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Abstract: Intrinsisch unstrukturierte Proteine (IUPs) spielen
eine zentrale Rolle in Proteininteraktionsnetzwerken als
wichtige Knotenpunkte und Kopplungsstellen. Hier zeigen wir
mit einer Kombination aus NMR- und ESR-Spektroskopie,
dass die Bindung des Cytokins Osteopontin an seinen natiir-
lichen Liganden Heparin von thermodynamisch kompensie-
rend wirkenden Strukturanpassungen begleitet wird: Das
Kernsegment des OPN entfaltet sich, und dieses , Entfalten
durch Bindung® kompensiert entropische Verluste durch die
Heparinbindung. Es wird gezeigt, dass dieser Prozess primdr
durch elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Heparin
und geladenen Regionen entlang des Proteinriickgrats be-
stimmt wird. Dieses Wechselspiel zwischen Struktur und
Thermodynamik ist auch von grundlegender Bedeutung fiir
IUPs zur schnellen Substratbindung und -freisetzung inner-
halb von Wechselwirkungsnetzwerken.

-rrotz fehlender definierter Tertidrstruktur erfiillen intrin-
sisch unstrukturierte Proteine essentielle Aufgaben in eu-
karyotischen Organismen.!! Ihre strukturelle Flexibilitit er-
laubt ihre Einbindung in Proteininteraktionsnetzwerke und
die Interaktion mit vielen Bindungspartnern.”! Jedoch er-
schwert diese hohe Flexibilitidt auch ihre Untersuchung. Die
NMR-Spektroskopie hat sich als eine wertvolle experimen-
telle Methode zur Charakterisierung von IUPs und ihrer
Komplexe in Losung erwiesen.”! Die Bindungsmodalititen
zwischen IUPs und ihren Liganden wurden jedoch bisher nur
unzureichend beschrieben. Verschiedende Bindungsmecha-
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nismen wurden dabei unterschieden, darunter ,,Falten durch
Binden“,! wobei das IUP eine bestimmte Konformation
annimmt, wenn es mit einem Liganden wechselwirkt, oder die
Bildung ,,unscharfer* Komplexe, in denen das IUP viele un-
terschiedliche Konformationen auf der Oberfliche eines
Bindungspartners einnehmen kann.”) Da TUPs typischerwei-
se hoher geladen sind als globuldre Proteine, sind elektro-
statische Interaktionen hier hiufig zentral fiir die Protein-
Ligand-Wechselwirkungen eines TUP!® Tatszchlich sind spe-
zifische Ladungsmuster einiger IUPs bekannt, die zur An-
ziehung von und Interaktion mit natiirlich geladenen Sub-
straten optimiert sind.”! Hier bieten wir durch die Kombina-
tion von NMR- und Elektronenspinresonanz(ESR)-Spek-
troskopie neue Einblicke in die Feinheiten der Strukturan-
passungen, die bei I[UP-Substrat-Erkennungsprozessen
auftreten. Wihrend NMR-Messungen Informationen iiber
Struktur (PRE; paramagnetische Relaxationsverstarkung)
und Dynamik (NMR-Spinrelaxation) mit der Auflosung ein-
zelner Aminosduren liefern, bietet ESR grobmaschige In-
formationen iiber Strukturanpassungen von IUPs.®! Wir
analysieren die Interaktion des IUP Osteopontin (OPN),
eines extrazelluldren Matrixproteins, das mit der Metastase
verschiedener Krebsarten in Verbindung gebracht wird,”! mit
Heparin,® einem stark sulfatierten Glycosaminglykan, das
oft als Antikoagulans eingesetzt wird. Im biologischen Kon-
text ist die Bindung von Heparin an OPN interessant, weil sie
die OPN-Heparansulfat- bzw. OPN-Hyaloronsdure-Wech-
selwirkung reproduziert, die wahrscheinlich in der OPN-
CD44-Rezeptorassoziation eine Rolle spielt — einem Prozess,
der in Zellsignaltransduktion und -adhision eingebunden ist
(der CD44-Rezeptor ist ein Heparansulfatproteoglykon
(HSPG), das unterschiedliche heparinbindende Wachstums-
faktoren und Chemokine absondert).”® Glycosaminglykane
wie Heparin, Hyalorunan und Heparansulfat sind weiterhin
zentral fiir die Chemokinfunktion in vivo.’*¥ AuBerdem sind
Interaktionen zwischen IUPs und biologischen Polyelektro-
lyten relativ hiufig,'™ und unsere Resultate sind daher auch
auf andere Systeme iibertragbar. Wir zeigen, dass OPN nach
der Bindung an Heparin weitestgehend unstrukturiert bleibt,
auch wenn sich das Strukturensemble verdndert. Die kom-
pensatorischen Adaptionen, die bei OPN als Folge der He-
parinbindung beobachtet werden, werden hauptsédchlich
durch elektrostatische Wechselwirkungen bestimmt und de-
monstrieren eindrucksvoll, wie entropische Verluste, die
durch lokal bedingtes Verfestigen der Aminoséduren in den
Ligandenbindungsstellen entstehen, durch partielles Entfal-
ten von Peptidsegmenten auBerhalb der Bindungsstellen
aufgehoben werden konnen. Diese Einsichten konnten sich
als wichtig erweisen, um die Interpretation des bisher noch
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weitestgehend unverstandenen Wechselspiels zwischen
Struktur und Thermodynamik der schnellen Bindungs- und
Freisetzungsprozesse von Substraten in I[UP-Interaktions-
netzwerken zu erleichtern.

Wir untersuchen eine 220 Aminoséduren lange Mutante
des OPN-Proteins (AA 45-264 des nativen OPN plus ein N-
terminales Met). In Abbildung 1a werden Veridnderungen
der paramagnetischen Relaxationsverstirkung, APRE, fiir
vier spinmarkierte Cys-Mutanten des IUP gezeigt, die durch
die Heparinbindung hervorgerufen werden (Spinmarkierung
mit MTSL; $-(2,2,5,5-Tetramethyl-2,5-dihydro-"H-pyrrol-3-
yl)methylmethansulfonothioat, Mutanten C54, C108, C188
und C247). Die APRE errechnen sich aus der Verdnderung
der relativen (markiert/Wildtyp) Signalintensitit im “N-'H-
HSQC-Spektrum (Hohe) durch die Heparinbindung an OPN
(MTSL-Protein-Interaktion wurden durch Referenzmessun-
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Abbildung 1. a) APRE-Werte nach Heparinbindung fiir die vier unter-
schiedlichen Markierungsstellen, entsprechend der Differenzen in den
N-"H-HSQC-Signalintensititen. (Der APRE-Wert ist die relative
(OPN-MTSL/OPN) "N-"H-HSQC-Intensitat des heparingebundenen
Zustand minus der relativen ’N-"H-HSQC-Intensitit des apo-Zu-
stands). APREs >0 weisten auf grofler werdende Abstinde zu den
Markierungsstellen (graue Pfeile) im gebunden Zustand hin;

APREs < 0 weisen auf kleiner werdende Absténde hin. Fehlerabschit-
zungen kénnen in den Hintergrundinformationen gefunden werden.
b) AR, und AhetNOE ("’N-'H-NOE-Differenzen (,gebunden minus
apo“) pro Aminosiureposition. Fehlerabschitzungen kénnen in den
Hintergrundinformationen gefunden werden.
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gen ausgeschlossen; Details in den Hintergrundinformatio-
nen). Bei der Interpretation von PRE-Daten von IUPs ist zu
bertiicksichtigen, dass durch die raschen Konformations-
wechsel der IUPs nur ensemblegemittelte PRE-Daten erho-
ben werden konnen.® Deshalb beziehen sich alle Schluss-
folgerungen, die sich aus diesen Daten ergeben, nur auf
»gemittelte“ Konformationen und APRE >0 weist auf ,,im
Mittel“ groBer werdende Distanzen zwischen einer Markie-
rungsstelle und einer Aminosiure infolge der Bindung hin.
Fiir APRE <0 ist die Situation umgekehrt.® Wie aus Ab-
bildung 1 a ersichtlich ist, reagiert das IUP mit differentiellen
Verianderungen von Riickgratinteraktionen lédngerer Reich-
weite auf die Heparinbindung. Spinmarker an Aminoséduren
C108 und C188 entfernen sich von der Kernregion des Pro-
teins, d.h. von Aminosiuren 120-200 im Falle von C108 und
von 70-120 im Falle von C188. Zusammenfassend zeigen die
PRE-Daten, dass sich das zentrale Segment (AA 90-150) von
OPN entfaltet, sobald Heparin gebunden wird, vergleichbar
mit einem ,Entfalten durch Bindung®“-Prozess. Intermole-
kulare PRE-Effekte wurden durch ein Kontrollexperiment
ausgeschlossen, in dem eine Mischung aus '“N- und MTSL-
markiertem OPN und “N-, aber nicht MTSL-markiertem
OPN eingesetzt wurde (Details in den Hintergrundinforma-
tionen).

Differentielle Anderungen der strukturellen Kompakt-
heit der zentralen OPN-Region wurden durch N-Relaxa-
tionsmessungen (°N-R; und ""N-R,-Messungen (R;, R, =
longitudinale bzw. transversale Relaxationrate) sowie *N-'H-
hetNOE-Messungen '*N-'"H-heteronuklearer Kern-Overhau-
ser-Effekt) im apo-Zustand (ohne Ligand) und im heparin-
gebundenen Zustand bestimmt. Abbildung 1b zeigt einen
Sequenzplot von N-R,- und heteronukleare “N-'"H-NOE-
Differenzen. Diejenigen Regionen, die den GroBteil der
Heparinbindungsstelle beinhalten (AA 140-170 und AA
180-200), zeigen steigende N-R,-Werte durch Heparinbin-
dung und die dadurch bewirkte lokale Festigung des Prote-
inrtickgrats (Bewegung auf der ns-Zeitskala). Gleichzeitig
geben reduzierte "N-"H-NOE-Werte (Abbildung 1b, unten)
Hinweise auf eine reduzierte Beweglichkeit im ps-Bereich.
Demgegeniiber wurde eine groBere Riickgratflexibilitdt in
der Region zwischen den Aminoséduren 90 und 120 festge-
stellt (verringerte R,-Raten und negativere heteronukleare
NOEs). Der Befund, dass Aminosduren 90-120 im heparin-
gebundenen Zustand flexibler sind, ist in Einklang mit ver-
ringerten PRE-Werten und bestétigt unabhingig, dass sich
dieser Teil des Proteins von der Heparinbindungsstelle ent-
fernt und somit im Komplex auch weniger eingezwéngt ist.
Insgesamt zeigen die NMR-Relaxationsdaten, dass das OPN
im gebunden Zustand eine erhohte konformationelle Freiheit
aufweist. Die Heparinbindung wurde auflerdem durch
DOSY-NMR bestitigt, die eine VergroBBerung des hydrody-
namischen Radius von 3.6 nm auf 5.2 nm durch die Hepa-
rinbindung zeigte.

Zur Komplementierung der NMR-Daten von Osteopon-
tin haben wir CW-ESR-Messungen (CW: continuous wave)
bei Raumtemperatur an den vier vorhandenen Punktmutan-
ten und DEER-Messungen (DEER: double electron—elec-
tron resonance) an sechs spinmarkierten Cystein-OPN-Dop-
pelmutanten durchgefiihrt. DEER wurde bei der Glasiiber-
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gangstemperatur (50 K) an schockgefrorenen Proben ge-
messen. Das dabei erhaltene Ensemble kann als reprasentativ
fiir die Losung angenommen werden (weitere Details dazu in
den Hintergrundinformationen). CW-ESR zeigt, dass die an
C108 gebundene Spinmarkierung an Mobilitdt gewinnt,
wihrend die Bewegung der Mutante C188 eingeschréankt wird
(mit Rotationskorrelationszeiten von 7 103 = 0.52 1S, T jo8/Hepa-
rin = 0.43 15, 7 155 = 0.69 ns und 7 15311eparin = 0.87 ns; Details in
den Hintergrundinformationen). Die Bewegungskorrela-
tionszeiten 7, der Spinmarkierungen an C54 und C247 schei-
nen durch die Bindung von Heparin nicht signifikant verin-
dert zu werden. Die erhohte Rotationsfreiheit des MTSL an
C108 ist ein weiteres Indiz fiir die starke Losungsmittelex-
ponierung dieser Stelle, welche aus der Expansion des
Kernelements des OPN resultiert.'” Man beachte, dass die
mittels CW-ESR gemessenen 7.-Werte (dhnlich denjenigen,
die man aus NMR-Daten erhilt) von nicht separierbaren lo-
kalen und gobalen Bewegungsmoden beinflusst werden und
daher nur effektiven Korrelationszeiten entsprechen. Um die
Verdnderung der Korrelationszeiten durch die Bindung von
Heparin eindeutig zu zeigen, sind sowohl NMR- (R, und
hetNOE) als auch ESR-Daten notwendig.

Wihrend eine detaillierte Analyse der DEER-Zeitspuren
von OPN im freien Zustand bereits publiziert wurde,™"
wurden die DEER-Daten hier sowohl im heparingebundenen
als auch im freien Zustand gemessen. Alle DEER-Rohdaten
konnen den Hintergrundinformationen entnommen werden.
DEER-Daten von strukturell heterogenen IUPs sind auf-
grund eines Mangels an Signalmodulation schwer auswertbar.
Dies wurde im Detail und andernorts bereits beschrie-
ben.’*1 Aus diesem Grund wurden die Zeitspuren mittels
einer effektiven Modulationstiefe, Ay, wie in unserer voran-
gehenden Publikation beschrieben, analysiert."!! Der effek-
tive Signalverlust A.; nach der experimentellen DEER-
Evolutionszeit ist ein ungefahres MaB fiir die Interspindistanz
R in breiten Abstandsverteilungen, P(R) (siche Hinter-
grundinformationen)! und sinkt fiir groBer werdende R
zwischen zwei Markierungsstellen. Die untere Detektions-
grenze dieser Methode liegt bei 1-1.6 nm in wéssriger Losung,
und die Annahme sinkender A.; bei steigender mittlerer
Distanz von P(R) ist nur im Fall von Doppelmutanten mit
sehr breitem Konformationsensemble, also auch breitem
P(R), giiltig."! Unser Ansatz ist daher hauptsichlich fiir
groBBe, extendierte Proteine wie OPN einsetzbar. (Man be-
achte, dass PRE-Daten hinsichtlich ihrer Lingenskalen zu
DEER komplementir sind. PRE-Daten sind in unserem
System nur unterhalb 2-3 nm effektiv. Daher miissen selbst
signifikante Verdnderungen in A nicht unbedingt mit Ver-
anderungen von PRE-Daten korrelieren). Des Weiteren sind
experimentelle DEER-Hintergrundfunktionen zur korrekten
Datenhandhabung notwendig. Wir merken an, dass in gefal-
teten Proteinen, welche oft starke Modulationen in den
DEER-Zeitspuren aufweisen, eine Analyse mittels A nicht
moglich wire. In Abbildung 2 sind A.-Werte fiir sechs
Doppelmutanten im apo-Zustand und im heparingebunden
Zustand gezeigt (ESR-Rohdaten finden sich in den Abbil-
dungen S2 und S3 in den Hintergrundinformationen). In allen
Fillen fiihrt die Bindung von Heparin zu einer eindeutigen
Reduktion von Ay, was auf groere Distanzen zwischen den
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Abbildung 2. A Werte fiir die sechs OPN-Doppelmutanten im apo-
Zustand (schwarz) und im heparingebundenenZustand (grau). A der
Mutante 54-247 mit Heparin ist 0.

Markierungen der Doppelmutanten hinweist. Diese Ergeb-
nisse bestitigen die durch NMR-Spektroskopie festgestellte
Expansion des OPN durch Heparinbindung und zeigen un-
abhiéngig die Entfaltung durch Bindung.

Die beobachtete durchschnittliche Expansion der zen-
tralen Region von OPN durch Bindung an Heparin ist gut
verstdandlich, wenn man bedenkt, dass Heparin ein stark ne-
gativ geladener Polyelektrolyt ist, welcher hauptsichlich
elektrostatisch mit seiner Umgebung interagiert. Abbildung 3
zeigt die Ladungsverteilung innerhalb des OPN, wobei Re-
gionen hoher Ladungskonzentration hervorgehoben sind. Es
wurde bereits gezeigt, dass Heparin iiber elektrostatische
Interaktionen an die positiv geladene Region des OPN rund
um Aminosiure 155 bindet.** 1l Die negativ geladene Region
80-120 jedoch wird aller Wahrscheinlichkeit nach vom
ebenfalls negativ geladenen Heparin aus der zentralen
Region verdréngt. Dies fiihrt zur beobachteten Expansion
und den in Abbildung 1a gezeigten positiven APRE-Werten.
In der ungebunden Form existiert eine elektrostatische An-
ziehung zwischen der positiv geladenen Region (um Position
155) und dem negativ geladenen Segment 80-120, die den
Kern des OPN kompaktiert.'!! Somit sehen wir im OPN-
Heparin-Komplex einen elektrostatischen Bindungsmodus,
der durch komplementéire Ladungsmuster bestimmt wird und
ein hiufig vorkommendes molekulares Erkennungsmuster
darstellt." Dieser Bindungsmodus wurde durch Messung der
Anderungen der chemischen Verschiebung, der PRE-Daten
(siehe Abbildung S6) und der DOSY-Daten bei verschiede-
nen lonenstdrken bestétigt. Die beobachteten Verdnderun-
gen der chemischen Verschiebung sowie des Hydratations-
radius Ry bei hohen Salzkonzentrationen zeigen eine salzin-
duzierte Dissoziation von OPN und Heparin an (R OPN:
3.6 nm; OPN-Heparin: 5.2 nm, OPN-Heparin/400 mm NaCl:
3.4 nm).

Die Bindung von Heparin an OPN wurde auch mittels
isothermaler Titrationskalorimetrie (ITC) untersucht. Aus
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Abbildung 3. Ladungsverteilung im OPN. Neutrale Regionen sind
grau, saure (negativ geladen beim experimentellen pH-Wert) rot und
basische (positive geladen) blau dargestellt.
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diesen Messungen wurden Werte fiir AH und AS von
—16.3 kcalmol™ und 35calmol 'K~ ermittelt, unter der
Annahme, dass Heparin ein durchschnittliches Molekular-
gewicht von 17.5 kDa hat. Die relativ groen Werte fiir AH
und AS heben sich bei 293 K fast vollstindig auf (AG =
AH—-TAS =0). Die Dissoziationskonstante betridgt 34 pum
(Details siehe Hintergrundinformationen). Zusitzlich konn-
ten wir durch Messungen bei unterschiedlichen Temperatu-
ren eine positive Wirmekapazitdt AC, (ca. 40 calmol 'K ™)
fiir die Bindung ermitteln. Auch dies stiitzt die Annahme der
erhohten Flexibilitdit des OPN durch Bindung. Die Unter-
driickung der Komplexbildung bei hoher Salzkonzentration
konnten wir ebenfalls per ITC zeigen (Abbildung S7).

Zusammenfassend konnten wir mithilfe von NMR- und
EPR-Messungen zeigen, dass die Binding von Heparin zu
einer Expansion der zentralen Regionen des Proteins
Osteopontin fithrt. Der Interaktionsmodus dieses intrinsisch
ungeordneten Proteins mit seinem Liganden kann somit als
,unscharfer* Komplex (teilweise erhaltene konformationelle
Flexibilitdt im gebundenen Zustand) beschrieben werden.
Auch wenn in der Bindungsstelle des Heparins (Position 155)
eine leichte Festigung des Proteinriickgrats zu beobachten ist,
wird die daraus resultierende Reduzierung der Entropie
durch die erhohte Flexibilitédt in der Region 90-120 zumindest
groBtenteils ausgeglichen. Die lokale (segmentale) Entfal-
tung und Expansion des Zentrums von OPN trigt somit si-
gnifikant zum thermodynamischen Gleichgewicht bei. Solche
Kompensationen sind des ofteren bei IUPs zu beobachten,
meist zwischen entgegengesetzt wirkenden Beitragen wie
Solvatationsenthalpie, rotatorischem und translatorischem
Freiheitsgrad und Konformationsentropie./* ' Wir ziehen den
Schluss, dass die Bindung von Heparin an OPN hauptsichlich
durch elektrostatische Interaktionen an der Grenzfliche
zwischen Ligand und Protein, welche eine komplementére
Ladungsverteilung aufweist, vermittelt wird. Wegen seiner
heparindhnlichen chemischen Zusammensetzung kann ein
analoger Bindungsmodus fiir den natiirlich vorkommenden
OPN-Liganden Heparansulfat angenommen werden. In
diesem Zusammenhang ist ein Vergleich unserer Resultate
mit den jiingst fiir die Bindung zwischen Sicl und Cdc4 ge-
fundenen Ergebnissen hilfreich.!'”! In dieser Studie wurde die
konformationelle Mittelung von Sicl im gebundenen Zustand
als relevant fiir die durch Phosphorylierung induzierte Sen-
sitivitdt und polyvalente Interaktion erwiesen. Auch wenn die
Bindung im Detail unterschiedlich ist, sind entropische
kompensatorische Vorgidnge in beiden Fillen zu finden
(OPN: konformationelle Expansion; Sicl-Cdc4: polyvalente
Interaktionen).

IUPs vermitteln Proteininteraktionen in dynamischen
Netzwerken; fiir schnelle und effiziente Reaktionen auf ex-
terne Stimuli werden niedrige Energiebarrieren und erleich-
terte Interkonversionen zwischen verschiedenen Unterfor-
men benotigt. Im Falle von elektrostatisch kontrollierten
Bindungsmodi ist dies erleichtert, und die dadurch erreichte
konformationelle Plastizitdt erlaubt wiederum eine einfache
Modulation der Lebenszeiten und Interkonversionsge-
schwindigkeiten zwischen den verschiedenen gebundenen
Zustinden in Begegnungskomplexensemblen."! Daher er-
warten wir, dass komplementére dynamische und strukturelle
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Adaptationen, dhnlich den hier fiir OPN-Heparin beschrie-
benen, in zelluldren Interaktionsnetzwerken aus IUPs beob-
achtet werden konnen.

Eingegangen am 25. September 2013,
verdnderte Fassung am 14. November 2013
Online veroffentlicht am 6. Mérz 2014
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