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Strukturelle Untersuchungen
biologisch wichtiger Proteine
und Komplexe mittels NMR
Spektroskopie:

Unsere Arbeitsgruppe benutzt NMR Spektroskopie sowie andere bio-
physikalische und biochemische Methoden, um die Struktur und die
Funktionsweise interessanter Protein und Komplexe aufzuklaren. Im
folgenden sind drei wichtige Teilbereiche vorgestellt:

P63

Das Protein p63 ist dem Protein p53 in seiner Sequenz sehr &hnlich.
Bei p53 handelt es sich um das wichtigste Kontrollprotein des mensch-
lichen Kdrpers, das die Entstehung von Krebs unterdriickt. Seine Be-
deutung wird durch die Tatsache verdeutlicht, dass mehr als 50% aller
Tumore inaktivierende Mutationen in diesem Protein aufweisen. Trotz
seiner sehr &hnlichen Sequenz ist p63 kein Tumorsupressor, sondern
spielt zum einen als Stammzellfaktor fiir Epithelzellen eine entschei-
dende Rolle bei der Entwicklung der Haut und zum anderen als Qua-
litatskontrollfaktor bei der Uberpriifung der genetischen Stabilitat von
Eizellen. Neben p63 gibt es im Menschen mit p73 ein weiteres Protein,
das zur selben Proteinfamilie gehdrt. Dartiber hinaus existieren in an-
deren Lebewesen weitere Formen dieses enorm wichtigen Proteins.
Eine Besonderheit dieser Proteinfamilie ist es, dass sie als Tetramere
vorliegen. Funktionelle und strukturelle Untersuchungen in unserer Ar-
beitsgruppe haben allerdings gezeigt, dass diese Proteine nicht immer
als Tetramere existieren, sondern, dass ihr oligomerer Zustand zur Re-
gulierung ihrer Aktivitat eingesetzt wird.
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Structural Investigation of
biologically important proteins
and complexes by liquid state
NMR spectroscopy

Our research group uses liquid state NMR spectroscopy in combinati-
on with other biophysical and biochemical methods to investigate the
structure and function of important proteins and complexes. Three indi-
vidual projects are described in more detail below:

P63

The protein p63 shows high sequence identity to the protein p53. P53
is a tumor suppressor and one of the most important proteins with
respect to human health. Its importance can be seen from the fact
that more than 50% of all human tumors contain inactivating mutations
of p53. Despite its high sequence identity to p53, p63 is not a tumor
suppressor but plays an important role for the maintenance of epithelial
stem cells and therefore for the development of the skin. In addition it is
involved in the surveillance of the genetic stability of female oocytes. In
addition to p63 there is a third protein in humans, called p73, that shows
high sequence identity to p53 as well. Furthermore, other organisms
have additional family members of this very important protein family.
One specialty of this family is that its members exist as tetramers. Func-
tional and structural investigations of our research group have revealed
that the oligomeric state of the protein is used to regulate its transcrip-
tional activity.

Bild 1: Struktur der Oligomerisierungsdo-
méne der p53 Proteine aus den beiden
wichtigen genetischen Modelorganismen
Fruchtfliege Drosophila (links) und Fa-
denwurm C. elegans (rechts). Das C. ele-
gans Protein ist das erste nur als Dimer
vorliegende Mitglied dieser Proteinfamilie.

Figure 1: Structure of the oligo-
merization domains of the p53
homologs of the two important
model organisms Drosophila
melanogaster (left) and C. ele-
gans (right). The C. elegans
protein is the first member of this
protein family that exists only as
a dimer.

NICHT-RIBOSOMALE PEPTIDSYNTHETASEN

Einen Vielzahl hochwirksamer meist zyklischer Peptide, die unter ande-
rem als Antibiotika, Inmunsuppressiva und Anti-Tumormittel eingesetzt
werden, wird von speziellen Enzymkomplexen im Zytoplasma gewisser
Bakterien und Pilzen hergestellt. Diese riesigen Enzymkomplexe sind
modular aufgebaut, indem jedes Modul fiir den Einbau stets eines Bau-
steins (Aminoséure) in das Endprodukt verantwortlich ist. Dieser modu-
lare Aufbau ermdglicht — wenigstens im Prinzip — die Herstellung neuer,
potenziell interessanter Peptide durch die Kombination verschiedener
Module. Um eine ausreichende Ausbeute der neuen Peptide zu erlan-
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NON-RIBOSOMAL PEPTIDE SYNTHETASES

Alarge variety of medically important cyclic peptides such as antibiotics,
immunosuppressiva and anti-tumor drugs, is synthesized by very large
and highly specialized enzymatic complexes in the cytoplasm of bac-
teria and fungi. These complexes show a modular design with each
module being responsible for the incorporation of one building block
(amino acid) into the final product. This modular design enables — at
least in principle — the production of new and potentially medically ac-
tive peptides through the combination of individual modules from diffe-
rent enzymatic complexes. To obtain sufficient quantities of such new
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gen, ist allerdings eine Feinjustierung der Wechsel-
wirkungen der einzelnen Komponenten wichtig. Die
strukturelle Untersuchung der Wechselwirkung ver-
schiedener Komponenten dieser Nicht-ribosomale
Peptidsynthetasen hat ergeben, dass die Dynamik
einen wesentlichen Beitrag zu dieser Feinjustierung
beitragt.

Bild 2: Struktur des Komplexes einer Thioesterase Il (blau) mit
einer PCP Domane (rot), zweier wichtiger Komponenten Nicht-
ribosomaler Peptidsynthetasen.

STRUKTURELLE UND FUNKTIONELLE UNTERSUCHUNGEN

VON MEMBRANPROTEINEN

Eines der grolen Probleme bei der strukturellen
Untersuchung von Membranproteinen, ist die Her-
stellung ausreichend groRRer Mengen. In den letzten
Jahren hat unsere Arbeitsgruppe ein zellfreies Pro-
duktionssystem etabliert, mit dessen Hilfe die bend-
tigten Mengen an Protein hergestellt werden kénnen.
Zudem bietet die zellfreie Synthese gewaltige Vortei-
le durch die gezielte Inkorporation stabiler, NMR ak-
tiver Isotope fiir die NMR-basierte Strukturanalyse.
Durch die Entwicklung auch neuer NMR Methoden
ist es gelungen, die Struktur mehrerer Membranpro-
teinen zu untersuchen.

Bild 3: Strukturmodell des bakteriellen Transporters TehA

peptides, however, a fine tuning of the interaction
between the different components is essential. The
structural investigation of the interaction between dif-
ferent components of these non-ribosomal peptide
synthetases has revealed that the dynamics plays
a major role for the specificity of these interactions.

Figure 2: Structure of a complex of a thioesterase Il (blue) with
a PCP domain (red), representing two important components of
non-ribosomal peptide synthetases.

STRUCTURAL AND FUNCTIONAL INVESTIGATION OF

MEMBRANE PROTEINS

One of the biggest challenges for the structural cha-
racterization of membrane proteins is the production of
sufficient material. Recently, our research group has
established a cell free expression system that can be
used to produce the large amounts of protein necessa-
ry for structural investigations. In addition, this system
provides further advantages for the NMR-based struc-
ture determination of membrane proteins since it allows
for amino-acid type selective labeling of these proteins
with NMR-active isotopes. We have developed several
new labeling schemes that have allowed us to investi-
gate the structure of several membrane proteins.

Figure 3: Structural model of the bacterial transporter TehA.
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