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1. Einleitung

Der Zusammenhang zwischen Struktur und Funktion von Proteinen ist
Gegenstand aktueller biochemischer Forschung. [1] Er bildet die Grundlage
zentraler biologischer Prozesse.

Proteine werden in der Regel an den Ribosomen im Cytoplasma der Zelle
als lineare Polymere aus einem Satz von 21 Aminosduren synthetisiert (Pri-
maérstruktur). Nach oder wihrend der Synthese falten sich diese Aminosaure-
Ketten in eine definierte dreidimensionale rdumliche Struktur (Tertidrstruk-
tur), die lokale Sekundérstrukturen («-Helix, p-Faltblatt, 8-turn und ran-
dom-coil-Strukturen) enthélt. [2,3] Diese in sich flexiblen Strukturen ermog-
lichen die wechselseitige Beeinflussung von Proteinen untereinander und vor
allem mit DNA.

Die DNA besteht aus einem polyanionischen Zucker-Phosphat-Riickgrat,
das mit den vier kanonischen Nukleobasen Adenin, Cytosin, Guanin und
Thymin glykosidisch verbunden ist. [4] Unter normalen physiologischen Vor-
aussetzungen beschreibt die DNA eine rechts gewundene Doppelhelix (B-
DNA), aus durch Wasserstoffbriicken-Bindungen gepaarten Einzelstringen.
Unter bestimmten Bedingungen, wie erhohten Salzkonzentrationen, kann
sich die Windungsrichtung der Doppelhelix umdrehen (Z-DNA). [5] Der Dop-
pelstrang kann geknickt (engl. kinked), zu einem Bogen gekriimmt (engl.
bent) oder entwunden vorliegen. Fiir die Replikation der DNA ist ein Aufwin-
den des Doppelstranges in die korrespondierenden Einzelstrange unerlasslich.
Nur so kann die DNA-Polymerase die beiden Einzelstringe zu zwei neuen
Doppelstrangen erginzen. Gleiches gilt fiir die Transkription der DNA in
RNA, auch hier wird vom codierenden DNA-Einzelstrang durch die RNA-
Polymerase abgelesen. Die lineare Struktur der DNA ist daher erkennbar
ungeeignet fiir die vielfialtigen biophysiologischen Anspriiche, die an sie ge-

richtet sind.
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Abb. 1.1 Vergleich des IHF Proteins mit dem Synthetischen Mimetikum.

A IHF-DNA Co-Kristallstruktur.
B Aufbau eines potentiellen Mimetikums.

Ein weiteres Problem ergibt sich aus der reinen Lange der DNA-Molekiile.
In lebenden Zellen besteht die Notwendigkeit DN A-Molekiile zu falten, was
in Eukaryoten mittels bestimmter Proteine, den Histonen verwirklicht ist.
Auch das ca. 1 mm lange Chromosom des Prokaryoten Escherichia coli muss
kompaktiert werden, um in einem Einzeller von 1 um Durchmesser unterzu-
kommen. [6] In Bakterien wurde eine Reihe von Histon-dhnlichen Proteinen
gefunden, die diese Aufgabe erfiillen und dariiber hinaus in einige wichtige
biomolekulare Prozesse eingreifen. Das Phdnomen gebogener oder gekriimm-
ter (engl. bent) DNA lisst sich anschaulich an einem sequenzspezifischen
Protein demonstrieren, das aus Bakterien isoliert und mit DNA im Komplex
co-kristallisiert werden konnte.

Die Arbeit beschiftigt sich im Wesentlichen mit dem Design und der Syn-
these peptidischer Analoga des DNA-biegenden Proteins THF (engl. inte-
gration host factor). Hierfiir wurde das Protein (ca. 22 kDa) auf der Basis
einer Co-Kristallstruktur [7] strukturell analysiert und sollte mittels kleiner
peptidischer Molekiile im Bereich von 2.5 kDa imitiert werden (Abb. 1.1).

Ziel der Arbeit war es die Sequenzspezifitat, wie sie sich im THF-Protein fin-

det, iiber die Inkorporation eines Zyklopeptids mit identischem Ausschnitt,
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der fiir Bindung und bending verantwortlichen Primarstruktur, zu erreichen.
Dabei spielt die konformationelle Praorganisation eine wichtige Rolle in der
spezifischen DNA-Erkennung. Die intramolekulare Versteifung des Zyklopep-
tids iiber eine Disulfid- oder Esterbriicke, konnte ein wesentliche Stabilisie-
rung der Konformation leisten. Dariiber hinaus muss bei der Bindung an
einen DNA-Doppelstrang eine Ladungskompensation zur negativ geladenen
DNA sichergestellt sein. Die Verwendung polykationischer Dendrimere ver-
spricht hier ein ausreichendes Potenzial. Durch die Verbindung beider Ein-
heiten, Zyklopeptid und Dendrimer, sollte ein Mimetikum aufgebaut werden,
das in der Lage ist DNA sequenzspezifisch zu binden und abzubiegen.
Anhand detaillierter Elektrophoresestudien soll das Bindungsverhalten der
Peptide in Bezug auf kleine (13-34 bp) und mittlere (200 bp) DNA-Segmente
experimentell iiberpriift werden. Die Synthese geeigneter DN A-Segmente, die
eine IHF-Bindungsseite enthalten kann durch gentechnische Verfahrenswei-
sen wie In-vitro Rekombination und Genklonierung ermoglicht werden. Fiir
einen direkten Wirkungsvergleich der Proteinmimetika mit dem ITHF-Protein
selbst, sollten die beiden THF-Untereinheiten separat als Fusionsproteine ex-

primiert und anschliefsend zum Heterodimer gepaart werden.
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Die Organismen lassen sich aufgrund der Struktur und Organisation ihrer
Zellen in zwei Hauptkategorien einteilen, Prokaryoten und Fukaryoten. Die
Zellen der Eukaryoten besitzen im Gegensatz zu den Prokaryoten einen ech-
ten Zellkern. Auch wenn die prokaryotische Zelle einfacher organisiert und
deshalb als urspriinglicher einzustufen ist als die eukaryotische, verfiigen Pro-
karyoten doch iiber ein groftes Spektrum an biosynthetischen Fahigkeiten
und Moglichkeiten. Der aus Sicht der Proteinbiosynthese wichtigste Unter-
schied ist der fehlende Zellkern. Sind RNA- und Proteinsynthese in euka-
ryotischen Zellen in verschiedenen Kompartimenten (Zellkern/Cytoplasma)
lokalisiert, finden sie bei Prokaryoten gekoppelt und nacheinander im Cyto-
plasma der Zelle statt.

Die DNA eukaryotischer Zellen liegt nicht nackt vor. Sie ist fest mit einer
Gruppe kleiner basischer Proteine, den Histonen, verbunden. Der Histon-
DNA-Komplex wird als Chromatin bezeichnet, wobei die Histone gut die
Hilfte der Masse des Chromatins ausmachen. Das entscheidende Merkmal
der Histone ist der hohe Gehalt an basischen Aminosduren wie Lysin und
Arginin. Man unterscheidet fiinf Histontypen, die an der Organisation der
eukaryotischen Chromosomen beteiligt sind: H1, H2A, H2B, H3 und H4. Sie
werden von einer Fiinfergruppe von Genen codiert, die in der DN A nebenein-
ander liegen und tandemrepetiert sind (400x ). Histone gehdren zu den in der
Evolution am stirksten konservierten Proteinen. So unterscheidet sich das
aus 102 Aminosauren bestehende Histon H4 bei Rind und Erbse nur in zwei
Positionen. Allgemein bilden die Histone das Riickgrat der eukaryotischen
Chromosomen (Abb. 2.1).

Prokaryoten wie das Bakterium Fscherichia coli besitzen lediglich ein ein-
zelnes Chromosom mit ca. 4 - 10° Basenpaaren. Die DNA ist hier zirkulir

angeordnet und in iibergeordneter Struktur als Nukleoid organisiert. Diese
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Abb. 2.1 Chromosomenstruktur.
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iibergeordnete Struktur wird durch eine Reihe von Proteinen vermittelt, die
teils spezifisch, teils unspezifisch an DNA binden. Unter diesen Proteinen be-
finden sich alleine zehn so genannte histone-like Proteine, einschliefslich HU
(heat-unstable nucleoid protein) sowie IHF (integration host factor). [8-10]
Sie alle zdhlen zur selben Proteinfamilie DNABII. Zu dieser Familie zdhlen
neben HU und IHF weiterhin verschiedene Transkriptionsfaktoren (TF) und
andere DNA-bindende Proteine wie H-NS (histone-like nucleoid structuring
protein). [11] Die Kompaktierung der DNA resultiert aus der Fahigkeit die-
ser Proteine den DNA-Doppelstrang, an den sie binden, zu verbiegen und zu
kriimmen (engl. bending). Auf diese Weise ist das bakterielle Chromosom ver-
gleichsweise hoch organisiert und wird elektronenmikroskopisch sichtbar. [12]
Das bending des Doppelstranges dient dagegen nicht ausschliefslich der Kom-
paktierung. Es ist ebenfalls notwendig fiir die Regulation der Transkription
von ca. 120 Genen in E. coli, [13] Rekombinationsreaktionen [14,15] und die
Initiierung der DNA-Replikation an oriCl. [16-18]

Diese Proteine sind in ihrer Funktion daher teilweise analog? zu den eu-
karyotischen Histonen. Dennoch sind sie strukturell zu keinem der eukaryo-
tischen Histone homolog®. Alle prokaryotischen Genome weisen wenigstens
ein Mitglied der DNABII Familie auf. [19] Unter den Vertretern dieser Fa-
milie zeigen sich erhebliche Ubereinstimmungen in den Aminosiurensequen-
zen (Tab. 2.1). Die letzten vier Proteineintrige in Tab. 2.1 beschreiben se-
quenzspezifisch bindende Proteine, wobei IHF x und IHF 3 sowie EHUx und
EHUJ, die beiden Untereinheiten, aus denen IHF bzw EHU aufgebaut sind,

Lori= origin of replication, 245 bp lange Sequenz im FE. coli Chromosom, an der die

DNA-Replikation startet.
2 Anpassungsihnlichkeit von Merkmalen aufgrund #hnlicher Funktion.
3Gleiche evolutive Herkunft von Merkmalen - unabhingig von der Funktion.
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Tabelle 2.1

Sequenzhomologie unter den Proteinen der DNABII Familie in Prozent
AHU THU EHU EHU3 BstHU BsuHU IHF IHF 3 BHbb TF1

AHU - 49 45 42 45 50 35 34 29 27
THU 49 = Sil 50 52 53 35 37 31 29
EHU o 45 51 = 69 56 57 34 32 27 33
EHU[3 42 50 69 = 55 52 30 34 29 31
BstHU 45 52 56 55 — 67 33 33 27 36
BsuHU 50 53 57 52 67 = 35 35 28 39
IHF o 35 35 34 30 89 35 — 30 28 21
IHF 3 34 37 32 34 38 35 30 = 30 24
BHbb 29 31 27 29 27 28 28 30 - 18
TF1 27 29 33 31 36 39 21 24 18 -

AHU: Anabaena HU; THU: T. maritima HU; EHU «c: E. coli HU oc-subunit; EHU3: E. coli HU (3-subunit; BstHU:
B. stearothermophilus; BsuHU: B. subtilis HU; IHF o: E. coli IHF oc-subunit; IHF 3: E. coli IHF [3-subunit;
BHbb: B. burgdorferie HU; TF1: HU der Bakteriophage SPO1

bezeichnen. Die Mehrzahl der histone-like Proteine ist in ihrer Bindung an
DNA nicht sequenzspezifisch.

Der kurze strukturelle Uberblick beschrinkt sich hier auf die zahlenmi-
kig grokte Gruppe der DNABII-Familie, von denen sich auch IHF ableitet,
die HU-Proteine. Allen HU-Proteinen gemeinsam ist der Aufbau aus zwei
Untereinheiten. Innerhalb der Klasse der HU-Proteine zeigt sich jedoch kei-
nerlei Konstanz beziiglich des Aufbaus als Homodimer oder Heterodimer. [19]
Das HU-Protein (EHU) aus E. coli kann wéhrend des Zellzyklus sowohl als
«,3-Heterodimer vorliegen, wie auch als &s- oder Bs-Homodimer. Dies ist
eine Folge des unterschiedlichen Expressionsausmafes beider Untereinheiten
wahrend des Zellzykluses. Alle drei EHU-Dimere unterscheiden sich in diesen
Stadien ebenfalls hinsichtlich ihrer Bindungskonstanten. [20]

Die Kristallstrukturen der HU-Protein-Dimere weisen untereinander ei-
ne dhnliche Grundstruktur auf: Ein grofser globulirer ,Kérper®, der weitge-
hend aus Helices aufgebaut ist und jeweils zwei ,,Arme", die aus dem Grund-
korper herausragen (Abb. 2.2). Die optisch iibereinander gelegten Struktu-
ren der HU-Proteine zeigen, dass diese Arme prinzipiell stark flexibel sind
und in den Kristallstrukturen ungeordnet vorliegen (Abb. 2.2). Trotz die-
ser unregelméfkig angeordneten Arme zeigen NMR-Studien, dass die Spitzen
der Arme in der Regel gefaltet sind. [21-24] Erst im Komplex mit einem

DNA-Doppelstrang zeigt sich eine organisierte Anordnung der Arme entlang
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Abb. 2.2 Strukturvergleich. A Struktur des BstHU. B Uberlagerung der HU-Strukturen

aus Tab. 2.1. Die B-Faltblatt Arme sind deutlich flexibler als die helicalen Domanen im
Bereich des Korpers. PDB Codes: TF1 ( 1WTU), BstHU ( 1HUU), BsuHU (1HUE), AHU
(1P71), THU (1B8Z), EHU(1MUL). Die Abklrzungen sind in Tab. 2.1 erlautert.

des DNA-Doppelstranges. Der grundsétzlich &hnliche Aufbau aller DNABII
Proteine ldsst sich auf hohe Sequenzhomologien in der Aminosidurenabfol-
ge zuriickfithren (Tab. 2.1, Abb. 2.3). Ferner wurde in einem Vergleich von
TF1, BsuHU und ITHF eine Reihe hoch konservierter Aminosauren wie Lysin
und Glutamin an spezifischen Positionen der Proteinoberfliche gefunden,
die mit der Stabilisierung eines DNA-Fragmentes in Verbindung gebracht
werden. [25]

Das durch die einzelnen Proteine vermittelte bending der DNA wird stets
auf dieselbe Art erreicht. An der Spitze der ,,Arme* interkaliert ein Prolinrest
in die Basenpaarebene des DNA-Doppelstranges. An dieser Stelle bewirkt die

al a2 Bl 2 B2 B3 B3 o3
Spezﬁsch — ————> — > C—
EIHFoo MALTKAEMSEYLFD------ KLGLSKRDAKELVELFFEEIRRALENGEQVKLSGFGNFDLRDKNQRP-GRNPKTGEDIPITARRVVTFRPGQOKLKSRVE
ETHFB MTKSELIERLATQ----— QSHIPAKTVEDAVKEMLEHMASTLAQGERIEIRGFGSFSLHYRAPRT-GRNPKTGDKVELEGKYVPHFKPGKELRDRAN
BHbb PKVTKSDIVDQIALNIKN-NNLKLEKKYIRLVIDAFFEELKSNLCSNNVIEFRSFGTFEVRKRKGRLNARNPOTGEYVKVLDHHVAYEFRPGKDLKERVW
TF1 MNKTELIKAIAQ-—-—-—-— DTELTQVSVSKMLASFEKITTETVAKGDKVQLTGFLNIKPVARQARK-GFNPQTQEALEIAPSVGVSVKPGESLKKAAE
Unspezifisch
AHU MNKGELVDAVAE-—--—--— KASVTKKQADAVLTAALETIIEAVSSGDKVTLVGFGSFESRERKARE-GRNPKTNEKME IPATRVPAFSAGKLFREKVA
BstHU MNKTELINAVAE-—--—-— ASELSKKDATKAVDSVFDTILDALKNGDKIQLIGFGNFEVRERSARK-GRNPQTGEEIEIPASKVPAFKPGKALKDAVA
BsuHU MANKQDLIAKVAE-————— ATELTKKDSAAAVDAVFASIEEFLAAGEKVQLIGFGNFEVRERAARQ-GRNPQTGETISIAASKVPAFKAGKALKDAVK
THU MNKKELIDRVAK-—--—--— KAGAKKKDVKLILDTILETITEALAKGEKVQIVGFGSFEVRKAAARK-GVNPQTRKPITIPERKVPKFKPGKALKEKVK
EHU MNKSQLIDKIAA-——-——-— GADISKAAAGRALDAIIASVTESLKEGDDVALVGFGTFAVKERAART-GRNPOTGKEITIAAAKVPSFRAGKALKDAVN
EHU MNKTQLIDVIAE-—-—-—--— KAELSKTQAKAALESTLAAITESLKEGDAVQLVGFGTFKVNHTAERT-GRNPQTGKEIKIAAANVPAFVSGKALKDAVK
Abb. 2.3 Sequenzhomologien. Sequenzen der DNABII (HU/IHF) Familie, die sequenzspezifisch bzw unspezifisch an
DNA binden. Die ausgebildeten Sekundarstrukturen sind angedeutet. Interkalierende Proline sind grau unterlegt. Die
Faltblattstrange sind wegen einer Storung im Wasserstoffbriickenmuster in zwei Bereiche geteilt. Erlauterungen zu den
Abklrzungen in Tab. 2.1. Die Sequenzen sind C-terminal z. T. nicht vollstandig.
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Interkalation eine Stérung der Stapelungswechselwirkungen der Nukleoba-
sen, was zu einem signifikanten Abknicken des Doppelstranges fiihrt. [7,19,25|
Durch diesen Knick wird der DNA-Doppelstrang in Position gebracht fiir sta-
bilisierende Wechselwirkungen mit Aminosdurenseitenketten auf der Oberflé-
che des zentralen Teils der Proteine. Die Bedeutung dieser Aminosiduren wird
in einem Mutanten-Experiment deutlich, bei dem Lys®® von BsuHU durch
unpolares Alanin ersetzt ist. Die Bindungsaktivitiat des mutierten BsuHU
wird dadurch um ca. 20% vermindert. Ein deutlicher Hinweis auf den Ein-
fluss des positiv geladenen Lysins im globuldren Teil von BsuHU, in Bezug
auf eine Wechselwirkung mit dem negativ geladenen DNA-Riickgrat. [26]




