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Ein grofRer Abstand von 6.15 nm
wurde zwischen Nitroxid-markierten Von-
Willebrand-Faktor-A-Doménen mithilfe der Doppel-Elektro-
nen-Elektronen-Resonanz (DEER) bestimmt. Das Bild zeigt den Kur-
venverlauf fiir eine DEER-Messung sowie die Trimerstruktur des
Proteins, die aus den so erhaltenen Daten abgeleitet wurde. Mehr
dazu findet sich in der Zuschrift von G. Jeschke et al. auf den folgenden
Seiten.
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Charakterisierung schwacher Protein-Protein-
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einer Von-Willebrand-Faktor-A-Domiine in
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Gunnar Jeschke*

Nichtkovalente (,,schwache“) Wechselwirkungen zwischen
biologischen oder synthetischen Makromolekiilen sind mit
etablierten Techniken in Losung schwer nachzuweisen. Zu-
nehmend setzt sich die Erkenntnis durch, dass nichtkovalente
Protein-Protein-Wechselwirkungen die Grundlage vieler
Zellfunktionen bilden;" dariiber hinaus sind solche Wech-
selwirkungen auch die Basis der Selbstorganisation syntheti-
scher Makromolekiile.”! Hier prisentieren wir eine Erweite-
rung des Methodenrepertoires fiir die Untersuchung schwach
wechselwirkender Makromolekiile in verdiinnten Losungen
in Form der Doppel-Elektronen-Elektronen-Resonanz-
Technik (DEER), eines Experiments aus der gepulsten EPR-
Spektroskopie. Bisher basieren solche Untersuchungen
weitgehend auf dem resonanten Fluoreszenzenergietransfer
(FRET),” und DEER kann als eine dazu komplementire
Technik betrachtet werden. Beide Methoden verfolgen eine
dhnliche Strategie in Form einer positionsspezifischen Mar-
kierung der Zielmolekiile (FRET: Fluoreszenzmarker,
DEER: paramagnetische Marker). Wihrend FRET jedoch
zwei unterschiedliche, relativ gro3e Chromophore erfordert,
deren Kombination im Hinblick auf den erwarteten Ab-
standsbereich auszuwéhlen ist, konnen Abstandsmessungen
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mittels DEER zwischen zwei strukturidentischen und viel
kleineren Nitroxidmarkern durchgefiihrt werden und erfas-
sen einen breiteren Abstandsbereich mit hoher Genauig-
keit.** Allerdings sind EPR-Messungen weniger empfindlich
als solche mittels optischer Spektroskopie. Die geringere
Empfindlichkeit kann zu einer Begrenzung auf kiirzere Ab-
stinde fiithren, weil lange Abstdnde schwécheren Kopplungen
entsprechen. Daher sind auch bisher mit EPR-Techniken in
der Regel kleinere Absténde als mit FRET-Techniken erfasst
worden. Hier priasentieren wir nun die Messung eines Ab-
stands von etwa 6.15nm zwischen Nitroxid-markierten
menschlichen Von-Willebrand-Faktor-A-Dominen (VWF-A)
aus der Komplementidrkomponente Faktor B. Dieser Ab-
stand ist der groBte bisher mit einer EPR-Methode an Pro-
teinen gemessene, und er ist in Einklang mit einer Trimeri-
sierung des isolierten Faktor-B-vWF-A in verdiinnter Losung,
wie sie auch in Kristallen dieses Proteins beobachtet wird."

Das DEER-Experiment misst die dipolare Kopplung
zwischen paramagnetischen Zentren iiber eine Modulation
des Elektronenspinecho-Zerfalls.”! Sofern die paramagneti-
schen Zentren ndherungsweise als Punkt-Dipole betrachtet
werden konnen, wie dies fiir Nitroxid-Radikale der Fall ist,
lasst sich ihr Abstand r aus der Modulationsfrequenz v des
Signals iiber Gleichung (1) erhalten.

Die obere Grenze der Abstandsmessung mithilfe von
DEER oder anderen Puls-EPR-Techniken (z.B. Double-
Quantum-Coherence(DQC)-Techniken)®! wird durch die
maximale Zeit fiir die dipolare Evolution festgelegt, zu der
noch ein Echosignal detektiert werden kann. Diese Zeit ist
wiederum proportional zur Phasengedéchtniszeit T,, der
Elektronenspins. Die bisher grofften mit EPR-Techniken ge-
messenen Absténde betragen 7.5 nm mittels DEER an einem
synthetischen Biradikal mit starrem Molekiilriickgrat® und
7.0 nm mittels DQC an einer ebenfalls formtreuen RNA.P-*
Diese Experimente sind an Modellsystemen bekannter
Struktur durchgefithrt worden, um die Reichweite der je-
weiligen Technik zu testen. In anderen DEER-Arbeiten an
Biomakromolekiilen wurden Abstédnde von bis zu 5.25 nm an
DNA-Modellsystemen gemessen,'” und es wurde ein Ab-
stand von etwa 6.1 nm in einem Trimer einer einfach spin-
markierten Mutante des pflanzlichen Lichtsammelkomplexes
IIb abgeschitzt."! Im Falle von LHCIIb (LHC = light har-
vesting complex) konnte kein genauer Abstand angegeben
werden, weil T,, fiir die Beobachtung einer vollstdndigen di-
polaren Oszillation zu kurz war. Bei hinreichend niedrigen
Temperaturen wird die Relaxation durch Protonenspindiffu-
sion dominiert, sodass 7, und damit die maximale Zeit fiir die
dipolare Evolution durch vollstindige Deuterierung des Lo-
sungsmittels und der Probe um das bis zu Siebenfache ver-
langert werden kénnen.”!

Viele extrazelluldre und Zelloberflichenproteine nutzen
vWF-A-Dominen zur Vermittlung von Protein-Protein-
Wechselwirkungen. Derartige Wechselwirkungen der vWF-
A-Domine von Faktor B sind fiir die Regulierung des ange-
borenen Immunsystems von Bedeutung. Wir haben deshalb
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VWEF-A von Faktor B exprimiert und mit einem Methan-
thiosulfonat-Nitroxid-Radikal (MTSSL) markiert. Dieses
thiolspezifisch funktionalisierte Nitroxid reagiert mit Cys-
tein 267, sodass ein einzelner Spinmarker pro Molekiil ge-
bunden wird. Das markierte Protein wurde in eine Mischung
von 60 % D,O [mit 50 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan
(Tris)] und 40% deuteriertem Glycerin iiberfiihrt, wodurch
T,, im Vergleich zur Phasengedichtniszeit eines protonierten
Puffers verdoppelt und eine maximale Zeit fiir die dipolare
Evolution von 6 ps erreicht werden konnte. Diese Zeit ist lang
genug fiir die Beobachtung einer vollstindigen dipolaren
Oszillation fiir Abstédnde von bis zu 6.8 nm. Die Proteinkon-
zentration wurde zwischen 45 und 180 um variiert, und die
Messungen wurden nach Zugabe von 250 bzw. 500 mm NaCl
zum Puffer wiederholt.

Ein typischer Datensatz eines DEER-Experiments ist in
Abbildung 1a dargestellt. Eine Modulation des Echos ist klar
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Abbildung 1. DEER-Messung (180 um Protein in deuteriertem Wasser
und Glycerin wie im Text beschrieben), Datenanalyse und Strukturvor-
schlag fiir vWF-A in Lésung. a) Experimentelle Daten (grau) und expo-
nentiell abfallender Hintergrund aufgrund entfernter Spins aus einer
Anpassung mit dem Programm DeerAnalysis 2004 (rot). b) Hinter-
grundkorrigierte experimentelle Daten (grau) und Anpassung mittels
Tikhonov-Regularisierung (rot). c) Abstandsverteilung. d) Trimerstruk-
tur mit Spinmarkern. Der gezeigte Abstand ist nur ein Beitrag zu einer
erwarteten Verteilung, da von einer betrichtlichen Flexibilitit der
Marker-Seitengruppe und des Proteins auszugehen ist.

ersichtlich, sodass sicher auf eine Aggregation von vWF-A
geschlossen werden kann. Abstandsverteilungen wurden aus
allen gemessenen Datensidtzen mit dem selbstgeschriebenen
Programm DeerAnalysis 2004121 berechnet, wobei auf die
Tikhonov-Regularisierung im Abstandsbereich zuriickge-
griffen und ein fester Regularisierungsparameter von 10
vorgegeben wurde. Bei allen Protein- und Salzkonzentratio-
nen finden wir den gleichen dominierenden Abstand von
(6.15+£0.14) nm, unabhingig davon, ob das DEER-Experi-
ment mit konstanter oder variabler Linge der Pulssequenz
durchgefiihrt wird.”" Die hintergrundkorrigierten Daten
und die Abstandsverteilung fiir den Beispieldatensatz sind in
Abbildung 1b und Abbildung 1c dargestellt. Kleine Beitrige
zur Abstandsverteilung bei kleineren und grofleren Abstédn-
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den sind durch das Rauschen oder Abweichungen in der
Hintergrundkorrektur bedingt und unterscheiden sich in den
verschiedenen Datensétzen.

Durch symmetrische Erweiterung der Einheitszelle der
veroffentlichten  Kristallstruktur von Faktor-B-vWF-A
(1QOP.pdb) wird ersichtlich, dass der Kristall durch Stapelung
von Protein-Trimeren gebildet wird.!"! Diese Kristallstruktur
wurde aus der Mutante Cys267Ser erhalten, um die Bildung
intermolekularer Disulfidbriicken zu vermeiden. Der Ab-
stand der C,-Atome der von uns markierten Aminosaurereste
betrdgt 5.77 nm. Mittels Deep View - spdbv3.7 wurde in
diesem Strukturmodell Ser durch Cys ersetzt und dieses durch
MTSSL modifiziert.'" Der optimale Diederwinkel um die Cs-
S-Bindung wurde anschlieBend durch Minimierung der
Wechselwirkungen der Markerseitengruppe mit dem Protein
gefunden. Dadurch ergab sich ein erwarteter Abstand von
6.6 nm zwischen den N-O-Bindungsmitten der Nitroxide
(Abbildung 1d). Die Spinsonde ist etwas flexibel, und das Cg-
Atom der Ser267-Seitengruppe weist bereits in der Kristall-
struktur einen groBen Temperaturfaktor von 51 A? auf; daher
widerspricht die Grofle der Abweichung zwischen dieser
Voraussage und unserem Messwert noch nicht der Annahme,
dass sich auch in Losung die gleiche Art von Trimer bildet wie
in der Kiristallstruktur. Da allerdings ein Gleichgewicht zwi-
schen Monomeren und Oligomeren vorliegt, kann auf der
Basis der Modulationstiefe der DEER-Daten nicht nachge-
wiesen werden, dass es sich um ein Trimer und nicht um ein
Dimer handelt.

Durch das Vierpuls-DEER-Experiment ldsst sich sowohl
in der Version mit konstanter als auch in der Version mit
variabler Lange der Pulssequenz ein Abstand von (6.15+
0.14) nm in gefrorener Losung von Faktor-B-vWF-A messen.
Dabei handelt es sich um den groBten bisher mit EPR-
Techniken an einem Protein gemessenen Abstand und zu-
gleich um die erste Charakterisierung eines zuvor in Losung
unbekannten, nichtkovalent gebundenen Protein-Protein-
Komplexes mit einer solchen Technik. Das Messergebnis ist
in Einklang mit der Vorstellung, dass in Losung die gleichen
vWF-A-Trimere auftreten wie im Kristall. Obwohl damit nun
diese Wechselwirkung in verdiinnter Losung nachgewiesen
werden konnte, gibt es bisher keinen Hinweis darauf, dass die
Trimerisierung dieser Doméne irgendeine physiologische
Bedeutung hat (vermutlich konnen die Dominen in intaktem
Faktor B nicht in dieser Weise miteinander assoziieren). Auch
die Trimerisierung der isolierten Doméne in Losung war
zuvor nicht beobachtet worden. Wir erwarten, dass die hier
demonstrierte Technik fiir die Bestimmung intermolekularer
Wechselwirkungen vielfiltig anwendbar sein wird — sowohl
auf Proteinkomplexe als auch auf selbstorganisierte Asso-
ziate synthetischer Makromolekiile in Losung.

Experimentelles

Protein-Priaparation: Rekombinante vVWF-A-Doméne des menschli-
chen Faktors B wurde in E. coli als Fusionsprotein mit Glutathion-S-
Transferase nach einer publizierten Methode exprimiert.”! Die
Reinigungsprozedur wurde so modifiziert, dass das Protein spinmar-
kiert werden konnte; so wurde z.B. ein Zell-Lyse-Puffer ohne Iod-
acetamid verwendet, um den Cystein-Rest fiir die Reaktion mit dem

Angew. Chem. 2006, 118, 1074 -1077


http://www.angewandte.de

Nitroxidmarker zugédnglich zu erhalten. Das Protein wurde bei
Raumtemperatur 2 h mit dem Methanthiosulfonat-Spinmarker (To-
ronto Research Chemicals) umgesetzt, bevor 400 U menschliches
Thrombin in 5 mL PBS (phosphate buffered saline; Phosphatpuffer)
zugesetzt wurden. Nach der Umsetzung fiir weitere 16 h wurden
tiberschiissiger Spinmarker und unerwiinschte Proteine durch
GSTrap- und HiTrap-Benzamidin-FF-Sédulen entfernt, wobei eine
wissrige Waschlosung mit 20 mM Natriumphosphat und 0.15m NaCl
bei pH 7.5 verwendet wurde. In einem zweiten Waschschritt wurde
ein Puffer mit hohem Salzgehalt verwendet (20 mm Natriumphos-
phat, 1.0m NaCl, pH7.5). Die gesammelten vWF-A-Fraktionen
wurden aufkonzentriert und durch Gelfiltration an einer S75-Sdule
(Amersham Biosciences) weiter aufgereinigt.

DEER-Experimente: Vierpuls-DEER-Experimente wurden mit
der Pulssequenz t/2(Voeon)-T1-T(Voeob.) -t T (Voump.)-(T1 + T2t ) -t (Voeon.)-
7,-echo bei X-Band-Frequenzen (ca. 9.5 GHz) und einer Temperatur
von 50 K durchgefiihrt, wobei Beobachterpulslingen von 32 ns und
eine Pumppulslinge von 12 ns verwendet wurden.!"” Die Frequenz
des Pumppulses war 65 MHz niedriger als diejenige der Beobach-
terpulse. Der Resonator wurde iiberkoppelt (Q~100) und der
Pumppuls im Zentrum der Mikrowellenmode sowie auf dem Maxi-
mum des Nitroxid-Spektrums eingestrahlt. Protonen- und Deuteri-
ummodulationen wurden durch Addition von acht Datensétzen mit
variablem Pulsabstand 7, minimiert, der Startwert war 400 ns, und das
Inkrement betrug Az, =16 ns. Der Pulsabstand 7, zwischen dem
ersten Hahn-Echo und dem letzten Beobachterpuls betrug 6 ps. Es
wurden Sitze von 755 Datenpunkten mit einem Zeitinkrement von
At =8 ns aufgenommen. Die Messzeit fiir den in Abbildung 1a ge-
zeigten Datensatz betrug etwa 12 h. In der Berechnung der Ab-
standsverteilungen mit dem selbstgeschriebenen Programm Deer-
Analysis 2004 wurde eine exponentielle Hintergrundkorrektur ver-
wendet.!"’]
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