256 512 

HNCO; hncogpwg3d 

[11, 113, 208] 

16 16 36 22 2048 40 128 1024 128 256 

24 16 36 22 2048 40 128 1024 128 256 

16 16 40 22 2048 40 128 1024 128 256 

HNCACO; hncacogpwg3d 

[36, 113] 

16 16 36 22 2048 40 128 2048 256 512 

24 16 36 22 2048 40 128 2048 256 512 

16 16 40 22 2048 40 128 2048 256 512 

HBHANH; hbhanhgpwg3d 
12 15 40 15 2048 40 128 2048 128 256 

12 15 40 15 2048 40 128 2048 128 256 

HBHACONH; hbhaconhgpwg3d 

[80, 172] 

16 16 38 16 2048 40 128 2048 128 256 

16 16 38 16 2048 40 128 2048 128 256 

CCCONH; ccconhgp3d 

[28, 35, 79, 150, 166] 

16 16 34 75 2048 40 128 1024 128 256 

16 16 34 75 2048 40 128 1024 128 256 

HCCCONH; hccconhgpwg3d2 

[79, 150, 166] 

16 16 36 16 2048 40 128 2048 256 512 

16 16 36 16 2048 40 128 2048 256 512 

HCCH-COSY; hcchcogp3d 

[112] 

16 16 75 8 2048 64 128 2048 256 512 

8 16 75 8 2048 64 128 2048 256 512 

HCCH-TOCSY; hcchdigp3d 16 16 75 8 2048 64 128 2048 256 512 
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[112] 8 16 75 8 2048 64 128 2048 256 512 

H, H-COSY; cosydfgpph19 

[44, 190, 226] 

112  15 15  2048 512  4096 2048 

112  15 15  2048 512  4096 2048 

H, H-TOCSY; dipsi2etgpsi19 

[30, 190, 226]; MT: 80 ms 

80  16 16  2048 512  4096 2048 

80  16 16  2048 512  4096 2048 

H, H-NOESY; noesygpph19 

[190, 226]; MT: 200 ms 

72  15 15  2048 512  4096 2048 

128  15 15  2048 512  4096 2048 

128  15 15  2048 512  4096 2048 

1H15N-TOCSY-HSQC; 

dipsihsqcf3gpsi3d 

[111, 182, 209]; MT: 80 ms 

16 15 34 15 2048 80 128 2048 128 512 

8 15 34 15 2048 80 200 2048 128 512 

1H 15N-NOESY-HSQC; Ehnhsqcnoe 

(Ana Messias); MT: 100 ms 

4 15 15 35 1024 300 140 2048 512 512 

4 15 15 35 1024 300 140 2048 512 512 

1H 13C-TOCSY-HSQC; mlevhsqcetgp3d 

[10, 41, 111, 182, 208]; MT: 30 ms 

24 12 60 12 2048 64 128 2048 256 512 

          

1H 13C-NOESY-HSQC; 

noesyhsqcetgpsi3d 

[111, 182, 209]; MT: 100 ms 

24 12 70 12 2048 64 128 2048 256 512 

          

TROSY; bb_2D_btrosy 

[135, 212] 
128  16 40  2048 256  2048 512 

hetNOE 

hsqcnoef3gpsi_pbayer 
20  16 40  2048 1024  4096 2048 
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