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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Fiir das Verstdndnis der Strukturbildung bei Proteinen ist es wichtig, allgemein geltende Prinzipien der
Stabilitit und Faltung zu verstehen. Sehr viel Arbeit wurde bisher in die Erorterung von
GesetzméBigkeiten zu den Faltungseigenschaften von globuldren Proteinen investiert. Die grofle
Proteinklasse der solenoiden Proteine, zu denen z. B. leucine-rich repeat- (LRR-), Ankyrin- oder -
Helix-Proteine gehdren, wurde dahingegen noch wenig untersucht. Die Proteine dieser Klasse sind
durch einen stapelformigen Aufbau von sich wiederholenden typischen Sequenzeinheiten
gekennzeichnet, was in der Ausbildung einer elongierten Tertidrstruktur resultiert. Im Vergleich zu
globuldren Proteinen erfolgt die Stabilisierung durch eher kurzreichende und lokale
Wechselwirkungen. In der vorliegenden Arbeit sollte versucht werden, die Stabilitdt und Faltung eines
LRR-Proteins mittels verschiedener biophysikalischer Methoden zu charakterisieren. Als
Untersuchungsobjekt diente die fiir die Infektion ausreichende zentrale LRR-Doméne des
Invasionsproteins Internalin B (InlB,4;) des humanpathogenen Bakteriums Listeria monocytogenes
(Marino et al., 1999). Diese Domine ist N-terminal von einer kleinen oa-helikalen Cap-Doméne
flankiert. Des weiteren sollten die Integritit und die Stabilitdts- und Faltungseigenschaften der
sogenannten Internalin-Superdoméne (InlB;;;*) untersucht werden (Schubert et al., 2001). Hierbei
handelt es sich um die bei allen Mitgliedern der Internalinfamilie vorkommende Superdoméine, welche
aus einer direkten Fusion des C-terminalen Endes der LRR-Doméne mit einer Immunglobulin-
dhnlichen Doméne besteht. Beide Konstrukte liegen in Losung als monomere Proteine mit einer
ungefihren Molekularmasse von 23.3 (InlB,4) und 32.2 kDa (InlBs3;*) vor. Dies erlaubte die
rekombinante Expression dieser zwei Proteine und einer Tryptophanmutante des InlB;y*
(InlB3,1*W124S) als Fusionsproteine mit Glutathion-S-transferase im Cytoplasma von E. coli. Die
spektroskopischen Eigenschaften der zwei Konstrukte reflektierten die Erwartungen basierend auf der
Kristallstruktur (Marino et al., 1999; Schubert et al., 2001). Die Circulardichroismus-Spektren beider
Varianten, gemessen im fernen ultravioletten (UV) Bereich, sind sich sehr dhnlich und besitzen ein
charakteristisches Minimum bei ~200 nm, welches moglicherweise aus dem hohen 3,-Helix-Gehalt in
der LRR-Doméne resultiert.

Von beiden Konstrukten konnte eine vollstdndige thermodynamische Charakterisierung, mit Hilfe von
chemisch- bzw. thermisch-induzierten Faltungs- und Entfaltungsiibergingen durchgefiihrt werden.
Sowohl InlBy,, als auch InlBj3y* zeigen einen reversiblen und kooperativen Verlauf der chemisch-
induzierten Gleichgewichtsiibergidnge, was die Anwendung eines Zweizustandsmodells zur
Beschreibung der Daten erlaubte. Die zusétzliche Immunglobulin-dhnliche Domine im InlB;;*
resultierte im Vergleich zum InlB,4; in einer Erhohung der freien Enthalpie der Entfaltung AGy (8.8 £
0.2 kcal mol™ im Vergleich zu 4.7 + 0.3 kcal mol™ bei 20 °C und pH 7.5). Diese Stabilititszunahme

duBerte sich sowohl in einer Verschiecbung des Ubergangsmittelpunktes zu hdoheren
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Guanidiniumchlorid-Konzentrationen als auch in einer FErhdhung der Kooperativitit des
Gleichgewichtsiibergangs (9.7 £ 0.2 kcal mol” M im Vergleich zu 7.1 £ 0.4 kcal mol M bei 20 °C
bei pH 7.5). Diese Beobachtungen zeigen dass die einzelnen Sequenzeinheiten der LRR-Doméne nicht
unabhéngig voneinander falten und dass die Immunglobulin-dhnliche Doméne, obwohl sie nicht direkt
mit dem Wirtszellrezeptor wihrend der Invasion interagiert, eine kritische Rolle fiir die in vivo
Stabilitit des Internalin B spielt. Des weiteren spiegelt die Kooperativitit des Ubergangs die Integritiit
der Internalin-Superdomidne wieder und deutet darauf hin, dass bei beiden Proteinen keine
Intermediate vorliegen.

Kinetische Messungen iiber Tryptophanfluoreszenz und Fern-UV Circulardichroismus deuteten auf
die Existenz eines relativ stabilen Intermediates auf dem Faltungsweg der LRR-Doméne hin.
Faltungskinetiken aus einem in pH 2 denaturierten Zustand zeigten ein reversibles Verhalten und
verliefen {iber ein Intermediat. Eine Erhohung der Salzkonzentration des sauer-denaturierten Proteins
fiihrte zu einer Kompaktierung der entfalteten Struktur und resultierte im Ubergang zu einem
alternativ gefalteten Zustand.

Bei der Internalin-Superdoméne deuteten kinetische Messungen des Fluoreszenz- und Fern-UV
Circulardichroismus-Signals wihrend der Entfaltung mdglicherweise auf die Prdsenz von zwei
Prozessen hin. Der erste langsame Entfaltungsprozess kurz nach dem Ubergangsmittelpunkt bei 0.9 M
Guanidiniumchlorid zeigte eine starke Abhéngigkeit von der Temperatur, wihrend der zweite
schnellere Prozess der Entfaltung stirker von der Guanidiniumchlorid-Konzentration abhing.
Renaturierungskinetiken zeigten das Auftreten von mindestens einem Faltungsintermediat. Kinetische
Daten aus Prolin-Doppelsprungexperimenten lieferten fiir die Erkldrung der langsamen Faltungsphase
zunéchst keinen Hinweis auf dass Vorliegen einer Prolinisomerisierungsreaktion. Die vollstdndige
Amplitude wahrend der Renaturierung konnte nicht detektiert werden, weswegen von einer zweiten

schnellen Phase im Submillisekundenbereich ausgegangen werden kann.
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Das humanpathogene Bakterium Listeria monocytogenes

Listerien sind Gram-positive, nicht-sporulierende, stibchenformige, fakultativ anacrobe Bakterien. Sie
gehoren zu den fakultativ intrazelluldren Bakterien, was bedeutet, dass sie sowohl zum Wachstum
auBlerhalb, als auch innerhalb von Wirtszellen befdhigt sind. Die Gattung der Listerien umfasst sechs
Arten (L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. murrayi und L. ivanovii), von
denen jedoch nur die Spezies L. monocytogenes und die sehr seltene Art L. ivanovii human- und
tierpathogen sind (Seeliger, 1984; Rocourt, 1988).

Listerien sind auf Pflanzen, in Boden und Gewéssern zu finden, aber auch Tierprodukte konnen eine
Kontamination durch Listerien aufweisen. L. monocytogenes kann beim Menschen die als Listeriose
bezeichnete Infektion hervorrufen, welche meist durch die Aufnahme kontaminierter Lebensmittel
(wie z.B. Salate, Milchprodukte, SofBlen und industriell produzierte Fertiggerichte) iiber den
Gastrointestinaltrakt erfolgt. Sie gehdren somit zu den enteroinvasiven Erregern von
Lebensmittelinfektionen, gelten dabei jedoch als nicht darmpathogen. Neben der Féhigkeit die
Darmwand zu iiberwinden, sind diese Gram-positiven Bakterien auch in der Lage, zwei weitere
essenticlle Barrieren im menschlichen Korper, ndmlich die Blut-Hirn- und die Plazenta-Schranke, zu
passieren. Bei immunkompetenten Patienten verlduft die Infektion oft nur sehr schwach und dhnelt
eher dem Bild eines grippalen Infektes, da Makrophagen und Neutrophile die Erreger schnell
beseitigen konnen. Anders hingegen ist der Fall bei Immunkompromittierten, also Personen mit T-
Zell-Defekten, AIDS-Infizierten, Schwangeren, Saduglingen, Krebspatienten und &dlteren Menschen
(Gellin & Broome, 1989; Lorber, 1997). Hier kann sich eine Listeriose als primére Septikdmie oder in
diversen ZNS-Erkrankungen (wie Meningoenzephalitis, Meningitis, Hirnabszess oder Hirnstamm-
enzephalitis) manifestieren. Eine Infektion wihrend der Schwangerschaft kann zum Abort oder zur
konnatalen Listeriose, d.h. zu einer Septikdmie mit multiplen Abszessen und Granulomen in den
verschiedensten Organen des Neugeborenen, fithren. Die Mortalititsrate bei schweren Listeriosen
betragt 10-40 %.

L. monocytogenes wird iiber die kontaminierte Nahrung aufgenommen und gelangt so in den Magen-
Darm-Trakt. Im Darm angelangt, werden die Listerien relativ schnell in die Darmepithelzellen
aufgenommen. Ist die Darmbarriere erst einmal iiberwunden, kdnnen sie iiber das Blut oder die
Lymphe zur Leber, der Milz und anderen Organen gelangen, und nach Passage der Blut-Hirn-
Schranke auch neuronales Gewebe infizieren.

Listerien besitzen die Fahigkeit, sich unter normalerweise sehr unphysiologischen Bedingungen zu
vermehren. Diese Bedingungen, wie niedrige Temperaturen (> 1°C), hohe Salzkonzentrationen
(> 10%), reduzierte Sauerstoffangebote und gro3e pH-Bereiche (pH 4.4 — 9.4), finden im allgemeinem

bei der Lagerung und Konservierung von Nahrungsmitteln Anwendung (Junttila et al., 1988; Farber &
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Peterkin, 1991; Schlech, 2000). Diese Eigenschaften machen das Bakterium zu einem gefiahrlichen

Lebensmittelkeim und daher stellen sie fiir die Lebensmittelindustrie ein gro3es Problem dar.

1.2 Der Infektionszyklus und die Virulenzfaktoren von L. monocytogenes

Der Infektionszyklus von L. monocytogenes zeichnet sich durch eine groBe Anzahl von
Wechselwirkungen zwischen Komponenten der Wirtszelle und bakteriellen Virulenzfaktoren aus. Die
Charakteristika dieser Interaktionen wurden auf zelluldrer Ebene ausfiihrlichst untersucht und 1989
von Tilney und Portnoy erstmals beschrieben (Abb. 1.1). Den Beginn der Infektion durch
L. monocytogenes stellt die Aufnahme des Bakteriums durch den Verzehr kontaminierter Nahrung dar.
Das Bakterium wird zunichst von Makrophagen iiber den Prozess der Phagozytose aufgenommen, es
besitzt aber auch die Féhigkeit bei natiirlicherweise nicht-phagozytierenden Zellen, wie z. B.
Darmepithelzellen, eine Phagozytose zu induzieren. Den initialen Invasionsschritt bei der Etablierung
der Infektion stellt die Adhdsion von L. monocytogenes an die Plasmamembran der Wirtszelle dar,
wodurch die Bildung von Membranausstiilpungen induziert wird, welche das Bakterium vollstindig
umschliefen (Abb. 1.1A). Dieser priméare Schritt wird durch die beiden bakteriellen Virulenzfaktoren
Internalin (InlA) und Internalin B (InlB) vermittelt (Gaillard et al., 1991; Dramsi et al., 1995; Lingnau
et al., 1995).

Abb. 1.1: Infektionszyklus von L. monocytogenes

Schematische Darstellung des Infektionsverlaufes
zwischen zwei benachbarten Darmepithelzellen. Die
Erléuterungen zu den Schritten A bis I finden sich
im Text. Die Abbildung wurde leicht abgedndert
nach Tilney & Portnoy (1989).

Die Internalisierung der Listerien erfolgt nach

dem ReiBverschluss- (zipper-) Mechanismus,

wobei die an der Bakterienoberflache

gebundenen Invasionsproteine die eine Reihe
der Zéhne des Reiflverschlusses und die Oberflachenrezeptoren der Wirtszelle die korrespondierende
andere Reihe bilden. Nach und nach binden die bakteriellen Ligandenmolekiile an die
Rezeptormolekiile, wobei die Plasmamembran der Wirtszelle um die Bakterienzelle gestiilpt wird, bis
das Bakterium vollstindig eingeschlossen ist. Die intrazelluldre Lokalisierung des Pathogens in der
Wirtszelle bietet nicht nur Schutz vor dem Angriff des Immunsystems des Wirtes, sondern kann auch
der Beginn der Ausbreitung in tieferes Gewebe oder sogar zur systemischen Dissemination sein. Nach
der Internalisierung befindet sich L. monocytogenes innerhalb eines Phagosoms im Zytoplasma der
Wirtszelle (Abb. 1.1B). Aus dieser priméren Vakuole befreien sich die Listerien durch Sekretion einer
Phosphatidylinositol ~ (PI)-spezifischen Phospholipase C (PlcA) und des porenbildenden
Bakterientoxins Listeriolysin O (LLO), welche die Membran lysieren (Abb. 1.1C) (Geoffroy et al.,
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1987; Leimeister-Wachter & Chakraborty, 1989; Leimeister-Wéchter et al., 1991; Camilli et al.,
1993). Die Aktivitit des LLO zeigt eine strikte Abhéngigkeit vom pH-Wert (pH 5.5 bis 6) und ist
somit auf das Kompartiment des Lysosoms begrenzt (Glomski et al., 2002). Nach Freisetzung des
Bakteriums in das Zytoplasma der Zelle wird die Aktivitét stark reduziert.

Im Zytoplasma kommt es dann zur Vermehrung von L. monocytogenes (Abb. 1.1D) und zur
Aktinakkumulation an der bakteriellen Oberfliche (Abb. 1.1E). An ecinem Pol der
Bakterienzelloberflache kommt es zur Anlagerung von Aktinfilamenten und der Ausbildung eines bis
zu 40 pum langen Aktinschwanzes. Mit Hilfe dieses Aktinschweifes ist das Bakterium beféhigt, sich
aktiv mit einer Geschwindigkeit von bis zu 1.4 pums™ durch das Zytoplasma der Wirtszelle zu
bewegen (Abb. 1.1F) (Dabiri et al., 1990; Sanger et al., 1992; Cossart, 2000). Verantwortlich fiir diese
Aktinakkumulation ist das Oberflachenprotein ActA, ein dimeres Protein, dessen C-terminales Ende in
der Bakterienmembran verankert ist (Domann et al., 1992; Kocks et al., 1992; Cameron et al., 1999).
Fiir die intrazellulire Bewegung ist der N-terminale Bereich essentiell. Es rekrutiert diverse
Komponenten der Aktinpolymerisations-Maschinerie der Wirtszelle zur Bakterienoberfliche und
initiiert dadurch die intrazelluldre Bewegung, ohne jedoch selbst eine Aktinpolymerisationsaktivitéit zu
besitzen (Ireton & Cossart, 1997). Die Kraft, die fiir die Vorwértsbewegung notwendig ist, entsteht
zum einen durch die Polymerisation bereits vorhandener Aktinfilamente und zum anderen durch die
de novo-Synthese von F-Aktin (Mogilner & Oster, 1996; Gerbal et al., 2000).

Erreichen die Listerien die Plasmamembran der Wirtszelle, kommt es zur Ausbildung von
Zellfortsdtzen, sogenannten Pseudopodien, mit dem Bakterium an der Spitze (Abb. 1.1G). Diese
Pseudopodien werden von der benachbarten Zelle phagozytiert (Abb. 1.1H). In der neu infizierten
Nachbarzelle liegt L. monocytogenes in einer sekunddren Vakuole vor. Diese aus einer
Doppelmembran aufgebaute Vakuole wird von LLO mit Hilfe einer sekretierten Phosphatidylcholin-
spezifischen Phospholipase (PlcB) lysiert (Abb. 1.11) (Gedde et al., 2000). Die Listerien liegen
anschliefend wieder frei im Zytoplasma vor und ein neuer Infektionszyklus kann beginnen (Cossart et

al., 2003).

Diesen Verbreitungszyklus mit der Invasion als Uberlebensstrategie findet man nicht nur bei Listerien,
sondern auch bei anderen obligatorisch intrazelluldren Bakterien, wie z. B. den Salmonellen,
Shigellen, und Yersinien (Cossart & Sansonetti, 2004). Er ermoglicht ihnen nicht nur von einer
Wirtszelle zur nichsten zu gelangen, sondern gibt ihnen auch die Mdoglichkeit dem Kontakt mit dem
extrazelluldren Raum zu entgehen und das menschliche Immunsystem zu umgehen (Galan, 2000). Die
Bakterien sind somit nicht der Wirkung von Antibiotika, den Angriffen des Immunsystems oder
natiirlich mechanischen Abwehrmechanismen wie der Peristaltik des Darmes oder dem Cilienschlag in
den Bronchien ausgesetzt. Aufgrund dieser Fihigkeiten ist L. monocytogenes zu einem wichtigen

Modellsystem fiir fakultativ intrazelluldre Bakterien in der Zell- und Infektionsbiologie geworden.
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1.3 Die Invasionsproteine von L. monocytogenes

Das Genom von L. monocytogenes umfasst insgesamt 19 sogenannte Internalin-dhnliche Gene, von
denen bisher jedoch nur acht genauer beschrieben wurden (Dramsi et al., 1997; Raffelsbauer et al.,
1998; Glaser et al., 2001). Sie sind auf der Oberfldche der Bakterien lokalisiert und stellen sozusagen
die Schliissel der Listerien dar. Die zwei prominentesten und auch am besten charakterisierten
Vertreter dieser Proteinfamilie sind das Internalin (InlA) und das Internalin B (InlB), deren Gene auch
auf einem gemeinsamen Operon liegen. Diese beiden Virulenzfaktoren sind fiir den ersten Schritt der
Invasion von nicht-phagozytierenden Zellen verantwortlich und weisen eine unterschiedliche
Wirtszell-Spezifitit auf. Fir den Prozess der Aufnahme nutzen sie verschiedene wirtseigene
Signaltransduktionswege. Die Funktion der iibrigen Internaline (InlC, InlE, InlF, InlG und InlH) ist bis
heute noch nicht eindeutig aufgekldrt. Es konnte bisher gezeigt werden, dass die Deletion des
Genclusters in/GHE und von inlC zu einer Reduktion der Virulenz von L. monocytogenes fihrt
(Engelbrecht et al., 1996; Raffelsbauer ef al., 1998; Schubert et al., 2001).

Alle Internaline zeichnen sich durch einen modularen Aufbau homologer Sequenzabschnitte aus und
sind strukturell durch eine sogenannte Leucin-reiche Wiederholungsregion (leucine-rich repeat, LRR-

Region) charakterisiert.

1.3.1 Internalin aus L. monocytogenes und sein Rezeptor

1991 wurde InlA (800 Aminoséduren), welches fiir die Aufnahme der Listerien in humane Caco-2-
Zellen und einige andere Saugerepithelzelllinien verantwortlich ist, als erstes Invasionsprotein
entdeckt (Gaillard et al., 1991). Es ist kovalent {iber ein kurzes Sequenzmotiv am C-Terminus in der
Zellwand verankert und das wohl am besten charakterisierte Invasionsprotein von L. monocytogenes.
Mutationen bzw. Defekte im inld-Gen fiihren zu einem Verlust der Fihigkeit die Darmzellen zu
infizieren. Es zeigte sich zudem, dass die avirulenten und nicht-invasiven Bakterien L. innocua und
Enterococcus faecalis invasiv werden, wenn InlA auf ihrer Oberfliche exprimiert wird. Ebenso
werden auch synthetische Latexkiigelchen, welche mit InlA beschichtet sind, phagozytiert (Gaillard et
al., 1991; Lecuit et al., 1997). All diese Ergebnisse zeigen, dass InlA fiir die Invasion von Caco-2-
Zelllinien essentiell ist.

Im Jahre 1996 wurde mit E-Cadherin der humane Rezeptor von InlA identifiziert (Mengaud et al.,
1996). Es handelt sich dabei um ein Transmembran-Glykoprotein das auf der Oberfliche des
Darmepithels sitzt, und welches in Abhingigkeit von Calcium den Zusammenhalt der Darmzellen
durch Zell-Zell-Adhésion (adherens junctions) vermittelt. E-Cadherin gehort zur Superfamilie der
Cadherine und besteht aus fiinf extrazelluliren Doménen (EC1-ECS), einer Transmembranregion und
einem konservierten zytoplasmatischen Bereich. Dieser ist im Zytoplasma mit dem Aktinzytoskelett

iiber die Adapterproteine o-, B- und pl120-Catenin verbunden. Die Erkennung der E-Cadherine
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untereinander erfolgt liber homophile Wechselwirkungen der extrazelluliren Domine EC1 (Takeichi,
1990; Geiger & Ayalon, 1992; Kemler, 1993; Yap et al., 1997).

Anhand von E-Cadherin-defizienten Zelllinien konnte gezeigt werden, dass die Wechselwirkung
zwischen InlA und seinem Rezeptor ausreicht, um die Aufnahme von L. monocytogenes in nicht-
phagozytierende Zellen zu vermitteln (Mengaud ef al., 1996). Diese Zelllinien verlieren ihre Resistenz
gegeniiber L. monocytogenes, wenn sie mit cDNA fiir E-Cadherin transfiziert werden. Die Interaktion
mit humanem E-Cadherin ist zudem hochspezifisch, da ein einziger Aminosdureaustausch an der
Position 16 (Pro—Glu) des Rezeptors, zu einem Verlust der Invasionsfahigkeit der Listerien fiihrt.
E-Cadherin aus Mausen besitzt an dieser kritischen Position ein Glutamat, was der Grund dafiir ist,
dass Maiuse nach einer oralen Inokulation mit L. monocytogenes keine Krankheitssymptome zeigen
(Lecuit et al., 1999). Mit dieser Erkenntnis konnte ein transgenes Mausmodell geschaffen werden,
welches es erlaubt, Infektionsstudien in vivo durchzufiihren, die die intestinale und systemische

Krankheit die beim Menschen zu beobachten ist, simuliert (Lecuit ef al., 2001; 2002).

Mit der kiirzlichen Aufkldrung der Kristallstruktur
des Komplexes zwischen der LRR-Doméne von InlA
(InlA”) und der N-terminalen Doméne des humanem
E-Cadherin Rezeptors (hEC1), kann nun der erste
Schritt der Listerieninfektion auf atomarer Ebene
nachvollzogen werden (Abb. 1.2) (Schubert et al.,
2002). Das sichelformige InlA’ umgreift die hECI-
Doméne fast vollstdndig, wobei die C-Termini der
beiden Doménen in entgegengesetzte Richtungen
zeigen. An der Wechselwirkung beider Proteine sind
hauptsiachlich hydrophobe Aminosiuren beteiligt.
Das bereits oben erwéhnte Prolin an Position 16 in
hEC1 bindet passgenau in eine hydrophobe Tasche
auf der Oberflache des InlA’; das Glutamat, welches
sich im murinen E-Cadherin an dieser Stelle befindet,
kann durch seine Gréfe und negative Ladung nicht

mit InlA’ wechselwirken (Schubert et al., 2002).

Abb. 1.2: Struktur von InlA’ im Komplex mit hEC1

Dargestellt ist die Internalin-Superdoméne des InlA, bestehend aus der Cap- (griin), LRR- (hellblau) und Ig-
dhnlichen- (dunkelblau) Doméne. Das hEC1 ist in rot dargestellt. Pfeile représentieren B-Faltblattstringe und Bénder
a- bzw. 31¢p-Helices. Die Abbildung wurde mit dem Programm MOLMOL erstellt (Koradi et al., 1996).
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1.3.2 Internalin B aus L. monocytogenes und seine Rezeptoren

Das zweite gut charakterisierte Invasionsprotein von L. monocytogenes ist das InlB, welches fiir die
Invasion von verschiedenen Zelltypen verantwortlich ist (Cossart et al., 2003; Bierne & Cossart,
2002). Das aus 630 Aminosduren bestehende Protein vermittelt die Aufnahme sowohl in Hepatocyten-
Kulturen, sowie in diverse Epithel- oder Fibroblasten-dhnliche Zelllinien, wie Vero, CHO oder HeLa
und ist zudem fiir die effiziente Replikation in murinen Hepatozyten erforderlich (Dramsi et al., 1995;
Gaillard et al., 1996; Lingnau et al., 1995; Braun et al., 1998; Greiffenberg et al., 1998; Parida et al.,
1998). Analog zum InlA zeigt ein Defekt im in/B-Gen den vollstindigen Verlust der Invasivitit in
diesen Zelllinien (Dramsi et al., 1995; Braun et al., 1998; Parida et al., 1998). Die Prisenz von InlB
auf der Oberfliche von synthetischen Latexkiigelchen bzw. der von den apathogenen Bakterien
L. innocua und Staphylococcus carnosus fihrt zur Aufnahme in die oben genannten Siugerzellen

(Braun et al., 1998).

Abb. 1.3: Struktur von InlB

Abgebildet ist die Struktur des gesamten Proteins bestehend aus der Cap- (griin), LRR- (hellblau), Ig-dhnlichen
(dunkelblau) und GW- (gold) Doméne. Die B-Region, welche im Kristall nur eine schwache Elektronendichte
liefert, ist in rot dargestellt. a- bzw. 3p-Helices sind als Biander und -Faltblattstrukturen als Pfeile dargestellt.
Die Abbildung wurde mit dem Programm MOLMOL erstellt (Koradi et al., 1996).

Dieses Oberflichenprotein ist locker mit seiner C-terminalen Region, welche aus 3 sogenannten
Glycin-Tryptophan (GW)-Doménen besteht, iiber das Membranlipid Lipoteichonsdure mit der
Bakterienoberfldche assoziiert (Abb. 1.3). Aufgrund der fehlenden Verankerung in der Zellwand, kann
InlB auch im Uberstand von Listeria-Kulturen nachgewiesen werden. Das 18sliche InlB ist in der Lage
mit der Bakterienoberfliche zu reassoziieren und kann Mutanten, die kein InIB synthetisieren, zur

Invasion befahigen.



Einleitung 7

Im Gegensatz zum InlA, konnten fiir InIB zwei Rezeptoren (gC1g-R und Met) identifiziert und die
spezifische Wechselwirkung mit Glycosaminoglycanen beschrieben werden (Braun et al., 2000; Shen
et al., 2000; Bierne & Cossart, 2002; Cossart et al., 2003). Zudem sind die durch InlB hervorgerufenen
Signalkaskaden in der Wirtszelle bereits teilweise ausfiihrlich charakterisiert. Der relevantere der
beiden Rezeptoren ist die Rezeptor-Tyrosin-Kinase Met, dessen natiirlicher Ligand der
Hepatozytenwachstumsfaktor (HGF) ist, welcher fiir eine groBe Anzahl von physiologischen
Prozessen, wie dem des Zellwachstums, der Wundheilung und der Tumormetastasierung
verantwortlich gemacht wird (Birchmeier & Gherardi, 1998; Stella & Comoglio, 1999; Shen et al.,
2000). Nach der Bindung des InIB erfolgt eine Autophosphorylierung von spezifischen Tyrosinresten
des Met und es kommt zu einer Rekrutierung und Phosphorylierung der Adaptorproteine Cbl, Gabl
und Shc und zur Aktivierung der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) p85-p110, mit der Bildung von
Phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphat (PIP;) an der Plasmamembran (Ireton et al., 1996; 1999;
Cossart, 2001; Pendaries et al., 2003). Durch den Sekundérbotenstoff PIP; kommt es zur Anhdufung
von Aktin-regulatorischen Proteinen und zur Umlagerung des Aktinzytoskeletts, die eine Ausstiilpung
der Plasmamembran hervorruft, sogenannte membrane ruffles (Ireton et al., 1999). Auf diese Weise
wird das Bakterium nach dem Reisverschluss-Mechanismus in die Wirtszelle eingeschlossen. Die
durch die Wechselwirkung mit Met induzierten Signaltransduktionskaskaden &hneln den Vorgéngen,
die bei der Stimulierung durch den natiirlichen Met-Liganden HGF zu beobachten sind (Ireton et al.,
1999; Shen et al., 2000; Bierne et al., 2000). In einer aktuellen Studie konnte gezeigt werden, dass fiir
die Bindung an Met unter anderem eine Reihe von fiinf aromatischen Aminosduren (F104, W124,
F126, Y170 und Y214) auf der konkaven Seite der LRR-Domine essentiell sind (Machner et al.,
2003). Ein Austausch von mindestens vier dieser oberflachenexponierten Aromaten gegen Serin fiihrt
zu einem kompletten Verlust der Aufnahme von Listeria-InIB-Mutanten bzw. von mit InIB
beschichteten Latexkugeln in HeLa-Zellen.

InlB interagiert aber auch mit gC1q-R, einem ubiquitéren 33 kDa grolem Oberflichenprotein, welches
zuerst als Rezeptor fiir den globuldren Anteil der Komplementkomponente Clq identifiziert wurde
(Ghebrehiwet et al., 1994; Braun et al., 2000). Es besitzt weder eine Transmembranregion noch einen
Glycosylphosphatidylinositolanker, was darauf hindeutet, dass es mit einem anderen Protein
wechselwirkt. In Bindungsstudien konnte gezeigt werden, dass die GW-Doménen des InIB die
spezifische Bindung an den gClg-R vermitteln und dass dafiir die 16sliche und nicht die
membrangebundene Variante des InlB notig ist (Marino et al., 2002). Kompetitionsstudien um die
Bindung an den Rezeptor zwischen InlB und Clq fiihrten zu einer Inhibierung der InlB-abhingigen
Listerien-Aufnahme in die Wirtszelle. In einer aktuellen Studie konnte jedoch gezeigt werden, dass die
Interaktion zwischen InIB und gClq-R weder fiir die Aktivierung von Met noch fiir die InIB-
vermittelte bakterielle Invasion noétig ist (Banerjee et al., 2004).

Der dritte identifizierte Interaktionspartner des InlB sind die Glycosaminoglycane (GAG), negativ

geladene Polysaccharide, die an der Oberflidche von allen Zelltypen zu finden sind. Proteoglycane sind
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fiir die optimale Aktivitit des HGF und somit fiir die Aktivierung von Met notwendig (Rusnati &
Presta, 1996). Moglicherweise immobilisieren sie die Wachstumsfaktoren an der Zelloberfliche und
schiitzen sie auf diese Weise vor dem Abbau, transportieren sie zu den Rezeptoren und veranlassen
ihre Oligomerisierung. InlB bindet an die GAG’s iiber seine GW-Doménen und die InlB-abhéngige
Invasion wird durch sie signifikant erhoht (Jonquiéres et al., 2001). Es konnte auch gezeigt werden,
dass die Internalin-Doméne des InlB im Gegensatz zum vollstindigen InlB, schwicher in der Met-
Aktivierung und der Induktion des Zellscatterings ist (Shen et al., 2000). Somit konnte die Bindung
der GW-Domine an die zelluldaren GAG’s die Wechselwirkung der LRR-Doméne mit Met steigern.
Losliches Heparin fiihrt zur Ablosung des membrangebundenen InlB von der Bakterienoberfliche und
induziert sein clustering, dhnlich zum HGF (Jonqui¢res et al., 2001). Dies deutet darauthin, dass
sobald GAG’s présent sind, InlB von der Listerien Oberflache freigesetzt werden kann, da diese mit
der Lipoteichonsdure um die Bindung mit den GW-Doméinen konkurrieren. Die Beteiligung der GW-
Dominen an den Signalkaskaden in der Wirtszelle verdeutlicht, dass InlB wie ein Hormon
funktioniert. Diese Idee wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass HGF in der Lage ist, InIB in der
Vermittlung der Invasionsfahigkeit zu ersetzen (Banerjee ef al., 2004).

Kiirzlich wurde die Existenz eines vierten Rezeptors postuliert, der bis jetzt jedoch noch unbekannt ist
(Copp et al., 2003). In dieser Studie zeigte sich, dass die Verwendung von verschieden langen InlB-

Konstrukten zu einer starken Aktivierung des MAP Kinase Reaktionsweges fiihrte.

1.4 Das Strukturmotiv der Internaline

Alle Mitglieder der Internalin-Familie zeichnen sich durch einen nahezu identischen modularen

Autbau aus repetitiven Segmenten aus. Dies ist exemplarisch am InlA und InlB gezeigt (Abb. 1.4).

InIB: N|S|Cap| 7 x LRR - 6w Ce30

35 85 239 321 392 466 548 630

t i

Abb. 1.4: Schematischer Aufbau der Internaline A und B

Homologe Doménen sind durch gleiche Farben gekennzeichnet und die Zahlen geben die C-terminalen
Aminosduren jeder Domédne an. S, N-terminale Signalsequenz; Cap, Cap-Doméne; LRR, Leucin-reiche
Wiederholungssequenz; IR, inter-repeat-Doméne; B, B-Segmente, PA, Peptidoglykananker, GW, GW-Doméne.
Die Pfeile beim InIB reprisentieren die C-terminalen Enden der in dieser Arbeit untersuchten Konstrukte.

Alle Internalin-Proteine sind auf der extrazelluliren Seite der Listerien lokalisiert. Sie weisen eine
typische 35 Aminosduren lange N-terminale Signalsequenz auf, die den Export aus der Zelle
ermdglicht. Daran schlieBen sich drei Motive an, die als Internalin-Superdoméine bezeichnet werden.

Aus den aufgeklirten Kristallstrukturen der Internaline A, B, E und H zeigte sich, dass diese
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Superdomine nicht aus drei strukturell isolierten Einheiten besteht, sondern einen flieBenden
Ubergang aufweist und dass sich die drei Einheiten einen gemeinsamen hydrophoben Proteinkern
teilen (Schubert et al., 2001; Schubert er al., 2002; Schubert & Heinz, 2003). Sie ist bei allen
Vertretern der Internalin-Familie zu finden und vermittelt beim InlA und InlB die Invasionsaktivitit
(Schubert et al., 2001). Das charakteristische Merkmal der Internalin-Domine ist ein repetitives
Sequenzelement, das eine periodische Anhdufung von Leucinen bzw. Leucin-dhnlichen Aminosduren
(Ile, Val, Phe, Met, Ala) aufweist, und ihr den Namen leucine-rich repeat (LRR) gibt. Die LRR-
Domine ist in allen Internalinen von einer N-terminalen Cap-Sequenz und einer C-terminalen IR
(inter repeat)-Region flankiert und unterscheidet sich in der Anzahl der -einzelnen
Wiederholungseinheiten (5 bis 15). Im folgenden wird fiir den Begriff Wiederholungseinheit der
englische Begriff repeat verwendet. In den Internalinen A, E, F, G und H schliefit sich an die
Internalin-Domédne ein zweiter Bereich an (B-Region), der aus einem bis vier repetitiven
Sequenzelementen besteht (B-Segmente). Am C-Terminus dieser Internaline befindet sich ein kurzes
charakteristisches Sequenzmotiv (LPxTG, Ein-Buchstaben-Code der Aminoséuren, wobei x fiir eine
beliebige Aminosdure steht), das fiir die kovalente Verankerung der Proteine an der
Bakterienoberfliche verantwortlich ist. Dieses C-terminale Motiv ist fiir bakterielle
Oberflachenproteine Gram-positiver Bakterien sehr typisch und konnte schon in einer grofSen Anzahl
von Proteinen identifiziert werden (Navarre & Schneewind, 1999). Auf das LPxTG-Motiv folgt eine
hydrophobe transmembrane o-Helix und ein positiv geladenes cytoplasmatisches Ende. Das Protein
wird durch eine Sortase prozessiert, so dass die letzten beiden Abschnitte im reifen Protein fehlen. Das
Enzym spaltet das LPxTG-Motiv zwischen Tyrosin und Glycin, und verankert das Protein kovalent
mit der bakteriellen Zellwand (Garandeau et al., 2002; Bierne et al., 2002). Das InlB besitzt im
Gegensatz zu den ldngeren Internalinen nur ein B-Segment und kein LPxTG-Motiv und auch keinen
C-terminalen Membrananker. An das B-Segment schlieBen sich drei wiederholende 70 bis 80
Aminosdurereste groBe Regionen an, die sogenannten GW-Doméinen. Dieses C-terminale
Wiederholungsmotiv, welches auch in anderen Oberflichenproteinen von Listerien, wie z. B. Ami, zu
finden ist, ist verantwortlich fiir die nicht-kovalente Assoziation des InlB mit der Lipoteichonséure in
der Mureinschicht der bakteriellen Zellwand (Braun et al., 1997; Jonquicres et al., 1999; Cabanes et
al., 2002). Die nicht-kovalente Assoziation mit der Zellwand ist dafiir verantwortlich, das einerseits
ungefdhr die Hélfte der Oberflichen-assoziierten InlB-Proteine im Kulturiiberstand von L.
monocytogenes zu finden sind und andererseits extern appliziertes InlB in der Lage ist, sich
nachtriglich in die Listerien-Zellwand zu integrieren (Jonquieres et al., 1999). Die verkiirzten
Internaline C und D besitzen weder B-Segmente noch ein LPxTG-Motiv, weswegen diese beiden
Proteine von L. monocytogenes sekretiert werden.

Die N-terminale Cap-Domane von InlB3,; (Aminosduren 36 bis 85) besteht aus drei a-Helices und
einem kurzen antiparallelen B-Faltblatt. Es besitzt eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zu dem Calcium-

bindenden EF-Hand-Motiv, das man auch in den Proteinen Calmodulin und Recoverin findet (Flaherty
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et al., 1993; Schubert ef al., 2001). Die meisten hydrophoben Aminosduren der Cap-Domine sind bei
allen Internalinen hoch konserviert und schirmen den hydrophoben Kern der folgenden LRR-Domine
gegen das hydrophile wiassrige Milieu der Umgebung ab. Einige Aminoséurereste der Cap-Doméne
bilden Wasserstoftbriicken-Bindungen mit der LRR-Doméne aus und beide Doménen bilden zudem
einen flieBenden Ubergang und somit eine einzige Domine. Es wurden zuniichst zwei spezifische
Calcium-Bindungsstellen beschrieben, die jedoch in den weiteren geldsten Kristallstrukturen nicht

bestitigt werden konnten (Marino et al., 1999; Schubert et al., 2001).

= Die LRR-Domine des InIB besteht aus 7
| repeats, wobei jedes LRR-Motiv aus 22
Aminosduren aufgebaut ist (Abb. 1.5).
Jedes einzelne repeat besteht auf der einen
Seite aus einem kurzen [-Strang
(bestehend aus 3 Aminosdureresten) und
einer dazu antiparallelen  3o-Helix

(bestehend aus 3 bis 5 Aminosédureresten)

auf der gegeniiberliegenden Seite. Diese
Sekundérstrukturelemente ~ sind  {iber
Schleifen (loops) miteinander bzw. mit den
angrenzenden LRR-Motiven untereinander

Abb. 1.5: Struktur der LRR-Domiine des InlB . . .
ruktur der omane des In verbunden. Die LRR-Domiéne bildet

30-Helices sind als blaue Binder und p-Faltblattstrange in
rot dargestellt. Die VergroBlerung zeigt schematisch eine
Wiederholungseinheit des LRR-Motivs (entnommen aus  welcher die spiralformig angeordneten
Schubert et al., 2001). Die Zahlen reprisentieren die
Positionen der Aminosduren (gelb und rot: konserviert;
grau: variabel). Die Struktur der LRR-Domiéne wurde mit
dem Programm MOLMOL erstellt (Koradi ef al., 1996).

dadurch eine rechtsgéngige Superhelix, in

einzelnen LRR-Motive gestapelt vorliegen.
Bei gleicher Orientierung bilden die acht
parallelen [B-Stringe ein [-Faltblatt,
welches die innere, konkave Seite des Molekiils definiert und die aufeinanderliegenden sieben 3,-

Helices die duflere, konvexe Seite bilden.

Im Vergleich zu den schmaleren B-Stringen weisen die 3,o-Helices einen erhohten Platzbedarf auf, der
in einer leicht gebogenen Struktur der LRR-Doméne resultiert (12° pro repeat) (Schubert et al., 2001).
Dabei ist die LRR-Doméne nicht nur um einen zentralen Punkt gewunden, sondern jedes LRR-Motiv
ist im Verhiltnis zum vorherigen etwas gedreht, was eine zusdtzliche Biegung um die zentrale Achse
der Superhelix einfiihrt (Schubert & Heinz, 2003). Diese zusétzliche Drehung ist stark von der Anzahl
der repeats abhingig: wahrend die LRR-Doméne im InlB nur leicht gewunden ist, weist sie im InlA
(Abb. 1.2) eine sichelformige Struktur auf (Schubert et al., 2002). Die B-Stringe besitzen alle die

gleiche Lange und sind reguldr angeordnet, wohingegen die 3,o-Helices in Lange und Positionierung
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unterschiedlicher sind (Schubert et al., 2001). Sie stabilisieren auf diese Weise die LRR-Domaéne.
Jedes Mitglied der Internalin-Familie besitzt LRR-Motive mit einer Linge von 22 Aminosiuren
(Marino et al., 1999; Schubert et al., 2001). Zehn dieser 22 Reste haben eine strukturelle Funktion und
sind hoch konserviert. An sieben Positionen befinden sich Leucine oder Leucin-dhnliche Aminoséuren
(2,5,7,12, 15, 18 und 21), die ins Innere der Superhelix weisen und den elongierten hydrophoben
Kern bilden. Sie sind somit fiir die Stabilitdt der LRR-Doméne verantwortlich. An den Positionen 10
(Asn oder Gln), 14 (Asp) und 17 (Aminosdurereste mit kleinen Seitenketten) sitzen konservierte
Aminosduren, welche mit Hauptkettenatomen ihres jeweiligen LRR-Motivs interagieren und
zusiétzlich zur Stabilitét beitragen. Die verbleibenden 12 Positionen sind von nicht-konservierten und
losungsmittelexponierten Resten besetzt, so dass mehr als die Hilfte des LRR dazu befdhigt ist,
Oberflachen fiir Protein-Protein-Interaktionen zu definieren (Marino et al., 1999).

Auf die LRR-Domaéne folgt die IR-Doméine (Aminosduren 240 bis 321), welche wie die Cap-Doméne
den hydrophoben Kern der LRR-Domine gegen die Umgebung abschirmt. Ein Vergleich der
Aminosduresequenzen der bekannten Internaline zeigt, dass diese Region die am stdrksten
konservierte im ganzen Protein darstellt. Die Struktur dieser Doméne wird durch ein B-Sandwich,
bestehend aus einem vierstrangigen antiparallelen B-Faltblatt, dominiert, welches aus einem kurzen
und drei ladngeren P-Stringen besteht. Auf der einen Seite wird dieses [B-Faltblatt von einem
dreistringigen und einem kurzen zweistringigen antiparallelen B-Faltblatt flankiert. Der N-terminale
B-Strang der IR-Doméne ist eine direkte Verlingerung des letzten C-terminalen B-Strangs der LRR-
Doméne. Diese beiden B-Faltblitter gehen flieBend ineinander {iber und sind somit unter anderem fiir
den durchgehenden Proteinkern dieser zwei Domédnen verantwortlich. Die Faltungstopologie dieser
Domine ist mit den Immunglobulin (Ig)-Doménen von Antikérpern und diversen eukaryotischen
Zelloberflachenproteinen verwandt, besitzt aber einige strukturelle Unterschiede, die sich unter
anderem in der Lange und der Orientierung einiger B-Strange verdeutlichen (Harpaz & Chothia, 1994;

Schubert et al., 2001). Sie wird im folgenden als Ig-dhnliche Doméne bezeichnet.

1.5 LRR-Domainen als Module fiir die Interaktion bei Protein-Protein-

Wechselwirkungen

Neben den hier schon erwihnten Internalinen gibt es noch eine Fiille von prokaryontischen und
eukaryontischen Proteinen mit dem Strukturmotiv des LRR. Zudem stieg in den letzten Jahren die
Anzahl der gelosten Kristallstrukturen dieser LRR-Proteine, teilweise auch im Komplex mit ihren
natiirlichen Liganden (Kobe & Deisenhofer, 1995a; Papageorigou et al., 1997; Price et al., 1998).
Charakteristisch fiir Proteine mit LRR-Doménen ist, dass sie hauptsdchlich an Protein-Protein-
Wechselwirkungen beteiligt sind. So handelt es sich bei den eukaryontischen Proteinen um solche, die
an biologischen Prozessen, wie z. B. der Signaltransduktion, dem intrazelluliren Transport, der

Zelladhdsion und Entwicklung, der Enzyminhibition oder der Hormon-Rezeptor-Interaktion beteiligt
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sind (Buchanan & Gay, 1996; Kobe & Kajava, 2001). Bei den prokaryontischen Proteinen sind LRR-
Motive fast ausschlieBlich in Virulenzfaktoren pathogener Bakterien zu finden. Zu ihnen gehdren
neben Listeria monocytogenes Bakterien wie Salmonella typhimurium, Shigella flexneri oder Yersinia
pestis (Leung & Straley, 1989; Hartmann et al., 1990; Miao et al., 1999; Kobe & Kajava, 2001). In
Tabelle 1.1 sind einige LRR-Proteine verschiedener Herkunft aufgelistet.

Tab. 1.1: Beispiele fiir eukaryontische und prokaryontische LRR-Proteine

LRR- Organismus Funktion Anzahl der Nummer der
Protein LRR’s Proteindatenbank (PDB)
RI Schwein Ribonuklease-Inhibitor 15 IDF] (IZnBitI\II?Nase A)
U2A° Mensch RNA-Bindung und Splicing 5 1A9N (mit U2B’ snRNA)

TAP Mensch RNA-Export aus dem Nukleus 4 1FO1
LC1 vom Chlamydomonas | Protein-Protein-Interaktion im 6 1DS9
Dynein reinhardtii molekularen Motorkomplex
InlA Listeria yirulenzfaktor 15 10§T/ 106V .
monocytogenes (Induktion von Phagozytose) 1068 (mit E-Cadherin)
Listeria Virulenzfaktor 1DOB (LRR—.Doman?)
InlB monocytogenes (Induktion von Phagozytose) 73 TH6T (Internahn—Domane)
1MOS (ganzes Protein)
PGIP Phaseolus vulgaris | Polygalakturonase Inhibitor 10 10GQ

Erfolgten Kokristallisationen der LRR-Proteine mit ihren Liganden oder wurde von Fragmenten die Struktur
gelost (siehe InlB), so ist dies durch die Ausdriicke in den Klammern nach den PDB-Nummern gekennzeichnet.

Sequenzanalysen von LRR-Proteinen deuten auf die Existenz von mindestens sechs verschiedenen
Subfamilien der LRR’s hin, die sich in der Lange und Konsensussequenz unterscheiden (Tabelle 1.2)

(Buchanan & Gay, 1996; Kajava, 1998; Kajava et al., 1995).

Tab. 1.2: Ubersicht iiber die Subfamilien der LRR-Proteine

LRR Liinge et
Subfamilie (AS) Konsensussequenz Herkunft Beispiele
24 Rab
typical (20-27) LxxLxxLxLxxNxLxxLpxxoFxx Tiere, Pilze Geranylgeranyl-
transferase
. 28-29 .
Rl-like (28-29) XxxLxxLxLxxN/CxLxxxgoxxLxxoLxx Tiere RI, ranlp
Cys- 26 C/LxxLxxLxLxxCxxITDxxoxxLa/gxx | Tiere, Pflanzen, Pilze Skp2
containing (25-27) ’ i
. 24 Pflanzen, prim.
Plant-specific (23-25) LxxLxxLxLxxNxLt/sGxIPxxLGx Eukaryonten PGIP
. 22 Gram-positive ,
SDS22-like (21-23) LxxLxxLxLxxNr/kIr/kr/KIEN/GLEx Bakterien, Tiere, Pilze InlB, U2A
. 20 Gram-negative
bacterial (20-22) PxxLxxLxVxxNxLxxLPD/EL Bakterien YopM

Aminosdurereste (dargestellt im Ein-Buchstaben-Code), die fett geschrieben sind, treten in den einzelnen
Wiederholungseinheiten mit einer Héufigkeit von mehr als 70 %, grof3 geschriebene von mehr als 40 % und
klein geschriebene mit einer Haufigkeit von mehr als 30 % auf. o steht fiir einen nicht-polaren Rest und x fiir
jeden beliebigen Rest. Die Tabelle wurde aus Kajava (1998) entnommen.
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Das signifikante dieser Klassifizierung ist, dass repeats aus verschiedenen Subfamilien niemals in ein
und demselben Protein auftauchen, was darauf hindeutet, dass sie sich unabhédngig voneinander
entwickelt haben miissen (Kajava, 1998; Kobe & Kajava, 2001).

An der N- und C-terminalen Seite besitzen die meisten LRR-Doménen flankierende Regionen, die ein
wesentlicher Teil der Struktur sind, da sie den hydrophoben Kern gegen das umgebende Solvens
abschirmen (Kobe & Kajava, 2001). Dabei konnen diese flankierenden Regionen von ganz
unterschiedlicher Natur sein. Beispielsweise findet man beim U2A’ eine amphipathische a-Helix,
beim InIB die N-terminale hydrophile Cap-Doméne und in extrazelluldren Proteinen oft eine Cystein-

reiche Domaéne.
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Abb. 1.6: Struktur des Ribonuklease-Inhibitors (RI) aus Schwein im Komplex mit RNase A

Der RI ist in rot und die RNase A in griin gefarbt. a-Helices sind als Bénder und B-Faltblattstrange als Pfeile
dargestellt. Die Struktur wurde mit dem Programm MOLMOL erstellt (Koradi et al., 1996).

Die erste und wohl auch pragnanteste Kristallstruktur, die bis jetzt von einem LRR-Protein geldst
wurde, stellt dabei die des Ribonuklease-Inhibitors (RI) dar (Abb. 1.6) (Kobe & Deisenhofer,
1993a,b). RI’s konnten bisher in allen Zellen von Sdugetieren nachgewiesen werden und enthalten 15
repetitive LRR-Motive (Lee & Vallee, 1993; Kobe & Deisenhofer, 1993b). Durch die regelmaBige
Anordnung der LRR-Motive erhilt der RI die Form eines Hufeisens.

Alle bisher bekannten LRR-Doménenstrukturen weisen eine elongierte und gebogene Form mit den -
Strangen auf der konkaven Innenseite und den Helices (o bzw. 3,) auf der konvexen AuBenseite auf.
Diese gekriimmte Struktur pridestiniert diese Proteinfamilie fiir die Protein-Protein-Interaktionen und
die Bindung des jeweiligen Interaktionspartners erfolgt fast ausschlieBlich tiber die B-Faltblitter der
konkaven Seite (Kobe & Deisenhofer, 1995a,b; Papageorgiou et al., 1997; Price et al., 1998).
Informationen iiber die Ligandenbindung auf atomarer Ebene sind im Moment zwar erst aus relativ
wenigen Kristallstrukturen zuginglich, sie konnten aber schon einen ersten Einblick in die
allgemeinen strukturellen Grundlagen fiir die Bindung an ein LRR-Protein geben. Derzeit konnten die
Strukturen des Ribonuklease-Inhibitor aus Schwein und Menschen (Kobe & Deisenhofer, 1995a;
Papageorgiou et al., 1997), des Protein U2A’ aus dem humanen Spleiosom (Price ef al., 1998), des
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von Willebrand-Faktor (Huizinga et al., 2002) und des Internalin aus Listeria monocytogenes

(Schubert et al., 2002) im Komplex mit ihren Liganden gelost werden (Abb. 1.2).

1.6 Proteine mit repetitiven Sequenzen: Struktur, Funktion, Evolution

und Design

Proteine, die Motive mit repeats besitzen, die aus 20 bis 40 Aminosduren aufgebaut sind, sind in den
pro- und eukaryontischen Genomen oft zu finden (van Belkum et al., 1998; Andrade et al., 2001).
Diese Wiederholungsmotive, welche in Eukaryonten bis zu dreimal hdufiger anzutreffen sind,
scheinen durch Duplikationsereignisse und ungleichméBiges crossing-over in der Evolution der sie
kodierenden Gene, entstanden zu sein (Cox & Mirkin, 1997; Heringa, 1998; Marcotte et al., 1999).
Strukturell betrachtet bildet diese Klasse von Proteinen eine ausgedehnte kontinuierliche Superhelix,
in welcher die sich wiederholenden Einheiten {ibereinander gestapelt sind (Groves & Barford, 1999;
Kobe & Kajava, 2000; Andrade et al., 2001). Bisher wurden ungefahr 20 Proteinklassen mit einem
repetitiven Aufbau beschrieben, wobei fiir jeweils mindestens einen Vertreter die dreidimensionale
Struktur aufgeklart werden konnte (exemplarisch an der Ankyrin-Doméne in Abb. 1.7 gezeigt)
(Kajava, 2002; http://cmm.info.nih.gov/kajava/solenoidtable.html).

In jeder dieser verschiedenen Klassen, definiert ein aus
20 bis 40 Aminoséduren bestehender repeat eine Vielzahl
von sekunddren Struktureinheiten (Tabelle 1.3). In dem
funktionellen Protein gibt es zwei wichtige Kategorien
an Interaktionen, die die charakteristische tertidre
Struktur definieren: die Wechselwirkung in einem
einzelnen Wiederholungsmotiv und die zwischen zwei
benachbarten repetitiven Einheiten. Bis jetzt konnten
noch keine einzelnen repeats gefunden werden, die eine
stabil gefaltete Einheit darstellen. Es scheint daher so zu

sein, dass mehrere tandemartig angeordnete repeats

nétig sind, um eine stabile gefaltete Struktur bilden zu

konnen. Wie jedoch der komplizierte Zusammenhang INK4d
Abb. 1.7: Struktur des p19

zwischen der Stabilitit, Anzahl des jeweiligen repeat

Abgebildet ist die Ankyrin-Doméne
Motivs und der Funktion ist, konnte bisher erst des p19™*_ o Helices sind in rot/gelb
dargestellt und loops in grau. Die
Struktur wurde mit dem Programm
MOLMOL erstellt (Koradi et al.,
1996).

ansatzweise untersucht werden.
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Tab. 1.3: Verschiedene Proteinklassen mit repetitivem Aufbau

repetitives Motiv Faltungs-Kategorie Beispiele
Tetratricopeptid rechtsgingiges o-2-Solenoid .
(TPR) o Hilixg-gTum o Helix Proteinphosphatase 5
HEAT rechtsgiingiges a-2-Solenoid Proteinphosphatgse 2'A PR65/A
a Helix - Linker - o Helix Untereinheit
. rechtsgingiges o.-3-Solenoid [-Catenin,
Armadillo o Helix - Loop - a Helix - Loop - a Helix Importin-o
Ankyrin rechtsgingiges L-Solenoid |gINK4d
(Ank) o Helix - B Hairpin oder Loop - a Helix P
Leucine-rich repeat rechtsgingiges o/3o-B-Solenoid Ribonuklease Inhibitor,
(LRR) /310 Helix - Loop - B Strang InlB
rechtsgingiges -3-Solenoid (parallele B-Helix), P22 TSP,
S-coil PelC-éhnlich Pektat Lyase C (Erwinia
{B Strang - Linker - B Strang- Linker - B Strang }, chrysanthemi)
GGXGXD rechtsgédngiges Q—Z-Solenoid (B-roll) Alkali.sche Protease (I".
{B Strang - Linker - 3 Strang}, aeruginosa), Serralysin
UDP-N-acetylglucosamin O-
Hexapeptid linksgdngiges B-3-Solenoid (parallele B-Helix) acetyltransferase (LpxA) (E. coli)
(HPR) {P Strang - Linker - B Strang- Linker - B Strang }, Carbo-Anhydrase
(M. thermoophila)

Die Tabelle wurde verandert aus Kobe & Kajava (2000)

Jede repeat-reiche Proteinfamilie vermittelt eine spezifische Protein-Protein-Interaktion, die an einer
groflen Vielzahl von biologischen Prozessen beteiligt ist. Dazu gehdren z. B. die Kontrolle des
Zellzyklus, die Regulation der Transkription, die angeborene Immunitit, der Transport von Vesikeln,
die Zelldifferenzierung, die Apoptose, die Abwehrreaktionen bei Pflanzen oder die bakterielle
Invasion (Jones & Jones, 1997; Sedgwick & Smerdon, 1999; Andrade et al., 2001; Kobe & Kajava,
2001). Eine Ausnahme stellen hierbei die parallelen B-Helix Proteine dar, die an Zucker binden, z. B.
P22 TSP und Pektat Lyase C. Was die repeat-Proteine als spezifische Bindeproteine so erfolgreich
macht, ist wahrscheinlich durch ihren repetitiven Aufbau zu erkldren, der in einer dehnbaren
molekularen Oberfldchen resultiert, um spezifische Interaktionen vermitteln zu konnen (Sedgwick &
Smerdon, 1999; Andrade ef al., 2001; Kobe & Kajava, 2001).

Die strukturelle Anordnung in den repeat-Domédnen erlaubt es (im Prinzip), einzelne
Wiederholungseinheiten austauschen, entfernen oder einfligen zu konnen, ohne dass dabei die
dreidimensionale Struktur zerstort wird, dafiir aber die Oberflache variiert werden kann (Zweifel &
Barrick, 2001a; Mello & Barrick, 2004). Einzelne repeats bestehen aus Aminoséduren, die in einem
bestimmten Rahmen zum einen fiir die Wechselwirkungen in sowie zwischen den repeats und zum
anderen als oberflichenexponierte Reste potentiell an der Interaktion mit dem Zielmolekiil beteiligt
sind. All diese Charakteristika, die man bei globuldren Proteinen nicht findet, konnten dazu genutzt
werden, um mit Hilfe von multiplen Sequenzalignements und strukturellen Daten, die Reste
beschreiben zu konnen, die in den einzelnen repeats wichtig fiir die Faltung bzw. fiir die Interaktion

mit dem Substrat sind. Somit sollte es mdglich sein, Funktionen von bereits existierenden repeat-



16 Finleitung

Proteinen modifizieren bzw. neue Proteine mit neuen Bindungseigenschaften kreieren zu konnen. Auf
die detaillierte Vorgehensweise des ,repeat-based consensus design™ und der Generierung von
sogenannten ,repeat libraries” soll an dieser Stelle verzichtet und auf die Originalliteratur verwiesen
werden (Main et al., 2003a,b; Forrer et al., 2004). In den letzten Jahren ist es einigen Gruppen
gelungen, neuartige Ankyrin-repeat, LRR und TPR Proteine zu entwerfen (Mosavi et al., 2002a; Kohl
et al., 2003; Binz et al., 2003; Stumpp et al., 2003; Main et al., 2003a,b). Diese artifiziell entworfenen
Proteine konnten schlieBlich mit ihren biophysikalischen Charakterisierungen und den teilweise
gelosten Rontgenkristallstrukturen einen betrdchtlichen Beitrag zum Verstidndnis der Zusammenhénge

zwischen Struktur und Sequenz bei den repeat-reichen Proteinen liefern.

1.7 Faltung und Stabilitiat von Proteinen

Proteine besitzen eine einzigartige dreidimensionale Struktur. Die Information dafiir, welche Struktur
ein Protein einnehmen soll, ist in der Aminosduresequenz kodiert (Anfinsen, 1973; Jaenicke, 1991;
Ptitsyn, 1991). Unter physiologischen Bedingungen stellt die Proteinfaltung einen spontanen Prozess
dar, der von auflen weder zusitzliche Informationen noch Energiezufuhr benotigt.

In der Zelle beginnt die Faltung eines Proteins nach Freisetzung der synthetisierten Polypeptidkette
vom Ribosom (Ban et al., 2000). Sowohl in vivo als auch in vitro kdnnen Proteine innerhalb von
wenigen Millisekunden bis Minuten vom denaturierten in den nativen Zustand falten (Jaenicke, 1996).
Trotz der in einer Zelle vorkommenden Faltungshelfermolekiile, bilden viele Proteine auch ohne diese
Helfer in vitro korrekt ihre nativen Strukturen (Jaenicke & Seckler, 1997; Ellis & Hartl,1999).

Seit langem vermutet man, dass die Faltung einen thermodynamisch kontrollierten Vorgang darstellt.
Anfinsen konnte 1973 auf der Grundlage von experimentellen Untersuchungen die thermodynamische
Hypothese der Proteinfaltung formulieren, welche besagt, dass die dreidimensionale Struktur eines
nativen Proteins diejenige ist, bei der es den niedrigsten Wert der freien Enthalpie annimmt. Dem
gegeniiber steht jedoch der Einwand Levinthal’s (1968), dass eine statistische Suche nach der richtigen
nativen Konformation in biologisch relevanten Zeitrdumen nicht moglich sei (Levinthal’s Paradox).
Man hat aus diesen zwei Hypothesen abgeleitet, dass sich zunéchst begrenzte Faltungsbezirke bilden
miissen. Die Faltung ist also eine sequentielle Abfolge von zunehmend immer stirker strukturierten
Zustéanden, wobei die native Struktur des Proteins nicht nur {iber einen Faltungsweg erreicht werden
muss (Levinthal, 1968; Kim & Baldwin, 1982; 1990). Seit einigen Jahren wird nun verstérkt diskutiert
und untersucht, ob die Faltung unter kinetischer oder thermodynamischer Kontrolle steht. Die
thermodynamischen Untersuchungen haben dabei zwei Aufgaben: zum einen am nativ gefalteten
Protein die strukturstabilisierenden Kréfte zu untersuchen und zum anderen den Nachweis fiir
thermodynamisch stabile Intermediate bei der Proteinfaltung zu erbringen. Die kinetischen
Untersuchungen hingegen dienen der Charakterisierung der am schnellsten gebildeten Zustinde auf

dem Faltungsweg.
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1.7.1 Faltungsprozesse und Intermediate

Bei der in vitro Untersuchung der Faltung geht man in der Regel von chemisch- oder thermisch-
denaturierten Proteinen aus. Der denaturierte Zustand eines Proteins ist dabei definiert als eine nicht-
kovalente, kooperative und im Prinzip reversible Verdnderung der nativen Struktur (Dill & Shortle,
1991). Sie zeichnet sich im Allgemeinen durch eine geringe Reststruktur und eine hohe
Loésungsmittelzugianglichkeit hydrophober Reste aus (Shortle, 1996). Spricht man vom entfalteten
Zustand eines Proteins, so beziehen sich die Aussagen auf die denaturierten Zustinde, bei denen alle
nativen Elemente der Struktur verloren gegangen sind. Diese entfaltete Struktur sollte im Idealfall
einer frei beweglichen Kette mit zufdlliger Anordnung, also einem Zufallsknduel (random coil),
entsprechen (Tanford, 1968). Es zeigte sich jedoch in neueren Ergebnissen, dass der denaturierte
Zustand eines Proteins meist aus einer heterogenen Ansammlung von verschiedenen entfalteten
Zustinden zusammengesetzt ist (Fersht, 1998). Es wird daher in Faltungsexperimenten normalerweise
immer ein Ensemble von energetisch nahezu gleichen Konformationen betrachtet, die sich
untereinander in einem schnellen Gleichgewicht befinden (Kataoka & Goto, 1996; Shortle, 1996;
Smith et al., 1996). In den letzten Jahren wurde eine Anzahl von Methoden entwickelt und verfeinert,
die es erlauben, einzelne Molekiile bei Faltungs- und Entfaltungsreaktionen zu beobachten (Kelley et

al., 2001; Schuler et al., 2002; Lipman ef al., 2003).

Innerhalb von Millisekunden bis Sekunden finden Proteine von der gro3en Anzahl an Konformationen
des entfalteten Zustandes in die definerte und einzige Konformation des gefalteten Zustandes. Dies
kann initiiert werden, durch die Uberfiihrung des denaturierten Proteins in Bedingungen unter denen
eine Faltung moglich ist. Es bilden sich lokale, nicht-kovalente Wechselwirkungen zwischen
benachbarten Aminoséureresten aus, die die Ausbildung der dreidimensionalen Struktur vorantreiben
(Jaenicke, 1987; Baldwin & Rose, 1999a,b). Wiahrend dieses hierachischen Prozesses konnen
Interaktionen zwischen teilweise ausgebildeten nativen oder nativdhnlichen Bereichen entstehen, die
den Faltungsablauf positiv beeinflussen. Diese sogenannten nativ-dhnlichen Faltungsintermediate
dienen als ,Zwischenstationen® fiir die vielen verschiedenen Konformationen des denaturierten
Zustandes, welche dann in einem Schritt zur nativen Struktur finden (on-pathway) (Tsong et al.,
1971). Es konnen aber auch Intermediate mit nicht-nativen Wechselwirkungen auftreten, die nicht zur
Ausbildung von nativen Strukturen fiihren und als unproduktive Sackgassen dienen (off-pathway)
(Ikai & Tanford, 1971; Bieri & Kiefhaber, 2000). Bei kleinen Proteinen bis etwa 100 Aminosduren
Lange konnte beobachtet werden, dass die Faltung oft einem Zweizustandsmodell folgt. Hier sind

ausschlieBlich der entfaltete und der native Zustand populiert.
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1.7.2 Modelle fiir die Proteinfaltung

In den letzten Jahren haben sich sowohl die theoretischen Modelle, als auch die experimentellen
Methoden zur Aufklarung des Faltungsmechanismus enorm weiterentwickelt.
Geschwindigkeitsbestimmende  Schritte  konnen  identifiziert und die  Struktur  von
Faltungsintermediaten aufgeklirt werden (Bieri & Kiefhaber, 1999; Kiethaber et al., 1992). Der Weg,
den die Polypeptidkette zur nativen Struktur durchlduft, kann mit Hilfe einer Vielzahl der
verschiedensten Methoden untersucht werden. Neben den wichtigsten spektroskopischen Methoden,
wie der Fluoreszenz-, NMR-, und Circulardichroismus-Spektroskopie, werden aber auch Verfahren
wie die Massenspektrometrie, die Chromatographie, der H/D-Austausch und der Aktivititstest
angewandt (Brockwell et al., 2000; Radford, 2000). Die oben genannten Methoden kdnnen dabei in
unterschiedlicher Kombination angewandt werden. Des weiteren kann man mit der stopped-flow,
quench-flow oder continuos-flow Messtechnik kinetische Intermediate detektieren und charakterisieren

(Roder et al., 2004).

Um die Proteinfaltung und ihre Geschwindigkeit beschreiben und erkliaren zu kénnen, wurden diverse
Theorien entwickelt, von denen die wichtigsten im folgenden nun kurz erldutert werden sollen.

Im sogenannten framework Modell (auch als diffusion-collision mechanism bezeichnet) liegt die
Grundidee darin, dass Proteinfaltung einen hierachischen Prozess darstellt (Tsong et al., 1972; Ptitsyn
& Rashin, 1975; Bierzynski et al., 1982; Shoemaker et al., 1985; Karplus & Weaver, 1994). Zu
Beginn der Faltung erfolgt die Ausbildung von lokalen Sekundirstrukturelementen, welche das
Grundgeriist fiir die folgende Formierung der Tertidrstruktur bildet (Udgaonkar & Baldwin, 1988;
Kim & Baldwin, 1990). Wichtig hierbei ist, dass diese Bereiche nicht endgiiltig fixiert sind, sondern in
ihrer Position und Grofle fluktuieren. Eine Stabilisierung dieser Sekundérstrukturelemente erfolgt
durch die Ausbildung von unspezifischen hydrophoben Wechselwirkungen (Ptitsyn & Rashin, 1975;
Kim & Baldwin, 1982). Die gebildeten Sekundirstrukturen legen den Faltungsweg fest und sind die
Voraussetzung fiir die Assemblierung der komplexeren Tertifirstruktur. Diese Anderungen gehen mit
der Entstehung des hydrophoben Kerns (sog. hydrophobic core) und der Verdrangung des Wassers aus
dem Inneren des Proteins einher. Eine Folgerung dieses Modells wire jedoch, dass lokale
Konformationen von lokalen Sequenzen abhingen. Dies scheint fiir globuldre Proteine aber nicht zu
zutreffen, da die gleiche Sequenz oft verschiedene Strukturen ausbilden kann (Kabsch & Sander,
1984).

Im hydrophobic collapse Modell hingegen wird als erster Faltungsschritt ein unspezifischer Kollaps
der Polypeptidkette angenommen, bei dem es zur Zusammenlagerung von hydrophoben
Aminosdureseitenketten kommt (Matheson & Scheraga, 1978; Dill, 1985; 1990). Durch diese
Zusammenlagerung wird der Kontakt mit dem wéssrigen Losungsmittel minimiert und es bilden sich
Sekundirstrukturelemente aus. Die entstandene Sekundarstruktur ist eine effiziente, wenn auch noch

nicht-native Packung der hydrophoben Seitenketten, welche anschlieBend durch Neuordnung in die
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native Struktur umgewandelt wird (Matheson & Scheraga, 1978; Dill, 1990). Der erste direkte
Hinweis fiir dieses Modell wurde bei der Faltung des Proteins Barstar gefunden (Agashe ef al., 1995).
Ein drittes Faltungsmodell stellt das sogenannte jig-saw puzzle Modell dar, in welchem, analog zum
Zusammensetzen eines Puzzles, die Zusammensetzung von strukturellen Elementen auf verschiedene
Art und Weise erfolgen kann (Harrison & Durbin, 1985). Mit anderen Worten gesagt, gibt es fiir ein
Protein keinen einzigartigen Faltungsweg den nativen Zustand zu erreichen.

In den friihen 90-er Jahren wurden die Beobachtungen gemacht, dass Proteine ohne die
Akkumulierung von Faltungsintermediaten nach einem einfachen Zweizustandsmodell falten, und
dass Sekundir- und Tertidrstrukturen parallel gebildet werden kdnnen (Jackson & Fersht, 1991; Otzen
et al., 1994). Diese Beobachtungen hatten zur Folge, dass die drei zuvor erwdhnten klassischen
Faltungsmechanismen in einen groBlen Schmelztiegel geworfen wurden, und zum nucleation-
condensation-growth Modell flihrten (Itzhaki et al., 1995; Fersht, 1995; Neira et al., 1996; Fersht,
1997). Diesem Modell zufolge, welches Eigenschaften des framework- und des hydrophobic-collapse
Mechanismus vereinigt, dient eine Region (einige native Aminosdurereste) der Polypeptidkette als
Nukleus fiir die Ausbreitung der Kette, um den nativen Zustand erreichen zu kdnnen. Neuere
Erkenntnisse sprechen jedoch gegen spezifische Nukleationspunkte im Faltungsgeschehen und lassen
erkennen, das alle Aminoséurereste gleichermallen wichtig fiir die Faltung sind (Sanchez & Kiefhaber,
2003a).

Fiir jedes dieser vier Modelle gibt es experimentelle Hinweise und keines von ihnen ist universal.

1.7.3 Bestimmung von Stabilititsparametern

Die native Struktur eines Proteins wird durch das Zusammenwirken von hydrophoben (Tendenz
unpolarer Molekiile die Hydratation zu minimieren) und elektrostatischen (Wasserstoffbriicken,
Ionenpaare und van der Waals Krifte) Wechselwirkungen bestimmt (Burley & Petsko, 1988; Dill,
1990). Des weiteren konnen auch Dominenwechselwirkungen, Assoziationen und co- und
posttranslationale Modifikationen zur Stabilitit beitragen (Mayr et al., 1994; Kohlhoff et al., 1996;
Jaenicke & Buchner, 1993). Die resultierende Gesamtstabilitét eines Proteins wird als freie Enthalpie
der Stabilisierung angegeben und liegt fiir native Proteine bei physiologischen Bedingungen im
Bereich von ungefihr 4 bis 16 kcal mol” (Dill, 1990). Dieser Stabilititsunterschied zwischen dem
entfalteten (U) und dem nativen Zustand (N) eines Proteins ist nur marginal und entspricht einem
Aquivalent von nur wenigen schwachen Wechselwirkungen (Pfeil, 1986; Pace, 1990). Er ergibt sich
aus der Summe groBer Unterschiede der Enthalpie (AH) und der Entropie (AS) im Protein und im
umgebenden Wasser, welche sich gegenseitig nahezu aufheben. Da im denaturierten Zustand viel
mehr konformationelle Flexibilitdt besteht, wird wiahrend der Faltung die Entropie der Polypetidkette
stark verringert. Auf der anderen Seite wird durch die Wechselwirkungen der Seitenketten im nativen
Zustand Enthalpie gewonnen und die Entropie steigt wihrend der Faltungsreaktion durch die

Freisetzung von Wassermolekiilen. Zusitzlich erhoht sich beim Entfalten die geordnete Struktur des
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Wassers um die hydrophoben Seitenketten am Protein mit steigender Temperatur. Dies fiihrt zu einer
Erhéhung der Wirmekapazitit (AC,) um ca. 12 cal mol” K™ pro Aminoséure (Fersht, 2002).
Die Gesamtinderung der freien Enthalpie der Faltung AGy ergibt sich somit aus der Anderung der
Enthalpie und der Entropie:

AG, =AH, -T-AS,

Soll der Faltungsweg eines Proteins aufgeklart werden, so miissen sowohl kinetische als auch
thermodynamische Parameter der intermedidr vorkommenden Zustinde des Proteins charakterisiert
werden (Baker & Agard, 1994). Die Daten, die zur Bestimmung der Stabilitét eines Proteins notig sind
(Schmelztemperatur Ty, und die thermodynamischen Grofen AG, AH, AS und AC,), lassen sich mit
Hilfe unterschiedlicher experimenteller Verfahren bestimmen, die meistens optischer bzw.

kalorimetrischer Natur sind.

1.8 Vergleich der Faltung von globuliren und solenoiden Proteinen

Kleine globulére Proteine, meist bis maximal 100 Aminoséuren grof, falten sehr schnell und oft ohne
die Ausbildung von Intermediaten. Bei globuldren Proteinen die nicht strikt einem
Zweizustandsmodell folgen und Intermediate populieren, wird angenommen, dass diese die Anzahl
der moglichen ungefalteten Konformationen einschrinken und sich beschleunigend auf die Faltung
auswirken (Kim & Baldwin, 1990). Aufgrund dieser Tatsachen, stellten die globuldren Proteine bisher
fast ausschlieBlich die Untersuchungsobjekte dar, an welchen versucht wurde, die Grundlagen und
Phédnomene der Proteinfaltung zu untersuchen und zu verstehen. In den letzten Jahren wurde dann
unter anderem verstirkt damit begonnen, die Faltungswege von nicht-globuldren Proteinen zu
charakterisieren. Zu diesen nicht-globuldren Proteinen gehéren auch die repeat-reichen oder
solenoiden Proteine, deren repetitiven Motive aus 20 bis 40 Aminosduren gebildet werden und die in
einer Art und Weise zusammengesetzt sind, dass sie eine ausgestreckte und auffallend superhelikale
Struktur ausbilden (Groves & Barford, 1999; Kobe & Kajava, 2000). Diese repetitive und gestreckte
Natur der repeat-reichen Proteine ist dafiir verantwortlich, dass sie sich sehr drastisch von den
globuldren Proteinen beziiglich ihrer Struktur unterscheiden: Proteine mit repetitiven
Sequenzwiederholungen werden von kurzreichenden und regularisierten Interaktionen dominiert,
wohingegen globuldre Proteine komplexe Topologien mit weitreichenden Interaktionen aufweisen
(Main et al., 2003a,b).

In der jlingsten Vergangenheit konnten einige wenige sehr produktive Studien beziiglich der Stabilitéit
und Faltung der nicht-globuldren Natur dieser linearen repeat-Proteine hervorgebracht werden. In
diesen Arbeiten wurden hauptsidchlich Proteindoménen mit Ankyrin repeats und mit dem
Faltungsmotiv der parallelen B-Helix untersucht. In Tabelle 1.4 sind einige der bisher untersuchten

Proteine mit der jeweiligen Anzahl ihrer Wiederholungseinheiten angegeben.
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Tab. 1.4: Biophysikalisch charakterisierte solenoide Proteine

Protein Anzahl der repeats Referenz

INK4 . Tang et al., 1999; Zhang & Peng, 2000; Tang et al.,
plo 4 Ankyrin repeats 2003; Cammett et al., 2003
pl1o™K4d 5 Ankyrin repeats Zeeb et al., 2002

Ankyrin repeats des
Notch Rezeptors

7 Ankyrin repeats

Zweifel & Barrick, 2001a,b; Bradley & Barrick,
2002; Mello & Barrick, 2004

Kamen et al., 2000; Kamen & Woody, 2001; Kamen

Pektat Lyase C 8 3-B-Strang repeats & Woody, 2002a.b
BsPel 8 3-B-Strang repeats Walter, 2002
Fuchs et al., 1991; Danner & Seckler, 1993; Danner
P22 TSP 13 3-B-Strang repeas et al., 1993: Miller ef al., 1998
RI 15 LRR repeats Klink et al., 2001

entworfene LRR’s

4 bis 14 LRR repeats

Stumpp et al., 2003

entworfene Ankyrine

4 bis 6 Ankyrin repeats

Mosavi et al., 2002b; Kohl et al., 2003; Binz et al.,
2003; Devi et al., 2004

entworfene TPR’s

1 bis 3 Ankyrin repeats

Main et al., 2003a,b

Ein Grofteil der charakterisierten repeat-Proteine zeigte im Gleichgewicht ein Verhalten analog den
meisten globuldren Einzeldominenproteinen: Sie falteten in einem kooperativen Ubergang nach einem
Zweizustandsmodell (Tang et al., 1999; Mosavi et al., 2002a; Zeeb et al., 2002; Zweifel & Barrick,
2001a; Kamen et al.,, 2000). Dieses Faltungsverhalten, bei dem nur native bzw. entfaltete
Proteinspezies populiert sind, spiegelt dabei die doch sehr einfache Faltungstopologie der repeat-
reichen Proteine wieder, die durch kurzreichende Wechselwirkungen definiert wird. Globulére
Proteine hingegen gelangen zu ihrer Gesamtstabilitit durch die Summe einer Vielzahl von
weitreichenden Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Aminosdureseitenketten, was in einem
komplizierteren System resultiert. Aufgrund der Tatsache, dass repeat-Proteine aus einzelnen
modularen Einheiten aufgebaut sind, kann man sich vorstellen, dass jeder repeat ecine eigenstidndige
Faltungseinheit (Foldon) darstellt, welcher kinetisch detektierbar sein sollte. Eine aktuelle Studie am
Drosophila Notch Rezeptor (sieben Ankyrin-repeats) zeigte, dass sich die Gesamtstabilitdt der
vollstdndigen Ankyrin-Domédne aus den Summen der einzelnen repeats zusammensetzt (Mello &
Barrick, 2004). Bei einer Vielzahl der untersuchten solenoiden Proteine konnten auch mehrere
Faltungsphasen registriert werden, die durch kinetische Intermediate zu erkldren sind. Auch diese
Beobachtung konnte bei globuldren Proteinen des 6fteren gemacht werden (Jackson, 1998; Brockwell
et al., 2000; Fersht & Daggett, 2002).

Es scheint auf den ersten Blick so zu sein, dass die Faltung von globuldren und repeat-reichen
Proteinen trotz ihrer deutlichen strukturellen Unterschiede, nach bisherigem Kenntnisstand, gar nicht
so verschieden sind. Um die feinen und detaillierten Differenzen, die bestimmt existieren, beschreiben
zu konnen, bedarf es ausfiihrlicher biochemischer und biophysikalischer Untersuchungen, sowohl der

thermodynamischen Stabilitét, als auch der Faltung.
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1.9 Zielsetzung dieser Arbeit

LRR-Proteine gehdren zu einer Klasse von Proteinen, welche aus sich wiederholenden
Sequenzeinheiten aufgebaut sind (Groves & Barford, 1999; Kobe & Kajava, 2000; Andrade et al.,
2001). Die Topologie solcher repeat-reichen Proteine ist zwar hochgeordnet, aber im Vergleich zu
globuldren Proteinen sehr einfach. Die lokalen Wechselwirkungen zwischen Aminosauren, die sich in
der Primirsequenz nahe sind, macht diese Proteine zu interessanten Modellproteinen fiir das Studium
zur Proteinfaltung. Bisher beschrankte sich die Untersuchung der Stabilitdt und Faltung von repeat-

reichen Proteinen jedoch hauptséchlich auf die Ankyrin- und B-Helix-Motive (siehe Tabelle 1.4).

In dieser Arbeit sollte die thermodynamische Stabilitdt und die Faltungseigenschaft einer LRR-
Domine mittels biophysikalischer Methoden untersucht werden. Als Untersuchungsobjekt diente dazu
die LRR-Doméne des Internalin B (InlB) aus dem Bakterium Listeria monocytogenes. Des weiteren
sollte die sogenannte Internalin-Superdomine beziiglich der Stabilitdt charakterisiert werden. In der
Kristallstruktur des InlBs;; konnte die direkte Fusion einer Immunglobulin-dhnlichen Doméne an das
C-terminale Ende der LRR-Doméne beobachtet werden (Schubert er al, 2001). Da diese
Immunglobulin-d4hnliche Doméne fiir die Bindung des InlB an seinen Rezeptor nicht bendtigt wird,

wurde vermutet, dass sie einen Beitrag zur Stabilisierung der Internalin-Superdoméne hat.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien
Agarose (ultra pure)
Ammoniumperoxydisulfat
Bacto Agar

Bacto Trypton

Bacto Yeast extract
Bromphenolblau
1,4-Dithioerythrit
1,4-Dithiothreit
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdure
Glutaraldehyd

Glutathion, reduziert
Guanidiniumchlorid (ultra pure)
Harnstoff (ultra pure)
HEPES
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid
MOPS

Natriumdodecylsulfat
Pefabloc SC

Rotiphorese Gel30

Serva Blau R250

Silbernitrat

Tris

Biozym, Hameln

Serva, Heidelberg

Difco, Detroit (USA)

Difco, Detroit (USA)

Difco, Detroit (USA)

Sigma, St. Louis (USA)

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Boehringer Mannheim

ICN Biomedicals, Ohio (USA)
ICN Biomedicals, Ohio (USA)
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

USB Corporation, Ohio (USA)

Alle nicht eigens aufgefiihrten Chemikalien wurden von Merck, Darmstadt oder von Sigma, St. Louis
(USA) bezogen und hatten den Reinheitsgrad p.a.. Zur Herstellung von Puffern und sonstigen
Losungen wurde entweder quarzbidestilliertes Wasser oder Reinstwasser (millipore-gereinigtes

Wasser) verwendet.
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2.1.2 Standards und Kits
DNA-Léngenstandard
Protein-Molekulargewichts-Marker
(Low Range und High Range)
QIAprep spin (Miniprep Kit 50)

2.1.3
Benzonase (10000 U/ml)

Enzyme und Proteine

PreScission-Protease

Restriktionsendonukleasen

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Sigma, St. Louis (USA)

Qiagen, Hildesheim

Merck, Darmstadt
Amersham Biosciences, Freiburg

Boehringer, Mannheim

New England Biolabs, Schwalbach

Die Mutante des InIBj;; in welcher fiinf aromatische Aminosduren gegen Serine ausgetauscht sind,

wurde freundlicherweise durch die Arbeitsgruppe von Prof. Heinz (GBF, Braunschweig) zur

Verfiigung gestellt.

2.14
LB-Medium:

Antibiotika-Stammldsungen:

Ampicillin (Amp)

Chloramphenicol (Cm)

IPTG-Stammldsung:

Medien, Antibiotika und Puffer

10 gl
5 gl
5 gl

1.5 % (w/v)

Bacto Trypton

Bacto Yeast Extract

NaCl

Bacto Agar (nur fiir Kulturplatten)

mit 1 N NaOH auf pH 7.5 eingestellt und autoklaviert

100 mg ml™” in aqua bidest

Die Stammldsung wurde dem Medium im Verhéltnis 1:1000

zugesetzt.

34 mg ml™ in 70 % (v/v) Ethanol

Die Stammlosung wurde dem Medium im Verhéltnis 1:685

zugesetzt.

238.3 g I'' in aqua bidest

Die Stammlosung wurde dem Medium im Verhiltnis 1:1000

zugesetzt.

Alle Stamml6sungen wurden sterilfiltriert, aliquotiert und bei —20 °C gelagert.
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PBS-Puffer:

PreScission-Protease Puffer:

TAE-Puffer:

2.1.5 Sonstiges Material
Dialyseschléduche Spectra/Por
Glutathion-Sepharose 4B
Kunststoff-Fluoreszenz-Kiivetten
PD10 Gelfiltrationssdule
Quarzglas-Suprasil-Kiivetten
Q-Sepharose fast flow

Sterilfilter (0.2 wm)

Superdex 75 prep grade
Ultrafiltrationsmembran YM10, YM30
2.1.6 Geriite

Absorptionsspektrometer

Fluoreszenzspektrometer

Spektropolarimeter

140.0 mM
2.7 mM
10.0 mM
1.8 mM

Natriumchlorid

Kaliumchlorid
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Kaliumdihydrogenphosphat

Die Losung wurde mit HCI auf pH 7.4 eingestellt.

50 mM
150 mM
1 mM
1 mM

Tris
NaCl
EDTA
DTT

Die Losung wurde mit HCI auf pH 7.0 eingestellt.

40 mM
1 mM

Tris

EDTA

Die Losung wurde mit Acetat auf pH 8.0 eingestellt.

Spectrum, Houston (USA)
Amersham Biosciences, Freiburg
Semadeni, Ostermundigen (Schweiz)
Amersham Biosciences, Freiburg
Hellma, Miillheim

Amersham Biosciences, Freiburg
Renner, Darmstadt

Amersham Biosciences, Freiburg

Amicon, Witten

Varian Cary 50 Probe

Jasco V-560

Uvikon 923 (Bio-Tek Kontron Instruments)
Spex FluoroMax™ (Instruments S.A.)
Spex FluoroMax-2® (Instruments S.A)
JOBIN YVON HORIBA Fluoromax-3®
Fluorolog (Jobin Yvon Horiba)

J-715 (Jasco)
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stopped-flow-Gerite

Differential Scanning Calorimeter

Chromatographieeinheiten

Elektrophoreseeinheiten

Blotting System
Spannungsquellen

Zentrifugen

pH-Meter
Kryostaten

Thermocycler

Waagen

French Press

Videodokumentationsanlage

Refraktometer

Bakterienkulturschiittler

Brutschrianke
Heizblock

Ultrafiltrationszelle

2.1.7 Organismen

E. coli DH5al

SX.18MV stopped-flow Spektrofluorimeter
(Applied Photophysics)

1*-180 stopped-flow CD-Spektropolarimeter
Microcal™ Inc. VP-DSC MicroCalorimeter
Uvicord SII, PumpenP-1 und P-500,
GradiFrac und RediFrac, HighLoad System
Mighty Small SE250 (Hoefer)

Agargel Mini (Biometra)

Fast Blot B33 (Biometra)

Bio 105, PP4000 (Biometra)

MR22i (Jouan), RC-28S (Sorvall), Discovery
M150 (Sorvall), RC-26Plus (Sorvall),
Centrifuge 5415C (Eppendorf), Biofuge pico
(Heraeus)

pH 597 (WTW)

F1 und F3 digital (Haake)

Biometra TGradient (Biometra)

Feinwaage 434 (Kern)

Analysenwaage BP 121 (Sartorius)

French Pressure Cell Press

(SLM Aminco Instr. INC)

Mitsubishi video copy processor P90, Biorad
GelDoc 2000

Zeiss Optron

Innova 2300 Platform Shaker

(New Brunswick Scientific)

WB 540K (Mytron)

BT 100 (Kleinfeld Labortechnik)
Amicon®“8050

Invitrogen (Hanahan, 1983)

F ¢$80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl
endAl hsdR17(r,,m") phoA supE44 L thi-1 gyrA96
relAl
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E. coli BL21 (DE3) Novagene (Studier & Moffatt, 1986)
F ompT /AsdSg (15", mg") gal dem (DE3)

E. coli BL21-CodonPlus™ (DE3)-RIL Stratagene (Weiner et al., 1994)
F ompT hsdS (rg,;mg)) dem” Tet" galh
(DE3) endA Hte [argU ileY leu Cam']

2.1.8 Plasmide

Die Expression der in/B-Gene erfolgte mit Plasmiden des Glutathion-S-transferase (GST) Gene Fusion
Systems (Amersham Biosciences, Freiburg). Die Plasmide wurden freundlicherweise durch die
Arbeitsgruppe von Prof. Heinz zur Verfiigung gestellt.

Bei dem Ausgangsplasmid pGEX-6P-1 handelt es sich um einen Expressionsvektor, welcher in E. coli
ein GST-Fusionsprotein produziert. Das Gen, welches fiir das 26 kDa-Protein GST aus Schistosoma
Jjaponicum kodiert, besitzt eine C-terminale multicloning-site (MCS). Das resultierende Fusionsprotein
liegt somit am N-Terminus mit der GST fusioniert vor. Das Gen der GST steht unter der Kontrolle des
vom Bakteriophagen T7 abgeleiteten lac-UVS5/tac-Promotor-Systems. Die Induktion erfolgte durch
das Laktoseanalogon Isopropyl-a-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) (Dubendorff & Studier, 1991a,b).
Eine Selektion der transformierten Bakterienstimme wurde durch eine Ampicillinresistenz, vermittelt
durch das B-Lactamase-Gen, erreicht. In Tabelle 2.1 ist eine Ubersicht iiber die verwendeten
rekombinanten Plasmide gegeben. Die Zahlen unmittelbar nach der Bezeichnung InlB stehen fiir die

letzte C-terminale Aminosdure im Protein.

Tab. 2.1; Ubersicht iiber die verwendeten rekombinanten Plasmide

Plasmid Grofle Beschreibung Referenz
poEx s | 39k | PRl op Cotes il ds | Pt e
poEx s | 3ok | POl S o e | i
pomnsn | 614 | R0 Mokl g | St

poEx- 21225 | o1 ko | PRI Serveods sl e | et o

pGEX-inlB321 mit Serincodon anstelle des
6.1 kb Codons fiir das Tryptophan 124 und des diese Arbeit
Codons fiir das Cystein 242 von inlB

pGEX-
inlB321W124S/C2428S

2.1.9 Oligodesoxynukleotide

Die eingesetzten Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma-Aldrich (Steinheim) bzw. MWG
Biotech AG (Ebersberg) bezogen und in lyophilisierter Form geliefert. Die DNA wurde in sterilem
H,O resuspendiert, auf 120 pmol ul™" verdiinnt und bei —20 °C gelagert. In Tabelle 2.2 sind die in
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dieser Arbeit fiir die ortsgerichtete Mutagenese und Sequenzierung verwendeten Oligonukleotide

aufgefiihrt.

Tab. 2.2: Mutagenese- und Sequenzierprimer

Mutageneseprimer Tw [°C]
5> W124SMutF 5’ ~-GCAAACTTGAAAAATTTAGGAAGCCTTTTTTTAGACG-3" 7.9
3” W124SMutF 3’ -CGTTTGAACTTTTTAAATCCTTCGGAAAAAAATCTGC-5" )

Sequenzierprimer

pGEX6P-1F 5’ -GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3" 67.8
pGEX6P-1R 5’ -CCTCTGACACATGCAGCTCCCGG-3" 67.8
W124S Seq F 5’ -GGACCTAAGTTCGCTCAAG-3" 59.0
W124S Seq R 5’ -GTGGTTGGGTTACTCTCC-3" 56.7

Die fiir die ortsgerichtete Mutagenese ausgetauschten Nukleotide sind fettgedruckt und unterstrichen.

2.2 Molekularbiologische Methoden

Alle molekularbiologischen Experimente wurden bei Raumtemperatur mit sterilisierten Losungen und

Gefédllen durchgefiihrt.

221 Kultivierung von Bakterien

Die Anzucht der E. coli Kulturen erfolgte, wenn nicht anders angegeben, in LB-Medium bei 37 °C,
welchem bei Bedarf das entsprechende Antibiotikum zugesetzt wurde. Zur langerfristigen Lagerung
der E. coli-Staimme wurden Glycerinkulturen angelegt. Dafiir wurden 0.8 ml einer stationdren
Ubernachtkultur (iiN) mit 0.2 ml 87 % (v/v) Glyzerol versetzt, 2 bis 4 h auf Eis inkubiert und
anschlieBend bei —80 °C gelagert.

2.2.2 Reinigung von Plasmid-DNA im kleinen Maflstab (Miniprep)

Die Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA erfolgte nach der Methode der alkalischen Lyse,
unter Verwendung des QIAprep Kits (Birnboim & Doly, 1979). Die Plasmid-Priparation wurde mit
Hilfe des QIAprep-MiniSpin Kits nach genauer Anleitung des Herstellers gewonnen. Die Préparation
erfolgte aus 3 ml E. coli iN-Kulturen, die bei 37 °C kultiviert wurden. Die Plasmid-DNA wurde
anschlieend bei —20 °C gelagert.

2.2.3 Ortsgerichtete Mutagenese

Die Mutation wurden unter Verwendung des QuickChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit von
Stratagene nach genauer Anleitung des Herstellers eingefiihrt. Die fiir die Mutagenese konstruierten
Primer (Tabelle 2.2) wurden auf 12 pmol ul”" verdiinnt und die Polymerase Ketten Reaktion (PCR)-

Ansitze setzten sich wie folgt zusammen:
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10 x Pfu Reaktionspuffer Sul
dNTP-Mix (100 mM) 0.5 ul
Matrizen-DNA 5-50ng
5°-Primer (12 pmol pl™) 1 ul
3’-Primer (12 pmol ul™) 1l
Pfit Turbo DNA-Polymerase (2.5 U ul™) 1 ul
H,O0 (steril) ad 50 pl

Amplifikationsbedingungen:

initiale Denaturierung 30s 95 °C
Zyklus (16 x): Denaturierung 30s 95 °C
Anlagerung 1 min 55°C
Elongation 7 min 68 °C
Endtemperatur 0 4°C

Nach Beendigung der PCR wurden die jeweiligen Ansédtze mit der Endonuklease Dpnl fiir 1 h bei
37 °C verdaut.

224 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Zur Kontrolle der ortsgerichteten Mutagenese, wurde die Plasmid-DNA sequenziert. Die
Sequenzierung erfolgte als Auftragsarbeit an der Universitdt Potsdam (Institut fiir Biochemie und
Biologie) bei Prof. Tiedemann. Die Sequenzierung wurde an einem 3100-Avant Genetic Analyzer

(Applied Biosystems) durchgefiihrt.

2.2.5 Transformation von E. coli-Zellen

Die Transformation von kompetenten E. coli DH5a-Zellen erfolgte gemdl der Vorschrift nach
Hanahan (1983; 1985), die von E. coli BL21-CodonPlus™ (DE3)-RIL-Zellen nach der Vorschrift des
Herstellers (Stratagene).

Die kompetenten Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut. Zu 100 pul der E. coli BL21-CodonPlus™
(DE3)-RIL-Zellen wurde 2 pul XL10-Gold B-Mercaptoethanol Mix gegeben und diese dann 10 min
lang alle 2 min vorsichtig auf Eis gemischt. AnschlieBend wurden die Zellen mit der Plasmid-DNA
vermischt und 30 min auf Eis inkubiert Darauf folgte ein 20 sekiindiger Hitzeschritt bei 42 °C. Der
Ansatz wurde fiir 2 min auf Eis abgekiihlt, bevor 1 ml vortemperiertes LB- oder SOC-Medium
zugegeben und 1 h bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert wurde. Es wurden dann 100 — 200 ul der
Kulturen auf LB-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und bei 37 °C inkubiert.

2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese (Sambrook, 1989)
Zur analytischen sowie zur priparativen Auftrennung von DNA wurden 1 %ige (w/v) Agarosegele
verwendet. Den Gelen wurde 1/10000 Volumen einer Ethidiumbromidldsung (10 mg ml™") zugesetzt.

Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet. Die aufzutragenden Proben wurden mit 1/6 Volumen 6x
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DNA-Auftragspuffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei Gelen in der Grofie von 6.5 x 9 cm bei
80 V, bei Gelen von 10 x 10 cm bei 100 V konstanter Spannung.

2.3 Proteinchemische Methoden

2.3.1 Produktion rekombinanter Fusionsproteine

Die Reinigung der verschiedenen Internalin B Konstrukte erfolgte ausschlieBlich mit Hilfe des GST-
Fusionssystems (Amersham Biosciences). Durch die spezifische Wechselwirkung der GST mit
Glutathion (GS), das kovalent an Sepharose 4B gebunden vorliegt (Amersham Biosciences), konnen
diese Fusionsproteine mittels Affinitdtschromatographie in einem einzigen Schritt aus einem
Zellextrakt gereinigt werden. Im Fusionsprotein befindet sich zwischen dem C-Terminus der GST und
dem N-Terminus des Zielproteins ein linker. Dieser linker besteht aus einer bestimmten Aminosaure-
Sequenz (Leu-Glu-Val-Leu-Phe-GIn*-Gly-Pro), welche spezifisch von einer Protease, der
sogenannten PreScission-Protease (Amersham Biosciences), erkannt wird. Da die Spaltung zwischen
den Aminosduren Glutamin und Glycin erfolgt, besitzt jedes InIB-Konstrukt am N-Terminus
zusidtzlich das Dipeptid Glycin-Prolin. Bei der PreScission-Protease handelt es sich ebenfalls um ein
GST-Fusionsprotein, welches nach der Spaltung des Zielproteins gemeinsam mit dem abgespaltenen

GST affinititschromatographisch aus der Losung entfernt werden kann.

Alle im folgenden beschriebenen Chromatographieschritte erfolgten bei 4 °C mit filtrierten und
entgasten Puffern. Bei der Reinigung der beiden Cystein-haltigen InIB-Konstrukte, InlBss und InlBs;;,
enthielten die bei der Reinigung verwendeten Puffer zusétzlich 1 mM DTE. Der Verlauf und Erfolg
der einzelnen Reinigungsschritte wurde stets mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-

PAGE) iiberpriift.

2.3.1.1 Anzucht und Induktion von Bakterien

Die Anzucht der Bakterien, welche das Fusionsprotein fiir die Reinigung {iberexprimierten, erfolgte
bei 37 °C. Mit einer Ubernachtkultur des entsprechenden plasmidtragenden E. coli-Stammes BL21-
CodonPlus™ (DE3)-RIL wurde die Hauptkultur (1 bis 21 LBampcm-Medium) im Verhéltnis 1:100
angeimpft und bis zu einer Zelldichte von OD 550y = 0.8 bis 1.0 im Schiittelinkubator (200 rpm)
kultiviert. Die Synthese des GST-Fusionsproteins wurde durch Zugabe von 1mM IPTG
(Endkonzentration) induziert. Nach Inkubation iiber Nacht, wurden die Zellen durch Zentrifugation fiir
20 min bei 4 °C und 4500 rpm geerntet (Sorvall RC 26 Plus — SLA3000 Rotor). Das Zellpellet wurde

entweder bei —20 °C gelagert oder mehr als 45 min lang eingefroren und anschliefend in ca. 30 ml



Material und Methoden 31

kaltem PBS-Puffer auf Eis resuspendiert. Dem PBS-Puffer wurden zuvor 300 ul 40 mM Pefabloc,
100 ul 0.5 M EDTA und 5 pul Benzonase (50 U) zugesetzt.

2.3.1.2  Zellaufschluss

Die Lyse der Zellen erfolgte durch zweimaligen French-Press-Aufschlufl in einer 45 ml French-Press-
Zelle bei maximal 18000 psi. Das Lysat wurde 1.5 h bei 4 °C und 18000 rpm (Sorvall RC26 Plus —
SS-34 Rotor) zentrifugiert. Der klare Uberstand enthielt die 16slichen Zellproteine. Das Pellet wurde

verworfen.

2.3.1.3  Proteinreinigung

Der Zellextrakt mit dem Idslichen Anteil an E. coli-Gesamtzellproteinen wurde in ein 50 ml-
Reagenzrohrchen mit 12 bis 20ml in PBS-Puffer aquilibrierter Glutathion-Sepharose (GS;
Aquilibrierung nach Angabe des Herstellers) gegeben und fiir 1 bis 3 h auf einem Uberkopfrotator bei
4 °C inkubiert. Nach Immobilisierung der GST-Fusionsproteine, wurde die GS in eine
Chromatographie-Saule (1 x 20 cm bzw. 1 x 10 cm) gegossen und unspezifisch gebundene Proteine
mit einem 20-fachen des Sdulenvolumens an PBS-Puffer durch Waschen entfernt. Nach Erreichen der
Extinktion des Pufferwertes (OD ,s0um), erfolgte die Elution des GST-Fusionsproteins mit 100 ml
10 mM reduziertem Glutathion (GSH) in 50 mM Tris/HCl pH 8.0. Die das GST-Fusionsprotein
enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und iiber Nacht gegen PreScission-Protease-Puffer
dialysiert. AnschlieBend wurde die Proteinlosung in ein Becherglas iiberfiihrt und mit 1/1000 des
Gesamtvolumen der Proteinlosung mit PreScission-Protease versetzt. In der Regel wurde der
Verdauansatz iibers Wochenende (>30h) bei 4 °C unter leichtem Schiitteln inkubiert. Nach der
Proteolyse wurde die Proteinlosung mit regenerierter und frisch dquilibrierter GS inkubiert. Dies
erfolgte entweder unter Rotation (wie oben beschrieben) bzw. durch Auftragen auf die GS-Sdule mit
Hilfe einer Peristaltik-Schlauchpumpe bei langsamem Fluss (ungeféhr 0.2 bis 0.5 ml min™). Die Séule
wurde bis zum Erreichen der Extinktion des Pufferwertes (OD ,50,m) mit PBS gespiilt und der
Durchlauf enthielt das Zielprotein. Auf der GS-Sdule befanden sich das abgetrennte GST, die
PreScission-Protease, sowie nicht vollstdndig verdautes Fusionsprotein.

Um noch teilweise vorhandene Verunreinigungen vom Zielprotein abzutrennen, wurde als letzter
Reinigungsschritt eine Gelfiltration durchgefiihrt. Verwendet wurde eine HilLoad Superdex 75 prep
grade Sdule, auf welche jeweils 1 ml einer mittels Amicon (Ausschlussgrole der Membran betrug
10000 Da) aufkonzentrierten Proteinlosung aufgetragen wurde. Als Laufpuffer wurde 20 mM
HEPES/NaOH, 300 mM NaCl pH 7.5 verwendet. Die Sauberkeit der einzelnen Fraktionen wurde
mittels SDS-PAGE und Silberfairbung analysiert. Die proteinhaltigen Fraktionen wurden vereinigt,
aufkonzentriert und bei 4 °C bzw. —20 °C gelagert.
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In Tabelle 2.3 sind die Molekularmassen der Fusionsproteine und der nach dem Verdau resultierenden
InIB-Fragmente, sowie deren Aminosdureanzahl und Anzahl der Cystein- und Tryptophanreste

angegeben. Im Anhang ist die Aminosduresequenz der Internalin-Superdoméne angegeben.

Tab. 2.3: Rekombinant exprimierte InlB-Konstrukte

Protein Fusionsprotein | InIB-Konstukt Anzahl der Anzahl der | Anzahl der
[kDa] [kDa] Aminosiuren Cysteine | Tryptophane
InlB g 50 24.1 218 1 1
InlBy4; 49.3 23.3 211 0 1
InlB;;, 58.3 32.3 291 1 2
InlBs,,* 58.3 32.3 291 0 2
InlB;,,*W124S 58.3 323 291 0 1

2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekularmasse erfolgte im elektrischen Feld durch
diskontinuierliche SDS-PAGE nach King & Laemmli (1971) unter denaturierenden Bedingungen. Die
verwendeten Gele hatten eine Acrylamidkonzentration von 12.5 % (w/v) und eine Grofle von 20 x 20
x 0.15 cm fiir Reinigungsgele und 10 x 8 x 0.075 cm fiir analytische Gele. Fiir die SDS-PAGE wurden
die Proteinproben mit je einem fiinftel Volumen Auftragspuffer (325 mM Tris/HCl pH 6.8,
500 mg ml" Glycerin, 0.5 mg ml" Bromphenolblau, 10 mM DTE) und 10 %iger (w/v) SDS-Losung
versetzt und 5 min bei 95 °C erhitzt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte fiir groBe Gele bei
250 V bzw. fiir kleine Gele bei 120 V konstanter Spannung. Als Laufpuffer wurde das Puffersystem
nach Fling & Gregerson (1986) verwendet.

233 Proteinfirbung

2.3.3.1 Coomassie-Firbung

Die Coomassie-Fiarbung wurde nach einer modifizierten Methode nach Fairbanks et al (1971)
durchgefiihrt. Die Gele wurden dabei zunéchst 10 min in einer Mischung aus 50 % (v/v) Methanol,
10 % (v/v) Eisessig und 0.1 % (w/v) Serva Blau R250 vorinkubiert. AnschlieBend erfolgte die weitere
Férbung der Gele entsprechend den Angaben in Fairbanks ez al. (1971). Die Nachweisgrenze liegt bei
etwa 0.2 — 0.5 pg Protein mm™ Gel.

2.3.3.2  Silberfirbung

Die Silberfirbung erfolgte nach der Methode, wie sie in Heukeshoven und Dernik (1985) beschrieben
ist. Bei dieser Methode liegt die Sensitivitit bei etwa 0.05 — 0.1 ng Protein mm™ Gel.
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234 Bestimmung der Proteinkonzentration und der Extinktionskoeffizienten

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte ausschlieBlich auf spektroskopische Weise durch
Absorptionsmessung mit Hilfe des Lambert-Beer’ schen Gesetztes.

Die Bestimmung der Extinktionskoeffizienten bei 280 nm fiir das native Protein erfolgte nach der
Methode nach Pace et al. (1995). In Tabelle 2.4 sind die fiir die denaturierten Proteine berechneten
molaren und die experimentell bestimmten molaren bzw. spezifischen Extinktionskoeffizienten fiir die

in dieser Arbeit verwendeten nativen Proteine angegeben.

Tab. 2.4: Extinktionskoeffizienten der verwendeten Proteine (& >30nm)

berechneter molarer molarer spezifischer
Protein Extinktionskoeffizient | Extinktionskoeffizient | Extinktionskoeffizient
[M'1 cm'l] [M'1 cm'l] [ ml mg'1 cm'l]
InlB,4g 9560 9798 0.41
InlBy4, 9530 10258 0.44
InlB3y; 17810 18069 0.55
IniBsy,” 17780 18576 0.57
IniBs,, W124S 12090 12908 0.40
Fiinffachmutante

des InlBy, 9530 9530 0.29

Bei der fliinffachen Aromatenmutante des InlBs,; handelt es sich um den fiir das denaturierte Protein theoretisch
berechnete Extinktionskoeffizient. Die Berechnung erfolgte mit Hilfe des gcg-Programmes.

2.3.5 Proteintransfer auf Membranen (Westernblot)

Der Proteintransfer aus SDS-PAGE auf Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membranen erfolgte durch
Semidry-Elektroblotting (Khyse-Andersen, 1984). Nach der SDS-PAGE (Durchfiihrung wie unter
2.3.2) wurde das Trenngel fir 15 min im Transferpuffer (100 mM CAPS/NaOH pH 11, 10 %
Methanol) aquilibriert. Eine Transfermembran von der GroBe des Trenngels wurde fiir 2 min in
Methanol aktiviert und anschlieBend fiir 4 min im Transferpuffer inkubiert. Wihrend dieser
Inkubationszeit wurden drei Schichten Whatman-Papier von der Grofe des Gels kurz in
Transferpuffer getrinkt und auf die Anodenplatte der Transferkammer platziert. Dariiber wurde
luftblasenfrei die Transfermembran und anschlieBend das Gel geschichtet. Zwischen das Gel und die
Kathodenplatte wurden erneut drei Schichten Whatman-Papier gelegt. Bei einer konstanten
Stromstirke von 1.8 mA cm™ Membranfliche erfolgte schlieBlich der Transfer. Nach Beendigung des

Transfervorganges wurde die Membran fiir die N-terminale Sequenzanalyse weiterbehandelt.

2.3.6 N-terminale Proteinsequenzierung

Der N-Terminus von Proteinen kann durch wiederholten Edman-Abbau und die darauffolgende
Identifizierung der abgespaltenen Aminosiuren ansequenziert werden.

Die Sequenzierung erfolgte als Auftragsarbeit in der Gruppe von Prof. Heinz an der Gesellschaft fiir
Biotechnologische Forschung in Braunschweig. Verwendet wurde ein Gasphasensequenator des Typs

ABI 494 A Procise HT (Applied Biosystems).
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2.3.7 Titration von freien Thiolgruppen mit DTNB (Ellman’s Assay)

Mit Hilfe des Ellman’s Assay kann die Zahl an freien und/oder zugénglichen Thiolgruppen in
Proteinen ermittelt werden. Der Vergleich der Zahl der Cysteine im nativen und im denaturierten
Zustand erlaubt es, eine Aussage iiber das Vorhandensein von Cysteinen an der Oberflache und iiber
deren Zuginglichkeit zu machen (Ellman, 1958; Darby & Creighton, 1995). Im Ellman’s Assay
reagiert das Reagenz 5,5’-Dithio-bis-Nitrobenzoesdure (DTNB) mit der SH-Gruppe zu einem
gemischten Disulfid, das mit einer weiteren SH-Gruppe reagiert. Dabei wird das gelbe
Nitrothiobenzoat in stochiometrischen Mengen gebildet. Misst man die Absorption bei einer
Wellenldnge von 412 nm, so kann man mit dem Extinktionskoeffizienten (€ 412nm = 13600 M! cm'l)
bei bekannter Proteinkonzentration die Zahl der SH-Gruppen berechnen.

Von einer 0.85 mg ml”' konzentrierten Proteinlosung, wurde 1 ml auf eine PD10 Gelfiltrationsséule
(Amersham Biosciences) aufgetragen und mit 3 x 5 ml 20 mM NaH,PO,/NaOH, 2 mM EDTA pH 6.5
eluiert. Es wurden Fraktionen von je 1 ml aufgefangen und mittels Absorption der Gehalt an Protein
bestimmt. In einem Gesamtvolumen von 620 pl, wurden 550 pl Protein mit 50 ul 200 mM Tris/HCl
pH 9 und 20 pl DTNB-Losung (1.35 mg ml™") versetzt. Das Protein lag in einer Endkonzentration von
0.5 mg ml"' vor. Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Extinktion gemessen. Zur
Messung der Pufferkontrolle wurde an Stelle des Proteins die gleiche Menge Elutionspuffer

hinzugegeben.

2.4 Biophysikalische Methoden

Fiir alle im folgenden beschriebenen Messungen zur Stabilitdt und Faltung wurden die verschiedenen
Proteinlosungen gegen den jeweiligen Puffer dialysiert und anschlieend fiir 30 min bei 4 °C und

40000 rpm zentrifugiert, um Aggregate und andere Schwebteilchen zu entfernen.

24.1 Absorptionsspektroskopie

Die UV-Spektren wurden im Bereich von 240 bis 350 nm bei Raumtemperatur aufgenommen und
gegen den jeweiligen Puffer korrigiert. Neben der Konzentrationsbestimmung (siehe 2.3.4), wurde die
UV/VIS-Spektroskopie auch zur Abschitzung der Verunreinigung der Proteinprobe durch
Nukleinséuren (Absorption bei 260 nm), sowie zum Nachweis von Aggregaten eingesetzt, welche
aufgrund ihrer Grofe das Licht oberhalb von 300 nm streuen und so eine Verschiebung der Grundlinie

hervorrufen.

2.4.2 Fluoreszenzspektroskopie
Alle Fluoreszenzmessungen wurden an einem Spex-FluoroMax-Spektrofluorometer mit

thermostatisierten Kiivettenhalter durchgefiihrt. Die Aufnahme von Spektren und die Messung von
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Kinetiken erfolgte in Quarzglaskiivetten (Firma Hellma). Alle Messungen wurden gegen den
jeweiligen Puffer korrigiert. Die verwendeten Pufferlosungen waren filtriert (0.2 um Porenfilter) und

entgast.

2.4.2.1  Fluoreszenzspektren

Die Fluoreszenzspektren wurden bei 20 °C bei einer Anregungswellenldnge von 280 bzw. 295 nm und
einem Emissionswellenldngenbereich von 290 bis 450 nm bzw. 300 bis 450 nm aufgezeichnet. Der
Messpunktabstand betrug 0.5 nm mit einer Integrationszeit von 1 s. Die spektralen Bandbreiten fiir die

Anregung und die Emission lagen bei 3 und 6 nm.

2.4.2.2 Fluoreszenzkinetiken

Zur Messung von De- und Renaturierungskinetiken, wurde die Proteinldsung unter Riihren direkt 1:50
in eine Fluoreszenzkiivette verdiinnt. Beim manuellen Mischen erfolgte der Beginn der Registrierung
der Messdaten erst nach dem Zusammenmischen des Proteins mit dem Renaturierungspuffer. Das
Zeitfenster zwischen Mischung und Startpunkt der Kinetik lag bei ungefihr 3 bis 5s. Die
Fluoreszenzmessung erfolgte bei einer Anregungswellenlinge von 280nm wund einer
Emissionswellenldnge von 328 nm fiir die Konstrukte InlBs;; und InlB;3,,*, 314 nm fiir InlB53,,*W124S
und 343 nm fiir InlBys bzw. InlB,4. Bei diesen Wellenldngen ist die Differenz zwischen dem
Fluoreszenzspektrum des nativen Proteins und dem des denaturierten Proteins maximal. Die
spektralen Spaltbreiten lagen bei 2.5 nm fiir die Anregung und 5 nm fiir die Emission. Die genauen
Messbedingungen, wie Temperatur, Puffer und Proteinkonzentration, sind bei den jeweiligen

Abbildungen angegeben.

2.4.2.3 stopped-flow-Experimente

Die stopped-flow-Experimente wurden an einem Applied Photophysics SX18.MV System
durchgefiihrt. Die Anregungswellenlédnge betrug 280 nm und die Emission wurde mit Hilfe eines cut-
off Filters bei 305 nm detektiert. Die spektrale Spaltbreite der Anregung lag bei 4.65 nm. De- bzw.
Renaturierungskinetiken wurden durch eine 1:11 Verdiinnung im jeweiligen Puffer eingeleitet und in
einem typischen Experiment wurden 8 bis 10 Einzelmessungen gemittelt. Alle Messungen erfolgten,

wenn nicht anders angegeben bei 10 °C.

2.4.2.4  ANS-Fluoreszenzspektroskopie

8-Anilino-1-Naphthalensulfonsdure (ANS) ist ein Reagenz, welches an exponierte, hydrophobe
Bereiche von Proteinen binden kann. Aufgrund dieser Bindung verstéirkt sich die Fluoreszenz des
ANS (Stryer, 1965; Ptitsyn et al., 1990).

Es wurde eine Stammldsung von 30 mM ANS in Wasser angesetzt. Zu der Proteinlosung wurde ANS

im Verhiltnis vom 1- bis 100-fachen molaren Uberschuss zugegeben und ungefihr 60 min bei 4 °C
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inkubiert. Anschlieend wurde die ANS-Fluorezenz bei 350 nm angeregt und Spektren zwischen 400

und 600 nm bei 10 °C aufgenommen.

2.4.2.5  Fluoreszenzloschung mittels Acrylamid

Die Charakterisierung der Losungsmittelzugénglichkeit von Tryptophanresten in Proteinen kann iiber
die Fluoreszenzloschung (Fluoreszenzquench) erfolgen. Hierunter wird ein molekularer Prozess
verstanden, der zu einer Reduzierung der Fluoreszenzintensitit eines Systems fiihrt. Solch eine
Loschung der Tryptophanfluoreszenz kann durch einen externen Quencher verursacht und das
Ausmal der Loschung bestimmt werden. Als Quencher wurde Acrylamid verwendet.

Zu 2.5ml einer 10 ugml' konzentrierten Proteinlosung wurde zehnmal 25pl einer 1M
Acrylamidlésung pipettiert. Es wurde 3 min inkubiert und anschlieBend ein Fluoreszenzspektrum im
Wellenlédngenbereich von 300 bis 450 nm aufgezeichnet. Die Anregungswellenldnge lag bei 295 nm,
der Messpunktabstand betrug 0.5 nm und die Integrationszeit 0.1 s. Die spektralen Bandbreiten fiir die
Anregung und die Emission lagen bei 2.5 und 5 nm. Alle Messungen wurden bei 10 °C durchgefiihrt.

Die Auswertung der Fluoreszenzldschung erfolgte nach der Stern-Volmer-Gleichung:
F,
70 =1+ Ky -[0] (GL 2.1)

wobei F fiir die Ausgangsfluoreszenz bei 355 nm, F, fiir die volumenkorrigierte Ausgangsfluoreszenz,
Ksgy fiir die Quench-Konstante und [Q] fiir die Konzentration des Quenchers, in dem Falle Acrylamid,

steht. Die Quench-Konstante wird in M ' angegeben.

243 CD-Spektroskopie

Alle CD-Messungen wurden an einem Jasco J-715 Spektropolarimeter durchgefiihrt. Die Aufnahme
von Spektren und die Messung von Kinetiken erfolgte in Quarzglaskiivetten (Firma Hellma). Jede
Messung wurde gegen den jeweiligen Puffer korrigiert. Die verwendeten Pufferlosungen waren

filtriert (0.2 pm Porenfilter) und entgast.

2.4.3.1  Nah- und Fern-UV-CD-Spektren

Es wurden Nah-UV-CD-Spektren im Bereich von 350 bis 250 nm und Fern-UV-CD-Spektren im
Bereich von 250 bis 180 nm aufgenommen. Messpunkte wurden alle 0.5nm bei einer
Messgeschwindigkeit von 20 nm min™' detektiert. Die Bandbreite lag bei 1 bzw. 2 nm und es wurde
immer liber 15 Spektren gemittelt. Alle Spektren wurden gegen den entsprechenden Puffer korrigiert.
Die genauen Messbedingungen, wie Proteinkonzentration, Temperatur und verwendeter Puffer sind

den Abbildungen zu entnehmen.

Als quantitatives Mall fiir die Ausprigung einer Struktur wird die Elliptizitdit ® (in Grad)
herangezogen. Fiir den Vergleich von Nah- und Fern-UV-CD-Spektren muss die Elliptizitidt noch auf
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die Konzentration der Proteinlosung und die Schichtdicke der verwendeten Kiivette normiert werden.
Fiir einen Vergleich von Fern-UV-CD-Spektren unterschiedlicher Proteine, wurden diese anschlieend
noch in die mittlere molare Elliptizitdt [®]yrw, bezogen auf das durchschnittliche Molekulargewicht

einer Aminosdure, umgerechnet. Folgende Formel fand dabei Anwendung (Schmid, 1997):

©-100- M;
[©)r ==~ (GL 2.2)

[O]arw : Molare Elliptizitit bezogen auf das durchschnittliche

Molekulargewicht einer Aminosiure [deg cm?® dmol™]

® gemessene Elliptizitit [mdeg]

M, : Molekulargewicht des jeweiligen Proteins [g dmol™]
c Proteinkonzentration [mg ml™]

d : Schichtdicke der Kiivette [cm]

Ny : Anzahl der Aminoséduren im Protein

Fiir die quantitative Vorhersage von Sekundérstrukturen aus den CD-Spektren der Proteine, wurde das
Software Paket CDPro mit den darin implementierten Programme CONTINLL, SELCON3 und
CDSSTR verwendet (Sreerama & Woody, 2000). Die Analyse eines CD-Spektrums und dessen
Sekundérstrukturvorhersage erfolgt dabei nach dem Prinzip, dass ein CD-Spektrum (C,) als eine
lineare Kombination von Spektren individueller Sekundérstrukturelemente (k), By, angesehen werden

kann. Mit f; als Anteil der Sekundérstruktur & gilt dann:
(j}L = Zﬁ{ Bkk (Gl. 2.3)

Mit dem Wissen tiber By, kann mit Hilfe von Gleichung 2.3 der korrespondierende Anteil der
Sekundérstruktur f; an einem CD-Spektrum C, bestimmt werden. By, kann dabei von Polypeptiden,
welche in spezifischen Konformationen vorliegen, erhalten werden. In einem Protein weicht die
Sekundarstruktur jedoch von den idealen Konformationen ab, so dass By, in derzeitigen
Vorhersageprogrammen aus einer Zusammenstellung von Protein-CD-Spektren mit bekannter
Sekundérstruktur abgeleitet wird. Solch eine Zusammenstellung von Proteinen wird als Referenzsatz
bezeichnet und stellt eine exaktere Repridsentation der einzelnen Komponentenspektren in einem

Protein dar.

2.4.3.2 Thermische Denaturierung

Die thermische Stabilitidt der unterschiedlichen Internalin B-Konstrukte wurde im Fern-UV-CD-
Bereich bei 220 bzw. 222 nm untersucht. Die Autheizung der Probe erfolgte mit einer

Geschwindigkeit von 1 K min". Das CD-Signal wurde alle 0.1 °C mit einer Integrationszeit von 1 s
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bei einer Bandbreite von 2 nm registriert. Wéhrend der thermischen Autheizung wurden alle 10 °C
Spektren mit einer Messgeschwindigkeit von 100 nm min" aufgenommen, um den Verlust der
Sekundarstruktur verfolgen zu konnen. Die Proteinkonzentration und die Pufferbedingungen sind bei

den Abbildungen angegeben.

2.4.3.3 Fern-UV-CD-Kinetiken

Zur Messung von De- und Renaturierungskinetiken wurde die Proteinldsung direkt unter Rithren 1:50
in eine Quarzglaskiivette mit dem entsprechenden Puffer verdiinnt. Die Proteinendkonzentration
betrug 30 ug ml”'. Die Kinetiken wurden bei 220 nm mit einer Bandbreite von 2 nm aufgezeichnet.
Die Abstinde der Messpunkte wurden an die jeweilige Kinetik angepasst und lagen zwischen 0.5 und

5s.

2.4.3.4  stopped-flow-Experimente

Die stopped-flow-Experimente wurden an einem Applied Photophysics ©*-180 System durchgefiihrt.
Die Messungen erfolgten bei 220nm mit einer Bandbreite von 4nm. De- bzw.
Renaturierungskinetiken wurden durch eine 1:11 Verdiinnung im jeweiligen Puffer eingeleitet und in
einem typischen Experiment wurden 4 bis 8 Einzelmessungen gemittelt. Alle Messungen erfolgten,

wenn nicht anders angegeben bei 10 °C.

2.4.4 Gleichgewichtsentfaltung und -riickfaltung

Die Reversibilitit der Entfaltung und Faltung von Internalin B wurde anhand von
Gleichgewichtsiibergéingen untersucht. Dazu wurden Stammldsungen von nativem bzw. vollstindig
denaturiertem (5 M Harnstoff bzw. 3 M Guanidiniumchlorid (GdmCI) fiir InlBy4g/241 und 5 M GdmCl1
fiir alle InlB;,,-Konstrukte) Protein in verschiedene De- bzw. Renaturierungspuffer verdiinnt, so dass
die Endkonzentration an Denaturierungsmittel zwischen 0 und 3 M GdmCl bzw. 0 und 5 M Harntoff
lag. Die Verdiinnung der Stammldsungen erfolgte im Verhéltnis 1:50. Dazu wurde das entsprechende
Volumen an Proteinldsung in einem 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefal vorgelegt und der 50-fache
Uberschuss an Puffer schnell hinzu pipettiert. AnschlieBend wurde das Eppendorf Reaktionsgefif3
verschlossen und invertiert. Nach Inkubation von mindestens 24 h bei der jeweiligen Temperatur
wurde jede Probe spektroskopisch analysiert. Fiir einen Fluoreszenziibergang wurde die
Fluoreszenzemission bei 328 nm (fiir InlB;,; und InlBs;;*), 314 nm (InlB3;;*W124S) bzw. bei 343 nm
(fiir InlB54g bzw. InlB,4;) fiir maximal 20 s gemittelt. Die Anregungswellenlidnge lag bei 280 nm und
die spektralen Bandbreiten fiir Anregung bzw. Emission waren 2.5 bzw. 5nm. Neben 1 cm-
Halbmikrokiivetten (Firma Hellma) aus Quarz wurden auch fluoreszenzgeeignete 1 cm-Vollkiivetten
aus Kunststoff (Semadeni AG, Schweiz) verwendet, die eine direkte Langzeitinkubation der Probe in
der Kiivette ermdglichten. Fiir einen CD-Ubergang wurde das CD-Signal bei 220 nm iiber insgesamt
30 s integriert. Die spektrale Bandbreite betrug 1 nm. Die genauen Pufferbedingungen und die

Proteinkonzentrationen sind bei den jeweiligen Abbildungen zu finden.
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2.4.5 pH-Gleichgewichtsiibergang

Zur Charakterisierung der pH-Stabilitit wurden Stammldsungen von nativem bzw. vollstindig
denaturiertem Protein (entweder durch GdmCl oder durch Ansduerung) direkt 1:50 in Eppendorf
Reaktionsgefdfie mit dem jeweiligen Puffer der pH-Werte 2 bis 10 verdiinnt und bei 10 bzw. 20 °C
inkubiert. Die Proteinkonzentration in den Ansétzen betrug jeweils 10 pg ml”. Der verwendete Puffer

hatte die folgende Zusammensetzung;:

150 mM KCl
10 mM KH,PO,
10 mM Citrat
10 mM Borat
pH2-10
2.4.6 Sprungexperimente zur Charakterisierung des langsamen Faltungsschrittes

Das Faltungsexperiment zur Charakterisierung von langsamen Faltungsreaktionen setzt sich aus 2
Spriingen (Doppelsprungexperiment) zwischen verschiedenen GdmCl-Konzentrationen zusammen.
Die Doppelsprungexperimente wurden ausschlieBlich als manuelle Handmischungsexperimente
durchgefiihrt und mittels Fluoreszenz-Spektroskopie bei 10 °C verfolgt.

Bei diesem Assay wird das Protein zuerst vollstindig entfaltet, um anschlieBend die Riickfaltung
initiieren zu konnen. Die Riickfaltung wurde nach verschieden langen Denaturierungszeiten eingeleitet
und der Verlauf der Entstehung von langsam faltenden Spezies beobachtet. Die InlB-Konstrukte
wurden in Puffer-Bedingungen tiberfiihrt (5 M GdmCl, 20 mM MOPS/NaOH, pH 7.5), unter denen sie
in der Totzeit des Mischens denaturieren. Die Denaturierung fand bei einer Proteinkonzentration von
250 pg ml™ in einem Eppendorf-Reaktionsgefd im Wasserbad bei 10 °C statt. Nach verschiedenen
Entfaltungszeiten wurde die Renaturierung durch 50-fache Verdiinnung in eine Fluoreszenzkiivette
mit Nativpuffer (20 mM MOPS/NaOH, pH 7.5) bei 10 °C initiiert. Die Restkonzentration an GdmCl
bei der Renaturierung betrug 0.3 M. Die Endkonzentration an Protein betrug 5 pgml’'. Die

Renaturierungskinetiken wurden wie unter 2.4.2.2 beschrieben durchgefiihrt.

2.4.7 Refraktometrie
Die genaue Konzentration des jeweiligen Denaturierungsmittels (GdmCl bzw. Harnstoff) in den De-
und Renaturierungsansétzen wurde iiber Messung des Brechungsindex der Losung bestimmt. Die im

Refraktometer ermittelten Werte wurden in die folgenden Gleichungen (Pace, 1986) eingesetzt:

[GdmCl]=57.147 - (An) + 38.68 - (An)* —=91.6 - (An)’ (GL 2.4)

[Harnstoff |=117.66 - (An)+29.753 - (An)* +185.56 - (An)’ (GL 2.5)

Der Term (An) steht dabei fiir die Differenz der Brechungsindizes der Losungen mit und ohne

Denaturierungsmittel und die Einheit fiir die Denaturierungsmittel ist M.
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24.8 Massenspektrometrie

Die Molekularmassen der verschiedenen InlB-Konstrukte wurden mittels Matrix Assisted Laser
Desorption Induced-Time Of Flight- (MALDI-TOF-) Massenspektrometrie bestimmt.

Dies erfolgte als Auftragsarbeit bei Dr. Sophie Haebel (Interdisziplindres Zentrum fiir
Massenspektrometrie von Biopolymeren, Universitdt Potsdam). Die Messungen wurden an einem
Reflex II Bruker Massenspektrometer im linearen Modus durchgefiihrt. Als Matrix wurde

Sinapinsdure verwendet.

249 Analytische Ultrazentrifugation (AUZ)

Im  Sedimentationsgeschwindigkeitsexperiment ~wurden die  Molekularmassen und der
Oligomerisierungsgrad der Proteine bestimmt.

Alle AUZ-Experimente wurden als Auftragsarbeit bei Dr. Helmut Colfen am Max-Planck Institut fiir
Kolloid- und Grenzfldchenforschung am Standort Golm von Antje Vdlkel durchgefiihrt. Die
Messungen wurden bei 60000 rpm und einer Temperatur von 25°C in einer Optima XLI
Ultrazentrifuge von Beckman Coulter (Palo Alto) mit Absorptionsoptik durchgefiihrt. Als

Auswerteprogramm wurde Sedfit (Schuck, http://www.analyticalultracentrifugation.com) verwendet.

2.4.10 Lichtstreumessungen

Aus den Lichtstreumessungen konnen Informationen beziiglich der Molekularmasse (statische
Lichtstreuung) und Grofle (dynamische Lichtstreuung) geldster Proteinmolekiile erhalten werden.

Alle Lichtstreumessungen wurden von Dr. Klaus Gast am Max Delbriick Zentrum fiir molekulare
Medizin in Berlin-Buch durchgefiihrt. Sowohl die dynamischen als auch die statischen
Streulichtmessungen wurden simultan mit dem gleichen Instrument und einem Streuungswinkel von
90° gemessen. Das selbstgebaute Gerit besteht aus einem Argonlaser (Spectraphysics Millennia IIS),
einem thermostatisierbaren Kiivettenhalter und einem Photonendetektor (ndhere Beschreibung in Gast
et al, 1997). Die Proteinlosung und der Puffer wurden durch einen Anotop-Filter mit einer
PorengroBle von 100 nm (Whatman, Maidstone, UK) direkt in eine kleine Durchflusszelle mit einer
Zellenldnge von 0.8 und 1.5 mm (Hellma, Miillheim) filtriert. Die Molekiilmasse wurde aus den

relativen Streuintensitidten berechnet. Als Referenz wurde Toluen verwendet.

2.4.11 Differential Scanning Calorimetry (DSC)

Die DSC-Messungen wurden mit einem Microcal™ Inc. VP-DSC MicroCalorimeter durchgefiihrt.
Das Gerdt besteht aus einer Proben- und Referenzzelle, welche mit einem System von
Temperaturfithlern und Heizelementen ausgestattet sind. Die Zellen haben exakt das gleiche Volumen
von etwa 0.5 ml und bestehen aus einer inerten Tantallegierung. Beide Zellen werden mit konstanter
Heizrate aufgeheizt und befinden sich wihrend der Messung unter einem Druck von ungefahr 193 bis

207 kPa, um bei hohen Temperaturen Blasenbildung zu vermeiden und das Sieden der Losung zu
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unterdriicken. Um die Zellen auf die gleiche Temperatur zu bringen, bendtigt man unterschiedlich viel
elektrische Leistung. Vollzieht sich in einer der Kammern eine temperaturinduzierte Reaktion, fiihrt
die auftretende Reaktionswirme zu einer minimalen Temperaturdifferenz AT. Wird ein solches
Temperaturungleichgewicht zwischen Proben- und Referenzzelle durch die Steuerelektronik des
Gerites erkannt, wird in der einen Zelle der Heizstrom um Al erhoht und in der anderen erniedrigt.
Der aufgetretene Warmeeftekt wird kompensiert und die Bedingung AT = 0 aufrecht erhalten. Diese
Leistungsdifferenz wird als Funktion der Temperatur aufgezeichnet und ist direkt proportional zur
Differenz der Warmekapazititen der gefiillten Zellen. Ergebnis eines solchen temperaturinduzierten
Strukturiiberganges ist die Aufzeichnung eines meist endothermen Peaks.

Alle Proteinproben wurden gegen den jeweiligen Puffer dialysiert und vor der Messung zentrifugiert.
Der Dialysepuffer und die Proteinldsung wurden entgast und anschlieend in die jeweilige Messzelle
gefiillt. Fiir eine Messung wurden jeweils 1.2 ml Proteinlosung vorbereitet. Mit der Protein- und der
Pufferlosung wurden zunichst die Proben- und Referenzzelle befiillt, die beiden Ldsungen dann
wieder vorsichtig entnommen und zur spektroskopischen Bestimmung der Konzentration verwendet.
Anschlieend wurden die Zellen mit je 500 ul der entsprechenden Losung gefiillt.

Um die Basislinienstabilitit des DSC zu erhdhen, wurden vor den eigentlichen Messungen immer
mehrere Pufferbasislinien aufgenommen. Waren die aufeinanderfolgenden Basislinien identisch,
wurde noch eine Basislinie mit dem Dialysepuffer aufgenommen. Sofern nicht anders angegeben,
wurde mit einer Heizrate von 1K min' gearbeitet. Die genauen Pufferbedingungen und

Proteinkonzentrationen sind bei den jeweiligen Abbildungen angegeben.

2.4.12 Mathematische Auswertung

2.4.12.1 Auswertung konformationeller Gleichgewichtsiibergiinge

Durch Zugabe von Denaturierungsmitteln oder die Anderung der Temperatur oder des pH-Wertes,
kann eine Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen dem nativen (N) und dem entfalteten (U)
Zustand eines Proteins hervorgerufen werden (Pace, 1986). Folgt diese Verschiebung dem einfachen

Faltungsmechanismus
NeU

kann von einem Zweizustandsmodell ausgegangen werden (Tanford, 1968). Dies gilt jedoch nur fiir
monomere Proteine, wie z. B. InlB. Unterscheidet sich der native vom entfalteten Zustand in einer
physikalischen Groe y, wie z. B. einem spektroskopischen Signal, so kann die

Gleichgewichtskonstante Ky, berechnet werden:

Ky =[UVIN]= 0y = Yoy ) (Done = y00) (GL. 2.6)
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Der wichtigste thermodynamische Parameter, der ein reversibles konformationelles Gleichgewicht
zwischen den Zustdnden N und U beschreibt, ist die freie Enthalpie der Entfaltung AGy. Diese ist iiber

die Gleichgewichtskonstante K;; definiert:

AG, =-RT -InK, (Gl 2.7)

Nimmt man an, dass die Proteinstabilitit AGy linear von der Denaturierungsmittelkonzentration ([D])
abhingt, so kann das sogenannte lineare Extrapolationsmodell angewendet werden (Santoro & Bolen,

1988):
AG, =AG,(H,0)-m-[D] (GL 2.8)

Dabei steht m fiir die Kooperativitit des konformationellen Uberganges und AG(H,0) fiir die
Proteinstabilitdt in Abwesenheit des Denaturierungsmittels (Tanford, 1970).

Fiir die spektroskopischen Eigenschaften des nativen bzw. entfalteten Proteins (yy bzw. yy) wurde

ebenfalls eine lineare Abhingigkeit von der Denaturierungsmittelkonzentration angenommen:
Yyu =Yy +myy - [D] (GL. 2.9)

Dabei stehen y]?,’U fiir die spektroskopischen Eigenschaften des nativen bzw. entfalteten Proteins in
Abwesenheit des Denaturierungsmittels und m ,, fiir die Steigungen der Basislinien des nativen und

entfalteten Proteins.

Die Auswertung der experimentellen spektroskopischen Datenpunkte der GdmCI- und Harnstoff-
induzierten Gleichgewichtsiibergénge erfolgte mit Hilfe des Programms SigmaPlot 2000 durch nicht-
lineare Regression mit der Messgrof3e y,» in Gl. 2.10, die aus der Verkniipfung von GI. 2.6 bis Gl. 2.9
hervorging (Santoro & Bolen, 1988; Pace & Shaw, 2000; Yadav & Ahmad, 2000):

AGy—m-[D]

(o)=Lt Db e D] v @210

l+e RT

Zur Beschreibung der Energie wurde in dieser Arbeit anstelle von Joule (J) stets Kalorie (cal)
verwendet (1 cal =4.184 J).
Die Berechnung des Ubergansmittelpunktes C,, erfolgte nach Gl. 2.11 und wird in M

Denaturierungsmittel angegeben:

AG,

m

C:

m

(Einheit: M) (Gl 2.11)
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Die Auswertung thermisch-induzierten Ubergiinge, die mittels Fern-UV-CD-Spektroskopie verfolgt
wurden, erfolgte analog zu GI. 2.10 mit der angepassten Form Gl. 2.12, bei welcher yy und yy linear

von der Temperatur abhéngen:

0 .T 0 .T). -
Yon(T)= b ey 7)o ‘i,ji" [(/TT,”)) ¢ (GL 2.12)
l+e ®7T o7

Hierbei stehen 7 bzw. T, fiir die Temperatur bzw. Schmelztemperatur und AH """ fiir die Anderung

der van’t Hoff-Enthalpie wéihrend der Entfaltung bei 7, y,OV,U steht wieder fiir die spektroskopischen

Signale des nativen bzw. entfalteten Proteins bei 7= 0 K.

2.4.12.2 Vorhersage thermodynamischer Parameter

Bei kleinen globulédren Proteinen, zeigte sich eine lineare Korrelation der Kooperativitit m wéhrend
der Entfaltung zwischen der Losungsmittelzuginglichkeit der Proteinoberfliche mit der GroBe des
Proteins (Myers et al., 1995). Basierend auf dieser Korrelation kann eine Vorhersage der Parameter m
fiir die GdmCl- und Harnstoff-induzierte Entfaltung und ACp (Anderung der partiellen molaren

Wirmekapazitit) vorgenommen werden. Dies erfolgt mit den empirischen Gleichungen:

AASA=-907 +93 - (# AS) (Einheit: A%) (Gl 2.13)
Mgmer = 859 +0.22 - (A4SA) (Einheit: cal mol" M) (GL 2.14)
M prammstor =374+ 0.11-(A4S4)  (Einheit: cal mol” M™) (GL 2.15)
AC, =-251+0.19-(A4S4) (Einheit: cal mol” K™ (Gl 2.16)

mit AASA als Anderung in der Oberflichenzuginglichkeit und #AS als Anzahl der Aminosiuren.

2.4.12.3 Auswertung der Entfaltungs- und Faltungskinetiken

Entfaltungs- und Faltungskinetiken wurden je nach Anzahl der Phasen mit Hilfe von
Exponentialfunktionen = angepasst. =~ Aus den verwendeten Funktionen konnten die
Geschwindigkeitskonstanten der einzelnen kinetischen Phasen gewonnen werden. Mit den
Gleichungen 2.17 und 2.18 wurden exponentiell verlaufende Kinetiken ausgewertet. Je nach Verlauf
der Kinetiken, ob abfallend bzw. ansteigend, mussten die Vorzeichen der Phasen, positiv bzw. negativ,

verandert werden.

Monoexponentielle Regression: y(z) =b+a-e ) (GL 2.17)

Biexponentielle Regression : y(t)=b+a,- Rt 4 a, - ) (GL 2.18)
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Dabei steht b fiir den Endwert der Kinetik, a, a; und a; fiir die Amplituden der jeweiligen Phase und £,

k; und k; fiir die Geschwindigkeitskonstante der jeweiligen Phase in [s™'].

2.4.12.4 Auswertung der DSC-Messungen

Die Auswertung der DSC-Messungen wurde mit der in Origin implementierten Software von der
MicroCal™ Software Inc. durchgefiihrt (Origin DSC). Dabei wurde zunéchst nach der Pufferkorrektur
die resultierende Leistungsdifferenz, welche direkt proportional zur partiellen Warmekapazitit des
Proteins in der Probenzelle ist, in die particlle molare Wéarmekapazitit umgerechnet. Diese
Umrechnung erfolgte mit Hilfe der molaren Proteinkonzentration, dem partiellen spezifischen
Volumen des Proteins (fiir alle Proteine niherungsweise 0.73 cm’ g') und dem Zellvolumen
(0.5069 ml). Aus der erhaltenen Wérmekapazititsfunktion konnten folgende Grofen erhalten werden:

o die Temperatur des Maximums des DSC-Profils (im folgenden als DSC-Peak bezeichnet), die in

erster Ndherung der Schmelztemperatur T,, (bei der AG = 0 ist) entspricht

« die molare Reaktionsenthalpie AH.,, die wegen JC -dT (C,xist die sogenannte ,,excess heat

p.ex.

capacity* in kcal mol™ K™ der Fliche des kalorimetrischen Peaks entspricht
« die Anderung der Wirmekapazitit AC,, die sich als Stufe ergibt, wenn man die linearen
Abschnitte der Wérmekapazitatsfunktion vor und nach dem Peak extrapoliert.
Da die thermische Entfaltung unter den meisten Bedingungen keine Reversibilitit aufwies (zumindest
nicht im Sinne eines Zweizustandsmodells), beschrinkte sich die Auswertung der DSC-Messungen
auf die Ermittlung von T,,, als MalB fiir die Stabilitit, und die Bestimmung der Peakflichen. Dies
erfolgte meist auf drei verschiedene Weisen:
(a) Integration der gesamten Peakfléche,
(b) Integration der aufsteigenden halben Peakfliche, um eine durch Aggregation verursachte
Abweichung von der Peaksymmetrie zu kompensieren und

(c) wenn moglich, Anwendung eines Zweizustandsmodells.

2.4.12.5 Bestimmung der freien Enthalpie der Stabilisierung

Die Differenz der freien Enthalpie AGy zwischen dem nativen und dem denaturierten Zustand gilt als
MalB fiir die Konformationsstabilitit eines Proteins. Diese Differenz entspricht der Arbeit die
aufgebracht werden muss, um die native in die denaturierte Struktur zu iiberfiihren. Dabei hingt AGy,
obwohl es von einer Reihe variabler Faktoren (z.B. Temperatur, Ionenstirke und pH-Wert) bestimmt
wird, nur vom nativen und denaturierten Zustand ab (Pfeil & Privalov, 1976a,b,c; Makhatadze &

Privalov, 1995). Die Art der Denaturierung spielt keine Rolle.
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Die Temperaturfunktion fiir die Anderung der freien Enthalpie AGy der Entfaltung wird als
Stabilitdtskurve oder —profil eines Proteins bezeichnet. Die freie Enthalpie der Stabilisierung ldsst sich

mit Hilfe der Gibbs-Helmholtz-Gleichung beschreiben:

AG,(T)=AH (T, )- [1 - Tl] ~AC, - (Tm —~T+T- h{TlB (GL 2.19)
mit

AG((T) : Stabilitit des Proteins bei einer Temperatur 7 [kcal mol™]

AH(T,) : Enthalpieénderung bei T}, [kcal mol™]

AC, : Anderung der partiellen molaren Wirmekapazitit [kcal mol™ K]

T : Temperatur [K]

T, : Schmelztemperatur des Proteins

Die Konstruktion eines Stabilitdtsprofils kann auf verschiedene Art und Weise erfolgen:

1. thermisch-induzierte Entfaltung: AHy(T,,) wird aus den thermischen Entfaltungskurven bestimmt

und AC, erhdlt man aus der Steigung der Auftragung AHy(T.) gegen T.. Dazu miissen die
AHy(T,,)-Werte variieren, was z. B. durch die Verdnderung des pH-Wertes erreicht werden kann.
Diese Prozedur ist aber nicht sehr akkurat, da der T,-Bereich, fiir welchen die AHy(T,,)-Werte
gemessen werden, normalerweise recht klein ist (Pace & Tanford, 1968; Chen & Schellman,
1989; Agashe & Udgaonkar, 1995; Nicholson & Scholtz, 1996).

2. chemisch-induzierte Entfaltung: Die AGy-Werte werden aus Gleichgewichtsiibergidngen,

gemessen bei verschiedenen Temperaturen, bestimmt. Diese experimentell erhaltenen AGy-
Werte werden gegen T aufgetragen und AHy(T,) und AC, mit Hilfe der Gibbs-Helmholtz-
Gleichung (Gl. 2.12) aus dem graphischen Verlauf der Datenpunkte berechnet. Auch diese
Prozedur ist nicht sehr akkurat, da wiederum der Temperaturbereich in welchem die AGy-Werte
bestimmt werden, klein ist.

3. Differential scanning Calorimetry: AHy(T,) und AC, werden aus DSC-Messungen bestimmt und
das Stabilitétsprofil berechnet (Privalov & Khechinashvili, 1974).

Keine dieser drei Methoden ist fiir sich selbst genommen befriedigend. Da sie sich aber gegenseitig
erginzen, sollte es zu einer Kombination von mindestens zwei Methoden kommen, um gute Resultate

erhalten zu koénnen.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Reinigung des rekombinanten Internalin B aus Listeria monocytogenes

Die Expression der rekombinanten InIB-Konstrukte erfolgte durch Transformation von Bakterien des
Stammes BL21-CodonPlus™ (DE3)-RIL mit den jeweiligen Plasmiden (siche Tabelle 2.1). Dabei
handelte es sich um pGEX-6P-1 Plasmide, welche fiir ein Fusionsprotein aus N-terminaler GST und
dem InIB kodierten. Zellen des Stammes BL21-CodonPlus™ (DE3)-RIL wurden verwendet, weil sie
zusitzliche Kopien von tRNA besitzen, deren geringe Konzentration ansonsten die Translation von
heterologen Proteinen in E. coli limitiert (Weiner et al., 1994). Die argU, ileY und leulW Gene
kodieren fiir tRNA’s, die die Arginincodons AGA und AGG, das Isoleucincodon AUA und das
Leucincodon CUA erkennen. Bei einer Expressionstemperatur von 37 °C wurde die Proteinsynthese
durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Die Praparation der fiinf InIB-Varianten erfolgte jeweils
nach dem fiir das InIBj;; etablierten Reinigungsprotokoll (Schubert ef al., 2001). Alle InIB-Konstrukte
wurden aus dem loslichen Anteil des Zellextraktes iiber einen Affinitdtschromatographieschritt
(Glutathion-Sepharose) angereichert. AnschlieBend wurde die N-terminal lokalisierte GST unter
Verwendung der PreScission-Protease abgespalten und das Zielprotein iiber einen erneuten
Affinitdtschromatographieschritt mit anschlieBender Gelfiltration aufgereinigt. Das Fusionsprotein
sollte nach dem ersten Affinitdtschromatographieschritt zu mehr als 90 % in einem einzigen Schritt
gereinigt werden konnen, praktisch war dieser Reinigungserfolg jedoch nicht immer zufriedenstellend.
Diverse Verunreinigungen werden oft durch nicht ausreichendes Waschen nach dem Auftragen des
Zellaufschlusses auf die Séule beim Elutionsschritt mit dem Fusionsprotein eluiert. Aber selbst nach
ausgiebigstem Waschen mit Puffer waren in den jeweiligen proteinenthaltenen Fraktionen des 6fteren
zusitzliche Banden im GroBlenbereich von 20 bis 36 kDa zu erkennen, welche von der
Chloramphenicol Acetyltransferase (CAT, 25.5kDa) und der B-Lactamase (31.2 kDa) stammen
konnten. Dies konnte bedeuten, dass eine unspezifische Bindung anderer Proteine an das
Fusionsprotein bzw. die Sdulenmatrix erfolgen wiirde. Verunreinigungen, die in den Losungen des
jeweils gewiinschten Zielproteins noch enthalten waren, konnten jedoch im letzten Reinigungsschritt,
der GroBlenausschlusschromatographie, abgetrennt werden, und dadurch wurde eine Proteinlosung mit
einem Reinheitsgehalt von mindestens 98 % erzielt. Der Erfolg der Reinigung und die Homogenitét
der Proteinlosung wurde immer mittels Gelelektrophorese und anschlieender Silberfarbung iiberpriift.
Aus einem Ausgangsvolumen von 1.5 bis 2 | Kulturmedium konnten je nach Verlauf der Reinigung
und nach Proteindoméne Ausbeuten von ungefihr 10 bis 50 mg an sauberem Protein erzielt werden.
Zwischen den einzelnen InlB Konstrukten konnten, was die Ausbeuten anbelangt, nur minimale
Unterschiede festgestellt werden. So wurden fiir die LRR-Doméne Proteinmengen bis maximal 40 mg,
und fiir die Internalin-Doméne bis maximal 55 mg erhalten. Erwdhnt werden muss an dieser Stelle

jedoch noch, dass ein relativ betrdchtlicher Anteil des sauberen Zielproteins teilweise mit GST,
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teilweise = mit anderen  Proteinbanden  verunreinigt war, die im  Laufe der
GroBenausschlusschromatographie nicht abgetrennt werden konnten. Diese Proteinfraktionen wurden
stets separat aufkonzentriert und ggf. liber erneute Affinitits- bzw. GroBenausschlusschromatographie
nachgereinigt. Abbildung 3.1 zeigt exemplarisch am Beispiel des InlB,4; den Reinigungserfolg im

Verlauf der einzelnen erwihnten Reinigungsschritte.

45— - <«—GST-IniB
24

36— —

29—
24—

1

— — —— <« GST
—— - e <— nB
241

20.1—

14.2—| w

Abb. 3.1: Reinigungsgel des InlB,4; aus E. coli

M: Molekulargewichtsmarker in kDa; Spur (1): French-Press-Uberstand; Spur (2): French-Press-Pellet; Spur (3):
Eluat Glutathion-Sepharose; Spur (4): nach proteolytischer Spaltung mit PreScission-Protease (46 h); Spur (5):
gereinigtes Protein nach Superdex 75. Coomassiegefarbtes 12.5 %iges SDS-Polyacrylamidgel

Bei der Reinigung des InlB,s; wurde Ofters eine charakteristische Bande bei ungefihr 35 kDa
beobachtet, die mittels GroBenausschlusschromatographie nicht vom eigentlichen Zielprotein
abgetrennt werden konnte. Eine N-terminale Sequenzierung ergab, dass es sich hierbei um InlB
handelte. Ein vermutetes Uberlesen des Stopcodons im in/B241 konnte theoretisch zu drei
verschiedenen Konstrukten mit den Molekularmassen 34.7, 36.2 und 37.8 kDa fithren. Da diese
35 kDa-Bande weniger als 5 % von der Gesamtausbeute an gereinigtem Protein ausmachte, konnte es
auch in der Massenspektrometriec (MALDI-TOF) nicht neben InlB,s detektiert werden. Zur

biophysikalischen Charakterisierung des InlB,4; wurden nur homogene Proteinlésungen verwendet.

3.2 Biophysikalische Charakterisierung der LRR- und Internalin-Domiine

von Internalin B

Zur Charakterisierung der LRR- bzw. Internalin-Doméne wurden die Konstrukte InlB,4s bzw. InlB3;)
verwendet (Marino ef al., 1999; Schubert et al., 2001). Diese beiden Fragmente des vollstindigen InlB
besitzen an der Position 242 ein Cystein. Freie SH-Gruppen stellen sehr reaktive Reagenzien dar, die,
je nach ihrer Zuginglichkeit im Molekiil, oxidieren und Disulfidbriicken ausbilden kdénnen. Die

Entstehung von unerwiinschten Dimeren lésst sich zwar durch den Zusatz von Reduktionsmitteln, wie
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z. B. DTE oder DTT, minimieren, hat jedoch den Nachteil, dass diese Substanzen unter anderem eine
starke Absorption im Bereich um 280 nm aufweisen. Mit fortschreitender Oxidation kénnen sich die
spektroskopischen Eigenschaften dieser Substanzen dndern, was sich wiederum negativ auf die
spektroskopische Charakterisierung der Proteine auswirken kann. Mit Hilfe des Ellman-Testes konnte
gezeigt werden, dass das Cystein beim InlB,4s eine Zuginglichkeit von ungefihr 66 % aufweist.
Aufgrund dieser Beobachtung wurden die Cystein-freien Konstrukte InlB,4; und InlB;,;C242S
generiert. Im Falle des InlB,4; wurde nach dem Glutamat 241 des InlB,4g ein Stopcodon eingefiihrt,
was folglich zu einer Entfernung der letzten sicben Aminosduren fiihrte. Beim InIBs,, erfolgte ein
Austausch des Cysteins 242 gegen Serin. Diese Cystein-freie Mutante wird als pseudo-Wildtyp
verwendet und im weiteren als InlBs,;* bezeichnet. In den folgenden Kapiteln werden, mit Ausnahme
von Kapitel 3.3.1.5, nur noch die Ergebnisse der biophysikalischen Charakterisierungen der Cystein-
freien Varianten abgebildet und beschrieben. Unterschiede, die sich bei den Charakterisierungen der
Proteine mit und ohne Cystein ergaben, werden als Zahlenwerte an den entsprechenden Stellen
genannt und erldutert. Neben dem InIB,4; und dem InlB;,;* wurde noch eine dritte InIB-Mutante im
Rahmen dieser Arbeit untersucht. Bei ihr wurde, neben dem Cystein 242, noch das Tryptophan 124 in
der LRR-Doméne gegen Serin ausgetauscht (im weiteren als InlBs;;;*W124S bezeichnet). Die
Internalin-Doméne des InlB besitzt nur zwei Tryptophane, eines in der LRR- und eines in der Ig-
dhnlichen Doméne (Abb. 3.2). Anlass fiir die Generierung dieser Mutante war die Vermutung, dass
diese zwei Aminoséuren als spezifische Sonden in der Tryptophanfluoreszenz-Spektroskopie fiir die

Charakterisierung der Faltung der zwei Doménen genutzt werden kdnnten.

W285
Abb. 3.2: Struktur des InlB,4; und InlBj,,

Dargestellt sind die Strukturen des InlB,4; (links) und des InlB;;; (rechts). Die N-terminale Cap-Doméne ist in
griin, die LRR-Doméne in blau und die Ig-&hnliche Domine in magenta gezeigt. Die Seitenketten der
Tryptophanreste 124 und 285 sind hervorgehoben und gekennzeichnet. Die Abbildung wurde aus Freiberg et al.
(2004) entnommen.
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Die Analyse der gereinigten InlB-Konstrukte mittels SDS-PAGE zeigte das Vorhandensein einer
einzelnen homogenen Proteinbande mit einer apparenten Molekularmasse, die, soweit dies aus dem
Gel abgeschitzt werden konnte, dem jeweiligen aus der Sequenz berechneten Wert entsprach. Die
exakten Molekularmassen My und der Oligomerisierungsgrad der Proteine wurden mittels
Massenspektrometriec (MALDI-TOF-MS) und analytischer Ultrazentrifugation bestimmt. Die

bestimmten Molekularmassen sind in Tabelle 3.1 angegeben.

Tab. 3.1: Molekularmassen der InlB-Konstrukte

Methode Il’llB241 IlllB321* InlB321*W124S
My (theoret.) [g mol ] 23313.5 32341,66 32242.,52
My (MALDI) [¢ mol ] 23315 32345 32242
My (AUZ) [gmol] | 25174 (+ 7.9%) | 31949 (- 1.2 %) | 36175 (+ 12.2 %)

Die theoretische Molekularmasse wurde aus der jeweiligen Sequenz berechnet (gcg-Programm).
Molekularmassen aus den AUZ-Messungen stammen aus Sedimentationsgeschwindigkeitsldufen. Die
prozentualen Abweichungen zum theoretisch berechneten Wert sind in Klammern angegeben.

Die experimentell bestimmten Massen aus den MALDI-TOF-MS Messungen stimmen im Rahmen des
Fehlers mit den aus der Aminosduresequenz abgeleiteten theoretischen Molekularmassen iiberein. Es
wurde davon ausgegangen, dass alle InlB-Konstrukte ohne Modifizierung exprimiert wurden, wie
auch schon in den Kristallstrukturen gezeigt werden konnte. Die erhaltenen Molekularmassen aus den
vorldufigen Sedimentationsgeschwindigkeitsldufen der analytischen Ultrazentrifugation weichen
hingegen stirker von den massenspektrometrisch bestimmten Molekularmassen ab. Die
Abweichungen liegen im Bereich von 1.2 bis 12.2 %. Eine Begriindung dafiir konnte in der geringen
Anzahl der Messungen liegen. Trotz dieser Abweichungen sprechen die Daten der Ultrazentrifugation

fiir das Vorliegen eines monomeren Zustandes der jeweiligen Proteine.

Zur Charakterisierung der Stabilitit und Faltung eines Proteins bedient man sich in der Regel der
Konformationsunterschiede bzw. —inderungen zwischen dem nativen und dem denaturierten Zustand,
die oft in unterschiedlichen spektroskopischen Signalen resultieren (Schmid, 1997). Im folgenden
werden die spektroskopischen Charakteristika der Internalin- und LRR-Doméne ndher vorgestellt und

die Beobachtungen erlédutert.

3.2.1 UV-Absorptionsspektroskopie

Das Absorptionsspektrum des InlB,4; wird von einem Tryptophan und drei Tyrosinen bestimmt (Abb.
3.3 A). Es hat ein Maximum bei 276 nm und bei 282 nm ein Nebenmaximum. Bei 292 nm findet sich
eine schwach ausgeprigte Schulter, die von dem Tryptophan an der Position 124 herriihrt. Im
Wellenldngenbereich zwischen 250 und 260 nm ist eine Feinstrukturierung im Spektrum zu erkennen,
welche durch die fiinf Phenylalaninreste verursacht wird. Nach Denaturierung des Proteins in 6 M
GdmCI kam es zu einer schwachen Intensitidtsabnahme und zu einem Verlust der Separation der zwei

Maxima um 280 nm.
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Abb. 3.3: Absorptionsspektren der InlB-Konstrukte

Absorptionsspektren von InlB,4; (A), InlBsy* (B) und InlB3,;¥*W124S (C) bei 20 °C. Spektren des nativen
Proteins (—) wurden in 20 mM MOPS/NaOH, pH 7.5 und die des denaturierten Proteins (---) in 6 M GdmCl
gemessen. Die Proteinkonzentration betrug 18.5 uM  (InlBy), 17.2puM (InlB3y*) und 17.4 uM
(InlB3;;*W1248). D zeigt das Differenzspektrum des InlB3,,*.

Das Absorptionsspektrum des InlB;y* wird von zwei Tryptophanen, bzw. einem Tryptophan beim
InlB;,;*W1248S, und fiinf Tyrosinen bestimmt (Abb. 3.3 B bzw. C). Das Spektrum des InlB;,,* &hnelt
trotz eines zusétzlichen Tryptophans sehr stark dem des InlB,y4;. Es besitzt ebenfalls die zwei Maxima
um 280 nm, wobei hier das Maximum bei 282 nm eine nahezu identische Absorption zeigte wie das
bei 276 nm. Nach der Denaturierung in 6 M GdmCI kam es zu einer Verschiebung des Spektrums zu
kleineren Wellenldngen und zu einer Intensititsabnahme. Im Falle des InlB;,,;*W124S ist die Schulter
bei 292 nm im Gegensatz zu den anderen beiden Spektren deutlich stirker ausgebildet. Im
denaturierten Zustand kam es zu einem vollstindigen Verlust dieser Schulter, da das Tryptophan sich
jetzt in polarer Umgebung des wissrigen Mediums befindet.

Ein Vergleich der Spektren mit denen der Konstrukte mit Cystein, InlB,ss und InlBjy;, zeigte
identische Spektren (Daten nicht gezeigt). Die molaren Extinktionskoeffizienten fiir alle InlB-
Konstrukte wurde nach der Methode von Gill und von Hippel (1989) und nach Pace et al. (1995)

bestimmt und sind unter 2.3.4 angegeben.
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Die Anderung in der Absorption zwischen dem nativen und dem denaturierten Zustand ist so gering,
dass die Absorptionsspektroskopie zur Charakterisierung der Faltung und Stabilitit nicht

herangezogen wurde (sieche exemplarisch am Differenzspektrum des InlBs,;*, Abb. 3.3 D).

3.2.2 CD-Spektroskopie

Die Charakterisierung eines Proteins mittels CD-Spektroskopie erfolgt durch Messung der Spektren in
zwei verschiedenen spektralen Regionen. Dabei dient das Nah-UV-CD-Spektrum (250 bis 350 nm) als
sensitives Kriterium fiir den nativ gefalteten Zustand, also die Tertidrstruktur, eines Proteins. Das
Fern-UV-CD-Spektrum (170 bis 250 nm) hingegen liefert wertvolle Informationen iiber die
Sekundarstrukturtypen eines Proteins (Johnson, 1990; Schmid, 1997).

Die CD-Spektren von Proteinen im fernen ultravioletten Wellenlédngenbereich sind besonders sensitiv
fiir a-helikale Sekundérstrukturelemente. Internalin B besitzt in der N-terminalen Cap-Doméine drei
kurze a-Helices, welche aus 4, 5 und 10 Resten bestehen und einem a-Helix-Anteil von nur ungefahr
9 bzw. 7 % im InlBy4; bzw. InlBsy* entsprechen (Abb. 3.2). Die Fern-UV-CD-Spektren der beiden
InIB Fragmente sind sich in der Form sehr dhnlich und weisen im Wellenldngenbereich von 217 bis
220 nm schwach ausgebildete Minima von [®]urw ~-8000 deg cm® dmol” auf (Abb. 3.4). Die
Elliptizitdt im Minimum des InlB,4; ist im Vergleich zum InlB3,;* dabei leicht negativer und minimal
zu kleineren Wellenldngen verschoben. Das Maximum bei 190 nm fiir InlB;,,* bzw. bei 185 nm fiir
InlB,4; zeigt in beiden Fillen die gleiche Amplitude ([®]vrw = 7500 deg cm” dmol™). Spektren mit
solch schwachen Amplituden sind typisch fiir Proteine, die einen geringen a.-Helix und einen hohen -
Faltblatt Gehalt besitzen (Greenfield, 1996). Die Struktur des InlB;;* wird in der Tat von B-
Faltblattern dominiert, die 28 % von der Gesamtsekundarstruktur ausmachen (bestimmt mit DSSP,
Kabsch & Sander, 1983). Trotz der Ahnlichkeit des Spektrums mit dem vom InlB;,;* hat InlB,,, einen
viel geringeren Gehalt an p-Faltblittern (16 %), und ein ebenso signifikanter Anteil der

Sekundarstruktur besteht aus kurzen 3,o-Helices in der LRR-Doméne (13 %).
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Es sollte iiberpriift werden, ob die CD-Daten dieses doch relativ einfachen Strukturmotivs, mit Hilfe
von Programmen analysiert werden konnen, welche eine quantitative Vorhersage iiber die
Sekundérstruktur eines Proteins machen. Fiir die zwei InlB-Fragmente erhélt man, wie aus der
Ahnlichkeit der Spektren zu erwarten gewesen wiire, auch nahezu identische Ergebnisse (Tab. 3.2 und
3.3). Fiir die Auswertung der Spektren wurden die in dem Software Paket CDPro implementierten
Programme CONTINLL, SELCON3 und CDSSTR verwendet (Sreerama et al, 2000). Diese
Programme nutzen unterschiedliche Sétze an Referenzproteinen (maximal 48), welche aus Proteinen
mit a-reichen, B-reichen und gemischten o/f Sekundérstrukturelementen, sowie aus denaturierten

Proteinen bestehen.

Tab. 3.2: Ergebnisse der Sekundirstrukturvorhersage fiir InlB,4,

Sekundirstruktur SELCON3 | CONTINLL| CDSSTR DSSP XTLsstr
[%e] [%e] [%e] [Yo] [%]
o-Helix/Helix 15.9 17.9 16.8 9 6.1
310-Helix 3.20 3.70 3.10 13 16.3
B-sheet/sheet 17.4 17.0 18.3 16 4.9
turn 13.0 13.0 12.8 -- 10.2
PP2 9.70 10.5 9.40 - 4.4
ungeordnet/andere 39.8 37.9 39.7 -- 58.3

Tab. 3.3: Ergebnisse der Sekundirstrukturvorhersage fiir InlB;,,*

Sekundirstruktur SELCON3 | CONTINLL| CDSSTR DSSP XTLsstr

[%o] [%o] [%o] [%o] [Yo]

o-Helix/Helix 13.0 13.5 6.80 7 4.3
310-Helix 4.20 4.60 3.00 11 114
B-sheet/sheet 23.1 21.4 27.6 28 14
turn 12.7 13.2 13.7 - 13.8

PP2 8.30 9.10 7.90 -- 8.3
ungeordnet/andere 39.0 38.1 41.5 -- 48.3

Unabhingig von der verwendeten Methode und dem Satz an Referenzproteinen waren die Resultate
der Vorhersage der Anteile am B-Faltblatt durch die Programme beim InlB;,;* leicht und beim InlB,4,
fast um das vierfache erhoht, und auch die a-Helix-Anteile bei beiden Proteinen {iberbewertet (Daten
nicht gezeigt). Verwendet man einen Referenzsatz, welcher Daten zu 3,-Helcies enthélt, so wurde ein
3,0-Helix Gehalt von 3 bis 4 % fiir InlB,4; bzw. von 3 bis 5 % fiir InlB;,,* vorausgesagt (Tab. 3.2 und
3.3) (Johnson, 1999). Andererseits hat das Vorhersageprogramm XTLsstr, 3,o-Helix Anteile von 16
bzw. 11 % in der Kristallstruktur des InlBys; bzw. InlB;y* gefunden (King & Johnson, 1999). Das
XTLsstr-Programm wandelt die dreidimensionalen Koordinaten, die eine Proteinstruktur beschreiben
(PDB-Eintrag), in eine Sekundérstrukturzuordnung um. Diese Ergebnisse scheinen darauf
hinzudeuten, dass es derzeit keine Auswerteprogramme gibt, deren verwendete Referenzsitze dazu
genutzt werden konnen, um den hohen 3o-Helix Gehalt der LRR-Doméne im Internalin B aus den

CD-Spektren verlésslich vorhersagen zu kénnen.
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Zusitzlich zu dem Minimum um 219 nm besitzen die Spektren beider Proteine ein zweites deutlich
ausgepriagtes Minimum im Bereich von 199 bis 201 nm (Abb. 3.4). Diese spektroskopische
Besonderheit konnte mit dem 3,,-Helix-Anteil der zwei InlB Varianten korrelieren, da es beim InlB,y;
([®]mrw = -7000 deg cm’ dmol'l) starker ausgepriagt ist, als beim InIB3y;* ([O]urw = -
4100 deg cm® dmol™). In der Literatur wurde darauf hingewiesen, dass eine Unterscheidung zwischen
a- und 3j¢-Helices im CD-Spektrum nicht beobachtet werden kann (Sudha et al., 1983). Es muss dabei
aber auch betont werden, dass es von Proteinen mit solch einem hohen Anteil an 3;,-Helices, wie dies
beim InIB der Fall ist, bisher noch relativ wenig CD-spektroskopische Charakterisierungen gibt und
dass tiber den Beitrag von 3;p-Helices zu einem Fern-UV-CD-Spektrum nur wenig bekannt ist. Ein
vergleichbares Minimum bei 198 nm konnte im Fern-UV-CD-Spektrum des Polygalakturonase-
Inhibitors (PGIP) aus Phaseolus vulgaris beobachtet werden (Di Matteo et al., 2003). Es handelt sich
bei diesem Proteins ebenfalls um ein LRR-Protein, allerdings mit neun 3;o-Helices, was darauf
hindeuten konnte, dass die Ursache dieses Signals von den 3¢-Helices kommen konnte. In den letzten
Jahren wurden diverse synthetische Peptide, bestehend aus C*-substituierten o-Aminosduren mit
terminalen Blockierungen, charakterisiert (Toniolo ef al., 1996; Formaggio et al., 2000; Pengo et al.,
2003; Toniolo ef al., 2004). All diese Peptide mit einem 3,¢-helikalen Faltungstyp besitzen Minima im
Bereich von 201 bis 206 nm. Das einzige natiirliche Peptid, welches eine 3,o-Helix bildet, ist ein 13-
Aminosdurereste grofles Fragment (Reste 659 — 671) des gp41 des HIV-1 (Biron et al., 2002). Sein

CD-Spektrum zeigt ein sehr prominentes Minimum bei 205 nm.

Eine weitere Ursache fiir diese Schulter bei 200 nm konnte jedoch auch durch einen Effekt der
aromatischen Aminosduren Tryptophan und Tyrosin zu erkldren sein. Normalerweise ist der Beitrag
von Aromaten im Vergleich zu denen des Peptidriickgrats minimal (Woody & Dunker, 1996). Bei
einigen Proteinen mit geringem o-Helixanteil, wie z. B. Lectinen und Immunglobulinen, kénnen
jedoch die aromatischen Aminoséuren einen signifikanten Beitrag haben (Sreerama & Woody, 2004).
Die stirkeren CD-Signale werden durch einen engen Kontakt aromatischer Ringsysteme und deren
relativer Orientierung zueinander erklart (Grishina & Woody, 1994; Thomas et al., 2002). Zur
Uberpriifung dieser Vermutung wurde eine Mutante des InlBs,; untersucht, bei welcher fiinf Aromaten
(F104, W124, F126, Y170 und Y214) in der LRR-Doméne gegen Serine ausgetauscht wurden (Abb.
3.5 B). Diese Reihe von Aromaten ist fiir die Bindung an den Rezeptor Met essentiell (Machner et al.,
2003). Die fiinf Aminosduren sind alle auf der konkaven Seite der LRR-Doméne lokalisiert und der
Austausch hatte keine strukturellen Verdnderungen des Proteins zur Folge (Machner et al., 2003). Das
Fern-UV-CD-Spektrum dieser Mutante zeigte bei 219 nm im Vergleich zum InlBj3;* ein stirker
ausgebildetes Minimum (Faktor 1.2) (Abb. 3.5 A). Die Schulter bei 200 nm und das Maximum bei
190 nm waren hingegen schwicher ausgeprigt. Diese Beobachtung wiirde dafiir sprechen, dass die
aromatischen Aminoséduren einen betrachtlichen Beitrag an der Ausbildung des Minimums bei 200 nm

haben konnten. Auf der anderen Seite zeigte die Tryptophan-Mutante InlB;;;*W124S ein etwas
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starker ausgebildetes Minimum bei 200 nm im Vergleich zu den anderen Konstrukten. Folglich ist die
Interpretation der beobachteten CD-Spektren beziiglich des Beitrages der 3,¢-Helices nicht trivial und
bedarf noch weiterer vertiefender Untersuchungen. CD-spektroskopische Charakterisierungen z. B.
der tibrigen Internaline, bei welchen ein hoher 3,p-Helix-Anteil vorhergesagt wird, sollten bei der
Entscheidung helfen, ob das Minimum um 200nm wirklich charakteristisch fiir dieses

Sekundérstrukturmotiv ist.
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Abb. 3.5: Fern-UV-CD-Spektren verschiedener Mutanten des InlB3;,

A zeigt die Fern-UV-CD-Spektren von InlB;y* (—), InlB;31¥*W124S (—) und der Fiinffachmutante des
InlB3;; (—). Gemessen wurde in 20 mM MOPS/NaOH, pH 7 bei 10 °C. Die Proteinkonzentration betrug
1 mg ml™" beim InlB;,,*, 1.4 mg ml” beim InlB;, *W124S und 2 mg ml”" bei der Fiinffachmutante. B zeigt einen
Ausschnitt aus der LRR-Doméne des InlB, mit den Positionen, an welchen die Susbtitutionen der aromatischen
Aminosiuren erfolgte. Die Abbildung wurde mit dem Programm MOLMOL erstellt (Koradi et al., 1996).

Nach Zugabe von 5 M GdmCl war das Minimum bei 219 nm nicht mehr zu beobachten, was die
Entfaltung beider InlB-Fragmente wiederspiegelte und das typische Spektrum eines Zufallknéuls
darstellt (Abb. 3.4).

Ein Vergleich der Fern-UV-CD-Signale der Cystein-freien mit den Cystein-haltigen Proteinen zeigte
zwar einen iibereinstimmenden Verlauf der Spektren, aber Unterschiede in der molaren Elliptizitit
sowohl in den Minima als auch im Maximum. Diese Unterschiede sind bei der Internalin-Doméne nur
minimal, bei der LRR-Doméne hingegen im Minimum bei 199 nm am signifikantesten. InlB,4; weist
hier eine molare Elliptizitdt auf, die ungefahr 30 % groBer ist als die bei InlB,4s. Ursache fiir diesen
Unterschied konnten mogliche Aggregate in der InlB,4-LOsung sein, die einen verfdlschenden
Einfluss auf die Amplitude haben wiirden. Ein Aggregationsverhalten konnte beobachtet werden,
wenn die Losung der Cystein-haltigen Proteine iiber einige Wochen bei 4 °C gelagert wurde. Eine
durch Aggregate verursachte Lichtstreuung fiihrt bei kleineren Wellenldngen zu einer groferen

Streuung der Daten und somit zu einem kleineren Fern-UV-CD-Signal.
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CD-Spektren im nahen ultravioletten Wellenldngenbereich héngen von einer asymmetrischen
elektronischen Umgebung von aromatischen Aminoséureseitenketten und Disulfidbriicken ab. Die
Nah-UV-CD-Spektren der beiden Proteine unterscheiden sich signifikant voneinander (Abb. 3.6). Das
Spektrum des InlB;y;* hat im Bereich von 250 bis 350 nm durchgehend einen positiven Verlauf, mit
Maxima bei 279 und 287 nm und einer Schulter bei 292 nm. InlB,4; hingegen besitzt ein Spektrum
ohne Feinstruktur und weist eine Elliptizitdt auf, die im Vergleich zum InlB;,* bezogen auf die
molare Konzentration um einen Faktor 1.5 geringer ist. Dieser Unterschied ist wahrscheinlich
groBtenteils auf die zwei Tryptophane zuriickzufiihren, die beim InlB3;;* in den zwei
unterschiedlichen Regionen der LRR- und der Ig-dhnlichen Doméne zu finden sind. Das einzelne
Tryptophan in der LRR-Domine an der Position 124 ist Teil eines Clusters von stark
losungsmittelexponierten aromatischen Aminosduren an der putativen Rezeptorbindungsstelle (Abb.
3.5 B) (Machner et al., 2003). Die iibrigen aromatischen Aminosduren, fiinf Tyrosine und neun
Phenylalanine, sind nahezu gleichméfig zwischen den zwei Doménen verteilt und weisen eine
dhnliche Exposition dem Losungsmittel gegeniiber auf. Sie scheinen daher an der Feinstrukturierung
der Nah-UV-CD Spektren nicht maf3geblich beteiligt zu sein.

Vergleicht man die Nah-UV-CD-Spektren der verschiedenen InlB;,,-Konstrukte, also die des InlB;;;*,
des InlB3,;*W124S und der fiinffachen Aromatenmutante, miteinander, so zeigen alle einen dhnlichen
Verlauf (Abb. 3.6). Bei den Proteinen, denen jeweils das Tryptophan 124 fehlt, ist die Elliptizitat
drastisch verringert und entspricht in etwa der des InlB,4,. Das spricht dafiir, dass der Hauptanteil des
Spektrums im nahen UV von den Tryptophanen herriihrt. Die Fiinffachmutante des InlBs,;, welcher
noch zusitzlich zwei Tyrosine und drei Phenylalanine fehlen, unterscheidet sich vom InlBs3,*W124S
nur minimal in der Elliptizitit. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass die iibrigen aromatischen
Aminoséuren keinen signifikanten Beitrag zum Nah-UV-CD-Spektrum haben. In Gegenwart von 5 M
GdmCl ist kein Nah-UV-CD-Signal zu registrieren, was auf den Verlust an Tertidrstruktur
zuriickzufiihren ist (Abb. 3.6).
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Die Spektren der Cystein-haltigen Proteine zeigen einen identischen Verlauf mit einem etwas

geringeren Nah-UV-CD-Signal. Die geringere Amplitude ist mdglicherweise durch einen Fehler in der
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Proteinkonzentration oder durch Lichtstreuung aufgrund von Aggregaten in der Proteinlosung zu
erkldren, da im Bereich von 250 bis 290 nm nur Disulfidbriicken absorbieren sollten (Kelly & Price,

2000).

3.2.3 Fluoreszenzspektroskopie

Die  Fluoreszenzspektroskopie =~ wird im  allgemeinen @ zur  Charakterisierung  der
Loésungsmittelzugidnglichkeit bzw. -umgebung der Fluorophore und der Tertidrstruktur in einem

Protein verwendet (Schmid, 1997).
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Abb. 3.7: Fluoreszenzemissionsspektren der InlB-Konstrukte

Fluoreszenzemissionsspektren bei einer Anregungswellenlinge von 280 nm von InlB,4; (A), InlB3* (B) und
InlB3,,*W124S (C) bei 20 °C. Spektren des nativen Proteins (—) wurden in 40 mM Tris/HCl, pH 7 bzw. 20 mM
MOPS/NaOH, pH7.5 und die des denaturierten Proteins (---) in 6 M GdmCl gemessen. Die
Proteinkonzentration betrug 0.86 uM (InlBy,), 0.62 uM (InlBs3;;*) und 0.62 uM (InlBs3,,*W124S). D zeigt die
Differenzspektren des InlB,4; (—), des InlB3y* (++) und des InlB3,¥*W1248S (---).

In Abb. 3.7 (A bis C) sind typische Fluoreszenzspektren des InlB,4, InlB3;* und InlB3;*W124S im
nativen sowie im denaturierten Zustand in 5 M GdmCl gezeigt. Das Emissionsspektrum des InlByy,
zeigt nach Anregung bei 280 nm eine maximale Fluoreszenz bei 348 nm, was auf eine hohe
Losungsmittelzugénglichkeit des Tryptophans 124 in der LRR-Doméne hindeutet (Abb. 3.7 A). Beim
InlB;;;* hingegen liegt das Emissionsmaximum bei 341 nm (Abb. 3.7 B). Die Verschiebung zu
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kiirzeren Wellenlédngen hin resultiert aus dem zusétzlichen zweiten Tryptophan in der Ig-dhnlichen
Doméne an der Position 285. Dieses ist im Inneren der Doméne verborgen und dort vom umgebenen
Losungsmittel abgeschirmt. Erwartungsgemél resultiert aus der Entfernung des Tryptophans 124 im
InlB3,,*W124S ein Emissionsspektrum mit einem Maximum bei noch kiirzeren Wellenldngen (Abb.
3.7 C). Das Fluoreszenzspektrum hat einen strukturierten Verlauf mit Maxima bei 305 und 318 nm.
Die Form des Spektrums dhnelt dem von Indol in apolaren Losungsmitteln und 14sst darauf schliefen,
dass die Seitenkette des Tryptophan 285 in dieser InlB Variante vollstindig im hydrophoben Inneren
der Ig-dhnlichen Doméne verborgen ist und keinen Kontakt zu polaren Gruppen ausbildet (Teale,
1960). Die Schulter bei 305 nm resultiert aus der Tyrosinfluoreszenz. Diese Beobachtungen, die
Losungsmittelzugénglichkeit des Tryptophan 124 zum einen und die Abschirmung des Tryptophan
285 gegen die polare Umgebung andererseits, lassen sich durch die hochaufgeldste Kristallstruktur

bestétigen (Marino et al., 1999 ; Schubert et al., 2001).

Nach Anregung der verschiedenen Proteinkonstrukte bei 295 nm wurde jeweils ein Spektrum mit
einem vergleichbaren Emissionsmaximum zu denen die bei 280 nm angeregt wurden, erhalten, was
darauf hindeutete, das im gefalteten Zustand ein effizienter Energietransfer von den Tyrosinen zu den
Tryptophanen erfolgt (Daten nicht gezeigt). Nach Zugabe von 5 M GdmCl kam es bei allen drei
Proteinen zu einer Rotverschiebung des Emissionsmaximums nach ungefihr 355 nm und zu einer
Abnahme der Fluoreszenzintensitidt (Abb. 3.7 A bis C). Dies bedeutet, dass die Fluorophore dem
wissrigen Losungsmittel zugénglich gemacht werden, und das Fluoreszenzmaximum entspricht dem
von Tryptophan in Wasser. Bei den beiden Internalin-Doménen-Konstrukten betrug die
Fluoreszenzénderung zwischen dem nativen und denaturierten Zustand nur ungefahr 20 %, was darauf
hindeutet, dass das Tryptophan in der Ig-dhnlichen Doméne im nativen Zustand schon eine gewisse
Loschung (Quenching) der Fluoreszenz erfahrt. Die Spektren der denaturierten Proteine, welche bei
280 nm angeregt wurden, weisen alle bei 305 nm eine ausgeprigte Schulter auf, welche durch die
Fluoreszenz der Tyrosinseitenketten verursacht wird und in dem fehlenden Energietransfer zum
Tryptophan begriindet ist (Schmid, 1997). Die Fluoreszenzspektren der Cystein-haltigen Proteine
waren identisch mit denen der Cystein-freien (Daten nicht gezeigt). Aus den Differenzspektren
zwischen dem nativen und dem denaturierten Protein ergibt sich die Wellenldnge, bei welcher die
Signaldnderung am groften ist. Fiir die Konstrukte InlB,4s und InlB,4; lag diese bei 343 nm, fiir die
Konstrukte InlB3;; und InlB3;;* bei 328 nm und fiir das InlB3;,*W124S bei 314 nm (Abb. 3.7 D). Die
hier beobachteten Anderungen in der Tryptophanfluoreszenz zwischen dem nativen und denaturierten
Zustand konnen somit als sensitive Messsonde fiir die Charakterisierung des Faltungszustands der

Domaénen verwendet werden.
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3.3 Invitro Faltung und thermodynamische Stabilitat

In der Literatur findet man zu dem Thema Proteinstabilitdt und —faltung fiir die Klasse der LRR-
Proteine nur wenig Daten. In der hier vorliegenden Arbeit wurde als Modell das Invasionsprotein
Internalin B des humanpathogenen Bakteriums Listeria monocytogenes ausgewihlt, um die
Faltungseigenschaften und die Stabilitit eines solchen LRR-Proteins ndher zu charakterisieren. Am
Beispiel zweier Fragmente des InlB wurde zum einen die Integritit der Internalin-Superdoméne
(InlB3,1*) und zum anderen die Faltung der LRR-Domine (InlB,4;) untersucht. InlB ist ein monomeres
Protein, welches keine Disulfidbriicken aufweist, und sollte daher geeignet sein, um die erwéhnten
Fragestellungen bearbeiten zu konnen. In den folgenden zwei Kapiteln sollen zum einen die Stabilitét
und zum anderen der Faltungsmechanismus dieser zwei Doménen separat voneinander untersucht und
dann miteinander verglichen werden. Im dritten Kapitel erfolgt eine biophysikalische

Charakterisierung der LRR-Doméne unter sauren Bedingungen.

3.3.1 Stabilitit der LRR- und Internalin-Doméne

3.3.1.1 De- und Renaturierungsgleichgewichtsiiberginge

Vom InlB konnten sowohl die zur Invasion ausreichende LRR-Doméne sowie die sogenannte
Internalin-Doméne separat kristallisiert und rontgenkristallographisch untersucht werden (siche 1.4
und Abb. 3.2) (Marino et al., 1999; Schubert et al., 2001). Die Stabilitdt der LRR- und der Internalin-
Doméne wurde durch chemisch-induzierte De- und Renaturierungsgleichgewichtsiiberginge
charakterisiert. Als chemische Denaturantien wurden GdmCI und Harnstoff eingesetzt. Der Einfluss
der Denaturierungsmittel auf die Tertidir- und die Sekundirstruktur konnte sowohl als Anderung in der

Fluoreszenzemission als auch im Fern-UV-CD-Signal verfolgt werden.

Abb. 3.8: GdmCl-induzierte Gleichgewichtsiiberginge
von InlB,y;, InlB3,,* und InlB3,,;*W124S

Denaturierungsiiberginge von InlB,,; (@), InlB;y* (A)
und InIB3;*W124S (V) und Renaturierungsiibergidnge
(entsprechende Symbole nur offen) bei 20 °C nach einer
Inkubation von 24 h. Dargestellt sind die gemessenen
Fluoreszenzemissionen (Anregung: 280 nm) normiert auf
den Anteil nativen Proteins. Der verwendete Puffer war
20mM MOPS/NaOH, 1 mM EDTA, pH 7.5 und die
Proteinkonzentration betrug 5 ug ml”. Die Linien (—)
W A A reprasentieren die Regression der jeweiligen Datenpaare
00 03 06 09 12 15 18 2.1 24 27 nach Anwendung eines Zweizustandsmodell.

GdmCl [M]

Anteil natives Protein

Die De- bzw. Renaturierung aller InIB-Konstrukte war nach Verdiinnung in bzw. aus dem

Denaturierungspuffer nach einer Inkubation von 24 h vollstdndig beendet. Beim InlB,4; zeigte sich die
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Einstellung des Gleichgewichts bei 20 °C bereits nach 2 h (Daten nicht gezeigt). Prinzipiell wurden
jedoch alle Uberginge fiir mindestens 24 h bei der jeweiligen Temperatur inkubiert.

Sowohl bei der LRR- als auch bei der Internalin-Doméne zeigte sich unabhéngig vom verwendeten
Denaturierungsmittel in der Tryptophanfluoreszenz ein kooperativer und vollstindig reversibler
Verlauf des Entfaltungs- und Riickfaltungsiibergangs (Abb. 3.8). Eine Konzentrationsabhidngigkeit im
Bereich von 5 bis 50 ug ml”' konnte weder fiir InlB,s, noch fiir InlBsy* festgestellt werden.
Messungen des Fern-UV-CD-Signals bei 220 nm lieferten eine Signaldnderung, die ebenfalls bei allen
Konstrukten einen kooperativ verlaufenden Ubergang zeigten und nach der Normierung mit den
Anderungen in der Fluoreszenz deckungsgleich waren (exemplarisch am InlBs,,* gezeigt, Abb. 3.9 A

und B).
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Abb. 3.9: GdmCl-induzierter Gleichgewichtsiibergang von InlB3,;*

A zeigt den De- (@,A) und Renaturierungsiibergang (O,A) gemessen in der Fluoreszenzemission (@,0) bei
328 nm (Anregung: 280 nm) und dem Fern-UV-CD (A,A) bei 222 nm. B zeigt die auf den Anteil nativen
Proteins normierten Daten. Die durchgezogenen Linien (—) in A und B reprisentieren ein Zweizustandsmodell
zur Beschreibung der Daten. Die Messungen erfolgten bei 20 °C in 20 mM MOPS/NaOH, 1 mM EDTA, pH 7.5
mit einer Proteinkonzentration von 50 pg ml™.

Diese Ubereinstimmung bedeutet, dass die Tertiir- und Sekundirstruktur nicht unabhingig
voneinander falten bzw. entfalten. Dass sich die Daten sehr gut mit einem Zweizustandsmodell
beschreiben lassen, weist darauthin, dass zum einen die Auffaltung der individuellen
Wiederholungseinheiten in der LRR-Region einen kooperativen Prozess darstellt, und dass zum
anderen die Internalin-Doméne als ganze Einheit faltet und entfaltet und nicht in separaten
Faltungseinheiten.

InlB3;,* besitzt zwei Tryptophane, welche in verschiedenen Subdoménen des Proteins lokalisiert sind
und unterschiedliche Emissionswellenldngen aufweisen (siche Abb. 3.7 B und C). Fiir InlB3,,;* musste
folglich zunichst die Giiltigkeit des thermodynamischen Zweizustandsmodells bestitigt werden, was
durch Messung des Gleichgewichtsiibergangs bei zwei verschiedenen Wellenlédngen erfolgte. Neben
der Emission bei 328 nm wurde auch die bei 345nm detektiert und es ergab sich ein

Gleichgewichtsiibergang, dessen Ergebnis mit dem bei 328 nm iibereinstimmte (Daten nicht gezeigt).
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Des weiteren konnte die Tryptophan-Mutante InlBs;;*W124S zum Vergleich herangezogen werden.
Diese Mutante besitzt nur das im Inneren der Ig-dhnlichen Domine verborgene Tryptophan 285,
weswegen hier die maximale Fluoreszenzemission in den blauwelligen Bereich verschoben ist (siche
3.2.3). Harnstoft- bzw. GdmCl-induzierte Gleichgewichtsiibergéinge gemessen bei 312 nm, lieferten
analog zu den bei 328 und 345 nm durchgefiihrten Messungen beim InlB;,;* einen kooperativen und
einphasigen Ubergang.

Die Kooperativitit der Uberginge in der Fluoreszenz und im Fern-UV-CD spricht gegen das
Vorhandensein von Gleichgewichtsintermediaten. Eine weitere Mdglichkeit, die Legitimitdt der

Anwendung des Zweizustandsmodells zu iiberpriifen, ist mit dem Vergleich der Fluoreszenzspektren

gegeben.
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Legt man Spektren, die bei verschiedenen Konzentrationen an Denaturierungsmittel im
Gleichgewichtsiibergang aufgenommen wurden, iibereinander, so sollte ein isoemissiver Punkt zu
erkennen sein. Im Falle des InlBy,; konnte ein solcher Punkt nicht beobachtet werden, was jedoch
dadurch zu erkldren war, dass sich die Anderung in der Fluoreszenzemission vom nativen zum
denaturierten Zustand nur in einer minimalen Verschiebung des Emissionsmaximums in den
rotwelligen Bereich und hauptsdchlich durch eine Abnahme in der Intensitit vollzog (Abb. 3.10 A).
Diese minimale Verschiebung des Maximums ist, wie schon unter 3.2.3 diskutiert, durch die starke

Exposition des Tryptophans 124 zu erkldren. Ein Vergleich der Fluoreszenzemissionsspektren der De-
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und Renaturierung bei gleicher GdmCl-Konzentration zeigte identische Spektren, was ein
vollstdndiges Riickfalten des Proteins wiederspiegelte (Daten nicht gezeigt). Beim InlBs;* hingegen
war beim Ubereinanderlegen der Emissionsspektren, die wihrend der Denaturierung aufgenommen
wurden, ein isoemissiver Punkt bei ungefdhr 385 nm zu erkennen (Abb. 3.10 B und C). Die Spektren
liefern keine Anhaltspunkte fiir einen moglicherweise existierenden intermedidren Zustand. Allerdings
sind beim InIByy; als auch beim InlBs,* die Spektren im Mittelpunkt des Ubergangs im Vergleich
zum nativen Zustand hauptsidchlich durch eine Intensitidtsabnahme und nur durch eine leichte
Rotverschiebung charakterisiert. Insgesamt sprechen diese Ergebnisse fiir ein Zweizustandsmodell zur

Beschreibung der Messdaten aus der Gleichgewichtsentfaltung.

Unter der Annahme, dass ausschlieBlich native und denaturierte Zustdnde populiert sind, konnten die
in Tabelle 3.4 aufgelisteten Werte fiir die freie Enthalphie der Entfaltung AGy und die Kooperativitét
m mit Hilfe des Zweizustandsmodells nach dem linearen Extrapolationsmodell bestimmt werden
(Greene & Pace, 1974; Santoro & Bolen, 1988). Der Kooperativititsparameter m ist proportional zur
Anderung der dem Ldsungsmittel zugiinglichen Proteinoberfliche zwischen dem entfalteten und dem

nativen Zustand (Myers et al., 1995).

Tab. 3.4: Thermodynamische Grofien der Gleichgewichtsiiberginge gemessen bei 20 °C

Methode InlB,4; InlB;,* InlB;,;;*W124S

AGU. Hamsto [kcal mol™'] 5.5+0.3 8.6+0.2 9.3£0.6

N Mitarmsort [kcal mol” M™'] 3.4+02 4.0+0.1 46403
% Cun, Harnstoff [M] 1.6 2.1 2.0

S AGuy. Gamei [keal mol™] 47+0.3 8.8+0.2 8.8+ 0.6

= Meamer [keal mol™ M 7.1+0.4 9.7+0.2 10.3+0.7
Con. Gamct [M] 0.7 0.9 0.9
AGy. Gamct [keal mol™] 5.0 8.7 n.b.
3 Meamci [keal mol™ M 7.4 9.5 n. b.
Cn. Gamct [M] 0.7 0.9 n. b.
Theorie |amstorr[keal mol”” M'] 2.5 32 32
MGamei [keal mol” M™] 5.1 6.6 6.6

Die Fehlerangaben resultieren aus Mehrfachmessungen. Die Gleichgewichtsiibergéinge gemessen im Fern-UV-
CD erfolgten nur einmal, weswegen keine Fehler angegeben werden kdnnen. Unter der Methode ,,Theorie® sind
die nach GI. 2.14 und 2.15 berechneten m-Werte gemeint (Myers ef al., 1995).

Die Werte fiir die freie Enthalpie der Entfaltung AGy gamci liegen fiir die LRR-Doméne bei
4.7 kcal mol™”" und fiir die Internalin-Doméne bei 8.8 kcal mol”'. Die Stabilitit der LRR-Doméne ist
relativ niedrig fiir ein Protein von dieser GroBe (Pfeil, 2001). Allgemein findet man fiir Proteine
Stabilititen zwischen 6 und 14 kcal mol”. Die Stabilitit der Internalin-Domine liegt genau in diesem
Bereich. Aus den thermodynamischen Stabilititsdaten wird deutlich, dass die Gegenwart der
zusitzlichen Ig-dhnlichen Doméne im InlB;y,* die Stabilitit der aminoterminalen Hélfte des Proteins

stark erhoht. Die freie Enthalpie der Entfaltung in Abwesenheit der Denaturantien zeigte im Vergleich
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zum InlB,4; nahezu eine Verdopplung der Stabilitit. Diese Stabilitdtszunahme duflerte sich sowohl in
einer Verschiebung des Ubergangsmittelpunktes (C,) zu einer hdheren Konzentration an
Denaturierungsmittel als auch in einer Erhdhung des m-Wertes (Tab. 3.4). Der Austausch des
Tryptophans 124 gegen ein Serin beim InlB;;*W124S hat auf die Gesamtstabilitidt der Internalin-
Domine nur minimalen Einfluss. Die AGy- und m-Werte sind praktisch identisch, die Cpg-
Konzentration ist aber etwas geringer als beim InlB;,;*.

Ein &dhnliches Verhalten in der Gleichgewichtsentfaltung konnte auch bei Proteinen mit anderen
repetitiven Faltungstypen beobachtet werden. So falten z. B. die Tumorsuppressor Proteine p16 und
p19 (siehe Abb. 1.7), bestehend aus vier und fiinf Ankyrin repeats, sowie die Pektat Lyase C, welche
sieben B-Helix-repeats besitzt, ebenfalls nach einem Zweizustandsmodell (Tang et al., 1999; Kamen
et al., 2000; Zeeb et al., 2002).

In kooperativen Gleichgewichtsentfaltungen von kleinen globuliren Proteinen (bis zu einer Gro3e von
100 Aminosiuren) zeigt der m-Wert wihrend der Anderung der Losungsmittelzugiinglichkeit der
Proteinoberflache bei der Entfaltung eine lineare Korrelation mit der GréBe des Proteins (Myers et al.,
1995). Je steiler die Kooperativitit eines Gleichgewichtsiiberganges ist, also je groBer der m-Wert ist,
desto wahrscheinlicher ist es, dass der Prozess der Denaturierung in einem kooperativen Schritt erfolgt
und das Protein vollstindig entfaltet ist (Fersht, 2002). Mit Hilfe dieser Korrelation lassen sich fiir
globuldre Proteine von der GroBle des InlB,4; (23.3 kDa) und des InlB;y* (32.3 kDa) m-Werte fiir die
Entfaltung vorhersagen (Tabelle 3.4). Fiir die GdmCl-induzierte Entfaltung von InlBy und InIBs; *
erhilt man experimentell bestimmte m-Werte von 7.1 und 9.7 kcal mol" M und berechnete von 5.1
und 6.6 kcal mol” M. Eine Harnstoff-induzierte Entfaltung resultiert fiir InlB,s und InlBsy * in
einem experimentellen m-Wert von 3.4 und 4.0 kcal mol” M™ und in einem berechneten von 2.5 und
3.2 kcal mol! M. Die praktisch bestimmten m-Werte sind bei beiden Konstrukten um 30 % groBer
als die theoretisch berechneten. Die erhohten Kooperativititswerte der LRR- und der Internalin-
Domine deuten folglich darauf hin, dass die zwei Proteine ohne signifikant populierte
Gleichgewichtsintermediate entfalten. Entsprechend der ldnglichen Form dieser solenoid-dhnlichen
Doménen mit ihrem relativ groBen Oberfldchen-Volumen-Verhéltnis, ist die hohe Kooperativitét sehr
iiberraschend.  Elongierte  Proteine  besitzen @ im  nativen  Zustand eine  hohere
Losungsmittelzuginglichkeit und sollten deshalb kleinere m-Werte aufweisen als globuldre Proteine.
Bisher konnte niimlich beobachtet werden, dass die m-Werte der Denaturierung mit der Anderung der

Oberfldche wihrend der Entfaltung korrelieren (Myers ef al., 1995).

Vergleicht man die Internalin B-Konstrukte mit und ohne Cystein, so sind die Stabilitdten im Rahmen
des Fehlers nahezu identisch (vergleiche Tabelle 3.4 und 3.11). Ob der Unterschied von 2.3 kcal mol™
bei den AGy-Werten der Harnstoff-induzierten Ubergé‘mge des InIB;3y* und InlB3,; signifikant ist, ist
nicht eindeutig zu sagen. Diese Differenz ist hochstwahrscheinlich durch die relativ hohen Fehler in

den Messungen des InlB;,; begriindet und sollte gegebenenfalls durch erneute Messungen abgesichert
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werden. Die Kooperativititen der Gleichgewichtsiibergénge sind bei allen Messungen im Rahmen des

Fehlers identisch.

3.3.1.2 Thermische Stabilitit

Nachdem sich zeigte, dass die zwei Proteinkonstrukte nach einer chemisch-induzierten Entfaltung
vollstindig und ohne detektierbare Intermediate zuriickfalten, stellte sich die Frage, ob die gleichen
Beobachtungen auch nach einer temperaturinduzierten Entfaltung der Doménen zu beobachten wiren.
Sollte sich nach einer thermischen Denaturierung ein reversibles Faltungsverhalten bei einem Protein
registrieren lassen, so kann die Stabilisierungsenthalpie direkt bestimmt werden. Ein Vorteil dabei ist

es, liber die Wirkungsweise von Denaturierungsmitteln keine Annahmen machen zu miissen.

Die wohl exakteste Methode zur Bestimmung thermodynamischer Parameter und der Warmekapazitit
einer Proteinlosung in Abhéngigkeit von der Temperatur, stellt die Differential Scanning Calorimetry
(DSC) dar (siche 2.4.11). Abbildung 3.11 A zeigt die thermische Entfaltung des InlB,4; und InIB3; *
anhand einer kalorimetrischen Messung im Temperaturbereich von 5 bis 70 °C. Bei den beiden
Konstrukten war im Verlauf der Messung ein endothermer Peak zu beobachten, was bedeutet, dass
eine  Energicaufnahme  wihrend des  Entfaltens erfolgte.  Vergleichbar mit den
Gleichgewichtsiibergidngen konnte auch hier beim InlB;,,* keine separate Entfaltung der LRR- und Ig-
dhnlichen Doméne beobachtet werden, was flir die Superdoméne des InlB spricht. Die beobachteten
temperaturinduzierten Uberginge resultierten bei beiden Protein-Konstrukten in Aggregation, was sich
in dem relativ steilen Abfall des Kurvenverlaufes wiederspiegelte. Ein wiederholtes Autheizen der
gleichen Proteinldsung (exemplarisch gezeigt am InlB,4;) zeigte einen kleineren endothermen Peak,
der nicht mehr als ~ 57 % von der urspriinglichen Anderung der Wirmekapazitit entsprach (Abb. 3.11
B). Beim InlB,4; konnte zudem beobachtet werden, dass ein Abbrechen der thermischen Entfaltung
des Proteins in der DSC unmittelbar nach Erreichen des Ty, bei aufeinanderfolgenden Messungen in
einer partiellen Reversibilitit von ~ 80 % bei Messung 2 resultierte (Daten nicht gezeigt). Eine weitere
dritte Aufheizung filihrte zu einem DSC-Peak von nur noch 5 % im Vergleich zur ersten Aufheizung.
Eine Variation der Heizrate (von 60 K h™' auf 90 K h™") und der Proteinkonzentration resultierte in
keiner Minderung der Aggregation. Die Messungen bei verschiedenen Heizraten waren im Rahmen
der Messgenauigkeit identisch (Daten nicht gezeigt).

Mit dieser Messmethode war es mdglich, eine Bestimmung der Schmelztemperatur T,, und der
Enthalpie AH,,; durchzufiihren. An dieser Stelle muss jedoch erwédhnt werden, dass die DSC-Peaks
von aggregierten Proteinlosungen Werte fiir T, und AH,, liefern, die in der Regel zu klein sind. Diese
Abweichung ist durch die Verformung des sonst normalerweise symmetrisch verlaufenden Peaks zu
erkldren. Aufgrund der einsetzenden Aggregation wihrend der Autheizung der Probe kommt es zu
einem verfrilhten Abfall (was einen Einfluss auf Ty, hat) und somit zu einem schmaleren Peak und

kleinerem AH., (AHc, ist als Flache unter dem Peak definiert). Folglich konnte auch keine direkte
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Bestimmung der Wéirmekapazitit erfolgen. Da die irreversible Aggregation die Bestimmung
thermodynamischer Parameter erschwert, erfolgte die Analyse der Stabilititen der LRR- und

Internalin-Doméne zunéchst nur in Bezug auf die Schmelztemperatur.
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Abb. 3.11: Thermisch-induzierter Entfaltungsiibergang von InlB,4; und InlB3,*

A zeigt eine thermische Entfaltung von InlBy4; (—) und InlB;y,* (---) gemessen mit der Differential Scanning
Calorimetry. Die Messungen erfolgten in 10 mM MOPS/NaOH, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.5 bei einer
Proteinkonzentration von 0.37 mg ml" fir InlBsy; und 0.2 mg ml™! fir InlB3, *. B zeigt das wiederholte
aufheizen () einer thermisch entfalteten (—) InlBy-Losung. Die Messungen erfolgten in 10 mM
MOPS/NaOH, 1 mM EDTA, pH 7.5 bei einer Konzentration von 0.35 mg ml”'. Die Heizrate betrug 1 K min™.
Fiir einen besseren Vergleich der einzelnen DSC-Profile, wurde jeder Lauf auf Null normiert.

Die DSC-Messungen lieferten Werte fiir den T,,, von 44.1 °C £ 0.2 (InlB,y;), 48.9 °C £ 0.2 (InlB;,,*)
und 49.2 °C £ 0.2 (InlB;;*W124S). Auch hier zeigte sich, analog zu den chemisch-induzierten
Gleichgewichtsentfaltungen, der stabilisierende Effekt der Ig-dhnlichen Domine auf den
aminoterminalen Abschnitt des InIB. Der Austausch des Tryptophans resultierte im Vergleich zum
pseudo-Wildtyp in keinem Verlust der thermischen Stabilitat.

Vergleicht man diese Daten mit denen zur thermisch-induzierten Entfaltung des aus vier Ankyrin
repeats bestehenden p16, so verlduft diese ebenfalls irreversibel. Eine verkiirzte Variante des Proteins
hingegen zeigte ein vollstindig reversibles Faltungsverhalten (Zhang & Peng, 2000). Die
Ankyrindoméne des Notch Rezeptors, welche aus sieben repeats aufgebaut ist, konnte hingegen nur
unter Zusatz von moderaten Harnstoff-Konzentrationen (1 M) zu einer reversiblen Faltung gebracht
werden. Die Schmelztemperaturen lagen bei 45.1 °C (0 M Harnstoff) und bei 39.5 °C (1 M Harnstof¥)
(Zweifel & Barrick, 2001a). Die einzigen thermischen Entfaltungsdaten die es zu einem LRR-Protein
gibt, stammen vom Ribonuklease-Inhibitor (15 LRR). Auch er zeigte Aggregation mit einem T,, von

53 °C (Klink et al., 2001).

Die oben beschriebenen DSC Messungen wurden alle in Gegenwart von 100 mM NaCl durchgefiihrt.

Bekannt ist, dass der Zusatz von geringen Salzkonzentrationen zu einer Proteinldsung oft einen
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stabilisierenden Effekt bewirkt (Arakawa & Timasheff, 1982; 1984). Es sollte im weiteren untersucht
werden, ob der Salzgehalt von 100 mM NaCl auch einen solchen Effekt bewirkte.

Beim InlB,4; wurde der Einfluss der Salzkonzentration auf die thermische Stabilitdt nur anhand von
NaCl untersucht. Es konnte eine leichte Stabilisierung der LRR-Doméne unter Zugabe verschiedener
NaCl-Konzentrationen erreicht werden und die Schmelztemperatur der Proteinlosung durch die
Zugabe von bis zu 300 mM NaCl von 41 auf 45.3 °C erhoht werden (Abb. 3.12 A). Neben diesem
stabilisierenden Effekt wurde zusétzlich auch die Aggregation geringfiigig verringert. Das Abbrechen
der thermischen Denaturierung in Gegenwart von 100 mM NaCl unmittelbar nach dem T, fiihrte bei
einer zweiten Aufheizung zu einem Peak, der ~ 90 %, und bei einer dritten Autheizung zu einem Peak,

der ~ 23 % vom ersten entsprach (Abb. 3.12 B).
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Abb. 3.12: Thermisch-induzierte Entfaltungen des InlB,4, in Gegenwart von NaCl

A zeigt die thermische Entfaltung des InlB,4; gemessen mit Differential Scanning Calorimetry in Gegenwart von
verschiedenen NaCl-Konzentrationen (0 mM:—; 50 mM: —; 100 mM: —; 150 mM: und 300 mM: —). Das
Insert zeigt die Abhéngigkeit des T,, von der NaCl-Konzentration. Die Proteinkonzentration lag zwischen
0.34 und 0.45 mg ml™. Fiir einen besseren Vergleich der einzelnen DSC-Profile, wurde immer auf Null normiert.
B zeigt die wiederholte Aufheizung einer InlB,4-Losung (1. Lauf: —; 2. Lauf: --; 3. Lauf: ---). Die
Proteinkonzentration lag bei 0.43 mg ml”. Die Messungen erfolgten in 10 mM MOPS/NaOH, 100 mM NaCl,
1 mM EDTA, pH 7.5. Die Heizrate betrug 1 K min™".

Im Vergleich zu den Cystein-haltigen Varianten, InlB;;; und InlBy4s, ergaben sich in Abwesenheit von
NaCl unterschiedliche Schmelztemperaturen (Tabelle 3.11 fiir die Cystein-haltigen Proteine). InlB,y4;
weist einen um ungefdhr 1.2 °C geringeren T,, auf als InlBys (40.9 °C anstelle von 42.1 °C). Bei
InlB;,,* ist die Schmelztemperatur sogar um etwa 3 °C geringer als die des InlB3;; (45.8 °C anstatt
48.9 °C). Dass Austauschen des Cysteins 242 gegen Serin bzw. das Entfernen der letzten sieben
Aminosduren beim InlB,4s scheint, entgegen den FErgebnissen der chemisch-induzierten
Gleichgewichtsiibergéingen, doch zu einem gewissen thermischen Stabilitdtsverlust in den Proteinen

zu fiihren.
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Zusitzlich zu den DSC-Versuchen wurde die thermische Entfaltung der LRR- und der Internalin-
Domine mittels Fern-UV-CD untersucht. Die temperatur-induzierte Entfaltung der zwei Doménen
resultierte in einer Signalinderung bei 220 nm, die einem kooperativen Ubergang entsprach (Abb.
3.13). Die Entfaltung verlief irreversibel, und in der Kiivette war nach der Aufheizung aggregiertes
Protein sichtbar. Anhand von Spektren, die im Abstand von 10 °C aufgenommen wurden, konnte die
Entfaltung der Proteine verfolgt werden (Daten nicht gezeigt). Es zeigte sich jeweils eine Abnahme in
der Elliptizitit, was den Verlust der Sekundirstruktur und den Ubergang zum random-coil Zustand
charakterisierte. Bevor die Aggregation der Proteinlosung einsetzte, war der Verlust an

Sekundarstruktur zu beobachten. Auf wiederholte Aufheizungen wurde verzichtet.
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Auch wenn die Anwendung eines Zweizustandsmodells zur Beschreibung der CD-Daten hier genauso
wenig zuldssig war wie bei den DSC-Daten, wurde es dennoch angewandt, um die LRR- und
Internalin-Doméne beziiglich der aus dem Fit erhaltenen T,,-Werte vergleichen zu konnen. Fiir InlBy4,
ergab sich ein Ty, von 44.9 °C und fiir InlB;,;* von 48.5 °C, in Ubereinstimmung mit den Resultaten

aus der DSC.

3.3.1.3 Bestimmung der freien Enthalpie der Stabilisierung

Eine der wichtigsten Darstellungsarten der thermodynamischen Stabilitit eines Proteins ist die
sogenannte Stabilitidtskurve bzw. das Stabilitdtsprofil (Privalov & Khechinashvili, 1974; Privalov,
1979; Schellman et al., 1981; Becktel & Schellman, 1987). In dieser Darstellung wird die
Temperaturfunktion fiir die Anderung der freien Enthalpie der Entfaltung (AGy) abgebildet. Die
Temperaturabhingigkeit von AGy ist stark gekriimmt, was zur Folge hat, dass die Stabilitit eines
Proteins sowohl bei hohen als auch bei niedrigen Temperaturen abnimmt. Das Protein zeigt somit
neben der Hitze- auch eine Kéltedenaturierung. Die Denaturierung eines Proteins durch Hitze wird
dabei durch die Zunahme der Entropie und die durch Kéilte durch eine Abnahme der Enthalpie
angetrieben (Brandts, 1964; Privalov, 1990; Hallerbach & Hinz, 1999). Beim Betrachten eines solchen
Stabilitdtsprofils ist die Funktion bei der Schmelztemperatur T,, wegen K = 1 definitionsgemil gleich

Null. Zudem hat die Funktion einen Maximalwert bei einer Temperatur, bei der wegen
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d(AG)/dT = -AS = 0 beim Schnittpunkt der Entropiefunktion mit der Nullachse vorliegt. Zusétzlich zu
den gelieferten Stabilitdtswerten ist die Form des Stabilitdtsprofils mit anderen thermodynamischen
Parametern verbunden (Schellman et al., 1981; Becktel & Schellman, 1987). Die Kriimmung der
Stabilitdtskurve entsteht, weil die Wéarmekapazitit AC, des entfalteten Proteins bei konstantem Druck
grofer ist, als die des nativen. Die Anderung der Wirmekapazitit der Entfaltung, mit N als

Referenzzustand, ist definiert als:

_ ~ _ a(AH)j :(TaAsj 3
AC,=C,;, -C,y ( o ), or ), (Gl 3.1)
Alle bisher bestimmten Stabilitdtskurven der verschiedensten Proteine zeigten eine negative
Kriimmung im Kurvenverlauf, was auf ein positives AC,y der Entfaltung hindeutet. Dieses positive
AC,y verleiht der Stabilititskurve schlielich eine Form, die an eine umgekehrte Parabel erinnert.
Stabilititskurven geben somit einen sehr ausfiihrlichen Einblick in die Thermodynamik von
Proteinstabilitdten und wurden in letzter Zeit hdufig dazu verwendet, die Urspriinge der erhohten
Thermostabilitit von Proteinen aus thermophilen Organismen zu beschreiben (Hollien & Marqusee,
1999a,b; Deutschmann & Dahlquist, 2001; Kumar et al., 2001). Es muss noch betont werden dass die
thermodynamische Stabilitit einer Proteinstruktur nur dann bestimmt werden kann, wenn die Struktur
in einem kooperativen Ubergang entfaltet. Fiir Proteine die aus mehreren Dominen bestehen, kann
AGy nicht fiir das gesamte Protein angeben werden, da Ky und AGy bei Ty, nicht gleich Null sind. Die
freie Enthalpie der Entfaltung kann in diesen Fillen nur fiir die einzelnen kooperativen Ubergiinge
angegeben werden (Privalov, 1982; Privalov & Gill, 1988). Um ein Stabilitdtsprofil eines Proteins
erhalten zu koénnen, gibt es drei Vorgehensweisen, die bereits unter 2.4.12.5 ausfiihrlicher beschrieben

wurden.

Wie sich zeigte, folgten sowohl die LRR- als auch die Internalin-Doméne nur in der chemischen
Denaturierung einem Zweizustandsmodell (sieche 3.3.1.1). Die direkte Bestimmung der
thermodynamischen Parameter AHy, AC, y und AGy fiir die Entfaltungsreaktion aus DSC-Messungen
gilt strikt nur fiir Proteinsysteme, die einem reversiblen Zweizustandsmodell folgen, und kann daher
nicht ohne weiteres durchgefiihrt werden. Der Denaturierungsiibergang der LRR- und der Internalin-
Domine tritt nur als ein einziger Peak auf und die nach der Pufferlinienkorrektur resultierende Form
erscheint als symmetrisch (Abb. 3.11 A). Obwohl die thermische Entfaltung nicht reversibel verlauft,
konnten die DSC-Daten nach einer ersten Anndherung mit einem Zweizustandsmodell behandelt
werden. Als diagnostisches Hilfsmittel zur Uberpriifung, ob ein temperaturinduzierter
Konformationsiibergang einem Zweizustandsmodell folgt, kann die Bestimmung des Verhéltnisses
von der kalorimetrisch gemessenen Enthalpie (AH.;) und der van’t Hoff Enthalpie (AH,n)

herangezogen werden. Liegt ein Zweizustandsmodell vor, so sollten beide Parameter gleich grof3 sein.



68 Ergebnisse und Diskussion

Uber die Schmelztemperatur T,, und die Peakbreite in halber Peakhohe AT, kann mittels einer

Naherungsformel (Gl. 3.2) eine Berechnung von AH, g erfolgen (Privalov & Khechinashvili, 1974):

_4-RT;

AT
5

AH, (Einheit: J mol™ )

(Gl 3.2)

Die Ergebnisse dieser Auswertung sind in Tabelle 3.5 angegeben. Es zeigte sich bei beiden
Konstrukten, dass die kalorimetrisch gemessene Enthalpie jeweils kleiner als die van’t Hoff Enthalpie
war. Bei einem erlaubten Fehler von 5 % bestitigte sich fiir die LRR-Domine das Vorliegen eines
Zweizustandsmodells (Privalov, 1979). Bei der Internalin-Doméne hingegen war die Abweichung
doch signifikant und kann durch verschiedene Ursachen erklart werden. Kleinere AH., werden
erhalten, wenn beispielsweise die Proteinkonzentration iiberbestimmt ist, die Proteinkonzentration
zwar genau bestimmt wurde, aber nicht alle Proteinmolekiile korrekt gefaltet sind, die
Basislinienkorrektur falsch durchgefiihrt wurde oder der DSC-Peak durch Aggregationsereignisse

verformt wurde. Der letzte Punkt scheint in diesem Fall zunéchst den grofiten Einfluss zu haben.

Tab. 3.5: Thermodynamische Grofien der Analysen beziiglich der Giiltigkeit eines

Zweizustandsmodells
AHcal AHv.H.
Tm [K] ATI/Z [K] [kcal mol-I] [kcal mol-I] AHcal / AHV.H.
InlB,y4; 317.2 7.2 109.4 111.5 0.98
InlB3,* 322.1 3.5 171.6 238.4 0.72

Die Auswertung der DSC-Peaks erfolgte mit Microcal. Origin DSC. Die thermodynamischen Grofien Ty, AT,
und AH,, ergaben sich aus der Integration der gemessenen DSC-Peaks bei pH 7.5.

Es wurde daher zunichst versucht, Bedingungen zu finden, unter denen die InIB-Konstrukte, und im
besonderen die Internalin-Doméne, einem Zweizustandsverhalten folgen. Dazu wurden DSC-
Messungen iiber einen breiten pH-Bereich (3.25 bis 10.5) durchgefiihrt. Alle Messungen erfolgten in
Gegenwart von 100mM NaCl, da dies, wie bereits unter 3.3.1.2 beschrieben, das
Aggregationsverhalten bei der thermischen Denaturierung minimierte. In Abb. 3.14 A und B sind
reprisentative DSC-Messungen der beiden Doménen bei verschiedenen pH-Werten gezeigt. Uber den
ganzen pH-Bereich konnten weder fiir das InlB,4, noch fiir das InlB;,*, Bedingungen gefunden
werden, unter denen eine nahezu vollstindige Reversibilitit bei wiederholten Aufheizungen zu
beobachten war. Beim InlB,4; deutete sich im Vergleich zu Messungen bei pH 7.5 eine Zunahme des

reversibel faltenden Proteinanteils oberhalb von pH 8.0 an. Beim InlB;,;* konnte diese Beobachtung

im Sauren unterhalb von pH 4.0 beobachtet werden.
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Abb. 3.14: DSC-Messungen von InlB,4; und InlB;,;* bei verschiedenen pH-Werten

A zeigt die thermischen Entfaltungen des InlBy; und B die des InlBs;;* bei verschiedenen pH-Werten. Fiir die
verschiedenen pH-Bereiche wurden folgende Puffersubstanzen verwendet: 3.25 bis 3.75: Glycin/HCI; 4.0 bis
4.5: Na-Acetat; 5.5 bis 6.0: MES/NaOH; 6.5 bis 7.5: MOPS/NaOH, 8.0 bis 8.5: Bicine/NaOH; 9.0 bis 9.75:
CHES/NaOH und 10.0 bis 10.5: CAPS/NaOH. Jeder Puffer enthielt 10 mM der genannten Puffersubstanz,
100 mM NaCl und 1 mM EDTA. Die Proteinkonzentration lag zwischen 0.2 und 0.45 mg ml". Fiir einen
besseren Vergleich der einzelnen DSC-Profile, wurden alle Laufe auf Null normiert.

Die Auswertung der einzelnen DSC-Peaks beziiglich der Schmelztemperatur und AH,, ist aufgrund
der einsetzenden Aggregation nach iiberschreiten des T,, etwas erschwert (sieche 3.3.1.2) und erfolgte
deswegen auf verschiedene Art und Weise. Wie auch schon unter 2.4.12.4 beschrieben, wurde ein
Zweizustandsmodell und eine Integration der gesamten Peakfldchen unter Verwendung einer linear
bzw. einer kubisch angelegten Basislinie angewendet, um eine durch Aggregation verursachte
Abweichung von der Peaksymmetrie ausgleichen zu kénnen. In Tabelle 3.6 und 3.7 sind die
erhaltenen Mittelpunkte der thermischen Entfaltungen (als T," bezeichnet) und die
Enthalpiednderungen nach Anwendung der verschiedenen Auswerteverfahren in Abhidngigkeit vom
pH-Wert aufgelistet. Wegen der Aggregationstendenz des Proteins, auf die die Auswertemethoden
unterschiedlich reagieren, weichen die AH.-Werte unterschiedlich stark voneinander ab. Die

Bestimmung des T,,”"' erfolgte nahezu unproblematisch.
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Tab. 3.6: Thermodynamische Grofien aus den DSC-Messungen des InlB,4; bei verschiedenen

pH-Werten
pH T, [°C] |  AHw | Ta™ [C] AHcy T, [°C] AHey
linear [kcal mol'| kubisch [kcal mol”| | Zweizustand | [kcal mol]

3.50 31.2 39.9 31.2 38.8 32.0 45.8
4.00 37.8 26.5 37.8 29.5 38.3 41.5
4.50 43.6 73.4 43.6 68.5 42.8 91.9
5.50 45.1 92.5 45.1 94.7 44.9 110
6.50 45.6 95.1 45.6 107.3 45.5 110
7.00 44.8 116 44.8 110 45.0 104
7.50 43.8 109.8 44.1 109.4 44.1 107
8.00 43.6 116.4 43.3 101 43.5 91.4
8.50 43.0 106.2 43.0 101.9 43.2 94.5
9.00 41.8 126.3 41.8 98.2 41.8 97.8
9.50 -- - 39.8 85.7 39.7 88
9.75 38.8 67.9 38.8 66.8 38.9 71
10.00 -- - 35.6 93.2 35.5 88
10.25 -- - 33.1 69 31.5 68.5
10.50 -- - 28.9 39.7 24.1 37.3

Tab. 3.7: Thermodynamische Groflen aus den DSC-Messungen des InlB;,,* bei verschiedenen

pH-Werten

- T [°Cl |  AHaw | Tu™ [°C] AHca T.™ [°C] AHe
P linear [keal mol ™| kubisch [kecal mol”] | Zweizustand | [kcal mol]
3.25 - -- 33.8 45.9 30.9 50.8
3.50 -- -- 34.9 53.7 33.4 61.8
3.75 -- -- 38.0 83.9 371 86.3
4.00 - - 40.1 41.5 40.2 67.1
4.25 -- -- 43.0 108 42.5 107
4.50 45.1 196.6 45.1 171.9 45.0 152
5.00 46.5 121.4 46.5 127.7 46.5 143
5.50 47.0 151.3 47.0 148 47.2 164
6.00 48.1 170 48.1 160.2 48.2 175
7.00 49.3 163 49.3 166.8 49.2 177
7.50 48.9 174.4 48.9 171.6 48.9 179
8.00 48.8 159.5 48.8 153 48.7 160
9.00 48.2 138 48.2 133 47.9 152
9.50 473 175.7 47.3 174.4 47.1 168
10.00 46.3 170.3 46.3 174.5 46.2 159

Die fiir die weitere Auswertung verwendeten Werte, sowohl aus Tabelle 3.6 als auch aus 3.7, sind in fett
dargestellt. Leere Késtchen kennzeichnen Messungen, die nicht durch Anwendung einer linearen Basislinie
ausgewertet werden konnten.




Ergebnisse und Diskussion 71

Abb. 3.15: Abhéngigkeit der Schmelztemperatur
50 1 L8 Aaa A des InlB,4; und InlB;;;* vom pH-Wert
A
45 1 a o %o ° g . Abhingigkeit der Schmelztemperatur T,"" des InlB,y
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o 404 A %% sind die Ergebnisse der Auswertungen nach
= §° Anwendung  einer kubischen Basislinie und
351 ar ° Integration des resultierenden DSC-Profils (@, A) und
A8 8 Anwendung eines Zweizustandsmodells (O,A). Die
30 1 ° dazugehdrigen Daten sind in Tabelle 3.6 und 3.7
aufgelistet.
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Abbildung 3.15 verdeutlicht die Anderung des T, in Abhingigkeit vom pH-Wert. Sie zeigte beim
InlB,y4; im pH-Bereich von 3.5 bis 6.5 zunichst eine Zunahme um ungeféhr 15 °C von 31 auf 46 °C
und fiel dann im basischen Bereich bis pH 10.5 um abermals 15 °C ab. Im pH-Bereich von 4.5 bis 8.5
lag der T,”" nahezu stabil bei 44 bis 46 °C. Zwischen pH 6.5 und 8.5 war bei pH 7.5 ein geringerer
T.™ zu registrieren. Dies konnte durch die Titration eines Histidinrestes verursacht sein, aufgrund
seines isoelektrischen Punktes (pI) von 7.47. Beim InlBs3;,* war im sauren Bereich eine zum InIB,y4;
dhnliche Zunahme des T,"" zu verzeichnen, jedoch stieg diese um ca. 18 °C von 31 °C bei pH 3.25
auf 49 °C bei pH 7.0. Im basischen pH-Bereich war bei der Internalin-Doméne keine Temperatur-
Abhéngigkeit zu erkennen. Das Protein weist in einem relativ breiten pH-Bereich (5.5 bis 10.0) nur
eine minimale Anderung des T, auf. Verwendet man diesen Temperaturbereich als MaB fiir die
Stabilitit des Proteins, so sind beide Proteine erstaunlicherweise recht tolerant gegeniiber groBBeren
pH—Andemngen. Sie weisen im Bereich ihrer berechneten isoelektrischen Punkte (InlB,y; bei 5.78 und
InIB3;* bei 6.53), wo Proteine keine Nettoladung besitzen, die maximale Stabilitdt auf. Solch ein
Zusammenhang mit dem isoelektrischen Punkt wird allgemein bei globuldren Proteinen beobachtet

(Pace et al., 1991).

Die direkte Bestimmung von AC, aus den DSC-Messungen ist wegen der Proteinaggregation nicht
gegeben. Es ist aber moglich, AC, mit Hilfe des Kirchoff-Gesetzes (Gl. 3.1) tliber die graphische
Auftragung von AH,, gegen T,”" zu ermitteln. Fiir beide Dominen ist dieser Plot in Abb. 3.16 A und
B dargestellt. Bei der Erstellung der Graphiken wurden hauptsidchlich die T,M- und AH.-Werte
verwendet, die das Resultat der Integration der DSC-Peaks unter Verwendung einer kubischen
Basislinie und Anwendung des Zweizustandsmodells waren. Die Bestimmung von AC, erfolgte aus
der Steigung der Regressionsgeraden. Sie lieferte fiir InlBy; ein AC, von 3.21 kcal mol”’ K
(Korrelationskoeffizient der linearen Regressionsgeraden P = 0.82) und fiir InlB3,* ein AC, von
7.37 keal mol™ K™ (r* = 0.91). Die Regressionsgeraden deuteten darauf hin, dass das AC, iiber den

gegebenen Temperaturbereich konstant ist. In den meisten Féllen ist der experimentelle
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Temperaturbereich jedoch nicht ausreichend, um Abweichungen von der Linearitit beobachten zu
konnen (Pfeil, 1998a). Eine nicht-lineare Temperaturabhingigkeit wurde fiir Ubiquitin und die

Ribonuklease T1 beschrieben (Wintrode ef al., 1994; Yu et al., 1994).
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Abb. 3.16: Graphische Auftragung von AH,, gegen T,,"™ fiir InIB,4; und InlB;,,*

A zeigt die graphische Auftragung von AH,, gegen T, fiir InIB,,; (Daten aus Tab. 3.6 verwendet) und B fiir
InlB3;* (Daten aus Tab. 3.7 verwendet). Die Bestimmung von AC, erfolgte aus der Steigung der
Regressionsgeraden (—). In B sind die Wertepaare fiir den pH-Bereich 3.25 bis 4.5 (A) und pH 5.0 bis 10.0 (A)
dargestellt. Eine Regression erfolgte iiber den pH-Bereich von 3.25 bis 10.0 (—) und eine nur iiber den pH-
Bereich von 3.25 bis 4.5 (---).

Mit den nun bekannten AH(T,)- und AC,-Werten kann das Stabilititsprofil fiir die LRR- und
Internalin-Doméne berechnet werden. Diese Prozedur ist aber oft inakkurat, da die experimentellen
Daten nur einen schmalen Temperatur-Bereich abdecken (meist eine geringe Verteilung der Werte um
T.). Bendtigt werden AGy-Werte bei kleineren Temperaturen, welche experimentell aus chemisch-
induzierten Gleichgewichtsiibergdngen bei verschiedenen Temperaturen bestimmt wurden. Im
Temperaturbereich von 5 bis 30 °C wurden bei pH 7.5 Harnstoff-induzierte Gleichgewichtsiiberginge
gemessen. In Tabelle 3.8 und 3.9 sind die nach Anwendung des Zweizustandsmodells bestimmten

Parameter AGy, die Kooperativitit m und der Ubergangsmittelpunkt C,, aufgelistet.

Tab. 3.8: Thermodynamische Groflen der Harnstoff-induzierten Gleichgewichtsiiberginge des

InlB,4; bei verschiedenen Temperaturen

Temperatur [°C] | AGy [keal mol'] | m [keal mol’ M']| C, [M]
8 52+0.1 3.9+0.1 1.3
10 54+0.2 39+0.2 1.4
15 5.7+0.3 3.6+0.2 1.6
20 5.5+0.2 34+0.1 1.6
25 46+0.2 3.1+0.1 1.5
27 41+0.2 2.9+0.1 1.4
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Tab. 3.9: Thermodynamische Groflen der Harnstoff-induzierten Gleichgewichtsiiberginge des

InlB;,;* bei verschiedenen Temperaturen

Temperatur [°C] | AGy [keal mol] | m [keal mol’ M']| C.[M]
5 8.0+04 42+0.2 1.9
10 93+04 45+03 2.1
15 9.5+0.2 44+0.1 2.2
20 8.6 0.1 40=+0.1 2.2
25 8.0+0.2 3.8+0.1 2.1
30 6.3+04 34+02 1.9

Alle beschriebenen Ergebnisse, sowohl in Tabelle 3.8 als auch in 3.9, resultieren aus Messungen in 10 mM
MOPS/NaOH, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.5 und einer Proteinkonzentration von 5 pug ml"'. Die
Fehlerangaben resultieren aus Mehrfachmessungen.

Mit Hilfe dieser Ergebnisse lassen sich AC,, AH(T,,) und T,, unter Anwendung der Gibbs-Helmholtz-
Gleichung (Gl. 2.19) berechnen. Da analog zu den thermischen Entfaltungen abermals nur ein kleiner
Temperaturbereich abgedeckt wurde, war es sinnvoll, die AGy-Werte der chemischen mit denen der
thermischen Entfaltungen zu kombinieren. Eine nicht-lineare Regression dieses Datensatzes mit der
Temperatur T als unabhéngiger und AGy als abhéngiger Variable, liel} eine gute Bestimmung von AC,,

AH(T,,) und T,, zu. Die Stabilititsprofile der LRR- und Internalin-Doméne sind in Abb. 3.17

dargestellt.
10 4 Abb. 3.17: Stabilitiitsprofil des InlB,4; und InlB3,,* bei
3 pH 7.5
— ] Stabilitdtsprofil des InlB,,; (@) und InlB;y* (A). Die
g 6 | Werte fiir die freie Enthalpie der Entfaltung resultieren aus
E den Harnstoff-induzierten Gleichgewichtsiibergéingen bei
= 4] verschiedenen Temperaturen (@,A) bzw. aus den DSC-
= Messungen (O,A). Die durchgezogenen Linien (—)
<, | repréisentieren die nicht-lineare Regression der Daten nach
der  Gibbs-Helmholtz-Gleichung.  Alle  Messungen
0 erfolgten in 10 mM MOPS/NaOH, 100 mM NaCl, 1 mM
. . . . EDTA, pH 7.5.
0 10 20 30 40 50

Temperatur [°C]

Sowohl InlB,,; als auch InIBj3y* weisen bei pH 7.5 eine maximale Stabilitdt um 15 °C auf. Dies
entspricht in ungefdhr der vorhergesagten Temperatur von ~10 °C fiir die maximale Stabilitidt von
kleineren Proteinen (Rees & Robertson, 2001). In Tabelle 3.10 sind die Resultate die aus den DSC-
Messungen bei verschiedenen pH-Werten und den Berechnungen mit Hilfe des Kirchhoff-Gesetzes

bzw. mit Hilfe der Gibbs-Helmholtz-Gleichung fiir pH 7.5 erhalten wurden, zusammengefasst.
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Tab. 3.10: Zusammenfassung der thermodynamischen Groéflen fiir die LRR- und Internalin-

Doméne bei pH 7.5

Thermische Gibbs-Helmholtz- Theorie
Denaturierung Gleichung
Tw [°C] 44.1+0.2 43.9 --
AH(T,,) [kcal mol™] 109 + 3 113+ 11 -
IniB,y AC, [kecal mol” K™'] 3.21+0.57 3.51+0.35 3.31
AC, [cal mol” K'] pro Rest 152 +2.7 16.6 + 1.7 15.7
AG,(25°C) [keal mol™] 46+0.2 4.69 --
Tw [°C] 48.9£0.2 48.6 --
AH(T,,) [keal mol'] 172+ 8 158 + 16 --
InlB;;,* AC, [keal mol” K™'] 7.36 + 0.66 4.16 +0.42 4.72
AC, [cal mol” K™'] pro Rest 253+23 143+ 1.4 16.2
AG,(25°C) [keal mol™] 8.0+0.2 7.9 -

Die theoretisch berechneten ACp-Werte resultieren aus der Berechnung nach Gl. 2.16 (Myers et al., 1995). Die
Fehlerangaben der thermischen Denaturierung resultieren aus Mehrfachmessungen. Fiir die Ergebnisse aus der
Gibbs-Helmholtz-Gleichung wurden die in der Literatur angegebenen erwarteten maximalen Fehler von 10 %
fiir AC, und AH(T,,) verwendet ( Robertson & Murphy, 1997).

Die Resultate, die iiber die verschiedenen Vorgehensweisen bestimmt wurden, lieferten im Rahmen
des Fehlers identische Ergebnisse. Es zeigte sich, dass trotz der erschwerten Auswertung aufgrund des
Aggregationsverhaltens der Proteine die AH.-Werte aus den DSC-Experimenten bei den
verschiedenen pH-Werten relativ gut bestimmt werden konnten. Auffillig ist jedoch die deutliche
Abweichung des AC,-Wertes beim InlBj;,,*. Der Wert, der mittels des Kirchhoff-Gesetzes berechnet
wurde, ist fast doppelt so grof3 wie der, der aus dem Stabilitdtsprofil bestimmt wurde. Bezogen auf die
Anzahl der Aminosiuren wiirde man theoretisch ein ACp von 13.8+0.5 cal mol! K pro
Aminosdurerest erwarten (Robertson & Murphy, 1997). Dies ldsst sich fiir InlB,4, bestitigen (Tabelle
3.10). Beim InlBs; * zeigt sich auch hier die hohe Uberbewertung des ACp (Tabelle 3.10). Um eine
eventuelle Vorstellung tiber die wirkliche GroBle des AC, zu bekommen, wurde eine semi-empirische
Berechnung vorgenommen. Basierend auf den Beobachtungen, dass die Anderung in der
Wirmekapazitit wihrend der Entfaltung linear von der Anderung in der Losungsmittelzuginglichkeit
der Proteinoberfliche wihrend der Entfaltung (AASA) abhingt, konnte das AC, berechnet werden
(Tabelle 3.10) (Livingstone et al., 1991; Spolar et al., 1992; Myers et al., 1995). Der empirisch
berechnete Wert von 3.31 kcal mol” K fiir InlB,y4 bestitigt die experimentellen Werte (Tabelle 3.10).
Das AC, von 4.72 kcal mol” K™ fiir InIB3,* hingegen stimmt nur mit dem aus dem Stabilititsprofil
erhaltenen Wert iiberein. Eine Erkldrung fiir das abweichende ACp bestimmt nach dem Kirchhoff-
Gesetz kann durch die Datenpunkte in Abb. 3.16 B gegeben werden. Die Steigung der
Regressionsgeraden wird zum einen durch die Datenpunkte aus den DSC-L&aufen bei sauren pH-
Werten (A in Abb. 3.16 B) und zum anderen aus den Daten der basischen pH-Werte (A in Abb. 3.16

B) definiert. Der Datensatz bei den hoheren Temperaturen, also den basischen pH-Werten, weist eine
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starke Streuung auf und hat folglich einen betrdchtlichen Einfluss auf die Steigung der
Regressionsgeraden. Ursache fiir die Streuung dieser Daten ist die geringe Anderung des T, bei
diesen pH-Werten (7 bis 10). Eine weitere Moglichkeit fiir das Abweichen des AC,, von der Kirchhoff-
Gleichung wire, dass bei der Auftragung von AH., gegen T,"" bei allen pH-Werten ein gemeinsamer
Ausgangs- und Endzustand impliziert wird, d. h., sowohl der native als auch der denaturierte Zustand
sind gleich. Da bisher noch keine zusitzlichen spektroskopischen Schmelzkurven bei verschiedenen
pH-Werten gemessen wurden, kann nicht ausgeschlossen werden, dass mdglicherweise zwei
verschiedene denaturierte Zusténde existieren. Es wire also denkbar, dass bei basischen pH-Werten
Proteinbereiche in die Entfaltung mit einbezogen werden, die noch intakt sind. Dies wiirde bedeuten,
dass in der Auftragung von AH gegen T, nur die Daten ausgewertet werden diirfen, bei denen
einheitlich gleiche native und denaturierte Zustinde vorliegen. Einen Hinweis hierfiir geben die
thermischen Denaturierungen im sauren Bereich, bei denen die Entfaltung des InlBs3;* eine erhéhte
Reversibilitit aufweist. Wird eine Bestimmung des AC, iiber die Kirchhoff-Gleichung nur fiir die
AHc,-Werte durchgefiihrt, die aus dem pH-Bereich von 3.25 bis 4.5 resultierten, so wird ein AC, von
5.3 kcal mol™" K™ erhalten (gestrichelte Linie in Abb. 3.16 B).

Bei der Denaturierung eines Proteins darf zudem die lonisationsenthalpie nicht vernachlissigt werden.
Bei der Kalorimetrie wird jedoch stets davon ausgegangen, dass die Ionisationsenthalpie durch den
verwendeten Puffer kompensiert wird (Privalov & Khechinashvili, 1974). Dies gilt besonders im
Sauren, wenn Aminosduren (Glycin) oder Acetat als Puffermedien benutzt werden. Die
Ionisierungsenthalpien von den Puffern und Gruppen, die hier titriert werden konnen, stimmen iiberein
und kompensieren sich somit. Uber die pH-Abhingigkeit von AH, kann die Anzahl der Gruppen die

wihrend der Entfaltung ionisiert werden, nach:

AH, dT
cal m (GL3.3)

" 23.RT? dpH

Av=

berechnet werden (Privalov et al., 1986). Hierbei steht Av fiir die Anzahl der bei der Auffaltung des
Proteins ionisierten Gruppen, also der Anzahl der {ibertragenen Protonen. Fiir eine Deprotonierung im
basischen Bereich kdnnen die Imidazolgruppe von Histidin ( pK = 6 bis 7) oder die endstidndige o.-
Aminogruppe (pK = 7.5) mogliche Kandidaten sein (Tanford, 1962). Im alkalischen Bereich ist der
Ausdruck dT,/dpH fiir das InIBs;,* ungefdhr Null, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die
Ionisierungsenthalpie in diesem Bereich keine wesentliche Rolle spielt. Im Bereich kleiner pH 5
konnten Aspartat- oder Glutamatseitenketten sowie Carboxylgruppen bei der Entfaltung ionisiert
werden.

Die Ursache fiir diese, im Vergleich zum InIB,4;, unterschiedliche Thermostabilitdt im basischen
Bereich kann nur durch die zusitzliche Ig-dhnliche Doméne erklart werden. Ob fiir die

unterschiedliche Thermostabilitit vom InlB,4; und InlB;;* im basischen Bereich mdoglicherweise
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»hicht-normale ionisierende Aminosduregruppen im InlBj;;* verantwortlich sind, bleibt noch zu

kldren.

3.3.1.4  Einfluss des pH-Wertes auf die Faltung

Wihrend der Bestimmung der Enthalpie AH,, in Abhdngigkeit vom pH-Wert zeigte sich bei den zwei
InIB-Konstrukten ein unterschiedliches Verhalten (siche 3.3.1.3) beziiglich der Reversibilitit.
Anderungen im pH-Wert konnen starke Auswirkungen auf die strukturellen Eigenschaften oder die
Aktivitdt eines Proteins haben. Gerade bei Fragestellungen, die die Faltung und Stabilitit eines
Proteins ansprechen, ist es sehr wichtig zu wissen, unter welchen pH-Bedingungen das betreffende

Protein optimal stabilisiert und noch zur Faltung befzhigt ist.

Inwieweit der pH-Wert die Faltung der LRR- und Internalin-Doméne beeinflusst, wurde iiber einen
Gleichgewichtsiibergang durch Messung der Anderungen in der Fluoreszenz in Puffern verschiedener
pH-Werte (von 2 bis 12), aber gleicher Ionenstirke untersucht. Es wurden sowohl die pH-induzierte
De- als auch Renaturierung gemessen. Die pH-abhingige Renaturierung wurde dabei zum einen aus
einem GdmCl-denaturierten Zustand bei pH 7.5 und zum anderen aus einem sdure-denaturierten
Zustand (in 50 mM HCI) verfolgt. Als Mall fiir den Faltungszustand wurde die Intensitit der
Fluoreszenzemission bei 328 nm (flir InlBs;*) bzw. bei 343 nm (fiir InlB,4) verwendet. Die
erhaltenen pH-Profile sind in Abb. 3.18 A und B abgebildet. Unter den verwendeten
Pufferbedingungen liegt bei pH 7 das Emissionsmaximum fiir InIB,4; bei 348 nm und fiir InlB;,,* bei
344 nm. InlBy4; zeigte im Bereich von pH 5 bis 10 eine nativ-dhnliche maximale Fluoreszenzemission,
wihrend im sauren Bereich die Fluoreszenzintensidt um ungefahr 43 % reduziert war. Unterhalb von
pH 4 kam es zu einer Verschiebung des Maximums der Fluoreszenzemission nach 338 nm (bei pH 2).
Diese Verschiebung deutet daraufhin, dass sich das sonst 10sungsmittelexponierte Tryptophan 124
unter diesen Bedingungen in einer hydrophoberen Umgebung befinden muss. Diese Charakteristika
werden noch ausfiihrlicher in Kapitel 3.3.3 beschrieben. Im pH-Bereich oberhalb von 10 war ebenfalls
eine Abnahme der Fluoreszenz zu verzeichnen, die hier jedoch auf die Denaturierung des Proteins
zuriickzufiihren war. Das Maximum der Fluoreszenzemission lag bei 355 nm, welches charakteristisch
fiir entfaltete Proteine ist.

InlB3;,* zeigte im pH-Bereich von 5 bis 10 eine dhnliche Fluoreszenzintensitit wie das native Protein
bei pH 7. Auch hier nahm die Intensitdt der Fluoreszenz unterhalb von pH 4 ab und es kam zu einer
Blauverschiebung des Emissionsmaximums von 344 nach 340 nm. Im Vergleich zum InIB,4; war die
bei der Internalin-Doméne beobachtete Verschiebung zu kleineren Wellenldngen hin nicht so
ausgepragt. Im basischen Bereich kam es erst oberhalb von pH 10 zu einem Abfall in der
Fluoreszenzintensitit bei 328 nm, was den Beobachtungen aus den DSC-Experimenten im basischen

dhnelt.
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Abb. 3.18: Fluoreszenzemissionsspektren von InlB,,; und InlB;,;* bei verschiedenen pH-Werten

A und B zeigen die Abhingigkeit der Fluoreszenzemission (Anregung: 280 nm) vom InlB,4; (A, bei 343 nm)
und InlB3;* (B, bei 328 nm) vom pH-Wert. C, D, E (InlBy;) und F, G, H (InlB3*) zeigen
Fluoreszenzemissionsspektren bei folgenden pH-Werten: — pH 2.0; - pH 3.0; --- pH 7.0 (InlB,4;) bzw. 7.5
(InlB3;,*); —— pH 12.0. Gezeigt ist die Denaturierung (-e-, C, F), die Renaturierung von in 3 M GdmCl
denaturiertem Protein (-e-, D, G) und die Renaturierung von in 50 mM HCI denaturiertem Protein (-e-, E, H) in
den jeweiligen pH-Puffern. Die Messungen erfolgten bei 10 °C (InlB,4) bzw. 20 °C (InlBj;y*) und die
Inkubation der Ubergiinge erfolgte fiir 48 h. Die Proteinkonzentration betrug 5 pgml" beim InlB,s; und
10 pg ml”! beim InlBy,*. Die Pufferbedingungen waren: 10 mM KH,PO,4, 10 mM Citrat, 10 mM Borat, 150 mM
KCLpH2-11.



78 Ergebnisse und Diskussion

Die Renaturierung aus dem séure- bzw. GdmCl-denaturierten Zustand war bei beiden Proteinen iiber
den ganzen pH-Bereich reversibel (Abb. 3.18 C bis H). Die Lage der Fluoreszenzemissionsmaxima
lag jeweils bei der, die auch fiir das native Protein gefunden wurde. Ein Auftreten von moglicherweise
aggregationsanfilligen intermedidren Zustinden wéhrend der Renaturierung aus dem Séure-
denaturierten Zustand war zumindest aus den hier vorliegenden spektroskopischen Daten nicht zu
erkennen. Es kann aber nicht vollig ausgeschlossen werden, dass solche Aggregate nicht doch zu
einem gewissen Anteil prdsent sind. Dies miisste mit anderen Methoden, wie z. B. Lichtstreuung
iiberpriift werden. Die Anderungen, die bei beiden Proteinen in der Fluoreszenzintensitit am
Maximum der Emission zwischen pH 5 und 10 zu beobachten war, ist sehr wahrscheinlich auf die
Titration von Aminosiureresten und eine damit verbundene Anderung der Fluoreszenzeigenschaften

des Proteins verbunden (Daten nicht gezeigt).

Vergleicht man die pH-Stabilitdtsprofile der LLR- und der Internalin-Superdoméne miteinander, so
lasst sich sagen, dass beide Proteine iiber einen vergleichbaren pH-Bereich eine nativ-dhnliche

Fluoreszenzintensitit aufweisen.

3.3.1.5 Bindung von Calcium an die N-terminale Cap-Domiéne des InlB

In der ersten Verdffentlichung der Struktur eines verkiirzten Konstruktes des InlB (Aminosduren 36
bis 248, InlB,4g) wurde von einer neuartigen und ungewohnlichen Art und Weise der Bindung zweier
Calcium-Ionen an die N-terminale Cap-Doméne des InlB berichtet (Marino et al., 1999). Diese a-
helikale Doméne dhnelt strukturell einer EF-Hand-Domine, welche fiir die spezifische Bindung von
Calcium-Ilonen optimiert ist (Lewit-Bentley & Réty, 2000). Beim ndheren Betrachten wurde jedoch
deutlich, dass das erste Helix-Loop-Helix EF-Hand-Motiv drastisch reduziert ist und die Cap-Region
daher eher eine gestutzte EF-Hand-dhnliche Domine darstellt (Schubert et al., 2001). Die
Beobachtung, dass die Bindung des InIB an gClq-R durch die Zugabe von 1 mM EDTA gestort
werden kann, legte die Vermutung nahe, dass die stark exponierten Calcium-lonen eine Briicke
zwischen dem InlB und diesem Rezeptor darstellen konnten (Braun et al., 2000). In Gegenwart von
200 mM Calciumchlorid konnten fiir die zwei in der Elektronendichte beobachteten Calcium-Ionen
apparente Dissoziationskonstanten von ~2mM fiir die erste, und ~50mM fiir die zweite
Bindungsstelle bestimmt werden (Marino et al., 1999). Da die physiologische extrazellulare Calcium-
Konzentration jedoch geringer als 1.5 mM ist, und eine andere Arbeitsgruppe bei der Losung der
Struktur des InlB;;,; in Gegenwart von 25 mM CaCl, keine Elektronendichte fiir Calcium-Ionen in der
N-terminalen Doméne detektieren konnte, stellte sich die Frage nach der Richtigkeit der urspriinglich
gemachten Beobachtungen (Schubert ez al., 2001).

Eine spezifische und feste Bindung der Calcium-Ionen an die N-terminale Cap-Region im InlB sollte
in einer Erhdhung der Proteinstabilitdt resultieren. Zur Untersuchung dieses Phédnomens, wurden
sowohl chemisch als auch thermisch induzierte Entfaltungsiiberginge der LRR- und der Internalin-

Doméne in der Gegenwart bzw. Abwesenheit von CaCl, gemessen (Abb. 3.19 A und B zeigt dies
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exemplarisch anhand des InIB,s). Verwendet wurden bei diesen Messungen in Analogie zu den

Bindungsstudien von Marino et al. (1999) die Cystein-haltigen Proteine InlB;,; und InlB,qs.
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Abb. 3.19: Thermisch- und chemisch-induzierte Entfaltung des InlB,,s in Gegenwart bzw. Abwesenheit
von CaCl,

A zeigt die thermisch-induzierte Entfaltung des InlByg in Gegenwart (---) bzw. Abwesenheit (—) von CaCl,
gemessen mit der DSC. B zeigt die GdmCl-induzierten Denaturierung (@,A) und Renaturierung (O,A) des
InlB,yg in Gegenwart (A,A) bzw. Abwesenheit (@,0) von CaCl, bei 20 °C. Die durchgezogenen Linien
repriasentieren die Regression der jeweiligen Datenpaare nach Anwendung eines Zweizustandsmodell. Die
Pufferbedingungen waren 10 mM MOPS/NaOH, 1 mM EDTA, 2 mM B-Mercaptoethanol, £ 6 mM CacCl,,
pH 7.5 fir die DSC-Messungen und 40 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, = 11 mM CaCl,, pH7 fiir die
Gleichgewichtsmessungen. Die Proteinkonzentration lag zwischen 0.24 und 0.64 mg ml" fiir die DSC-
Messungen und bei 10 pg ml™ fiir die Gleichgewichtsmessungen.

Bei den durch GdmCI- und Harnstoff-induzierten Gleichgewichtsiibergingen von InlBs,; und InlByyg
wurde das Fluoreszenzsignal in Gegenwart bzw. Abwesenheit von 10 mM freiem Ca*" gemessen.
Wurde GdmCl als Denaturierungsmittel verwendet, so konnten keine offensichtlich signifikanten
Effekte der Calcium-lonen aus der Form des Uberganges bzw. den Ergebnissen des
Zweizustandsmodells beobachtet werden (Tabelle 3.11). Hingegen konnte bei der Verwendung von
Harnstoff als Denaturierungsmittel eine leichte Erhohung des Ubergangsmittelpunktes um 0.1 M
verzeichnet werden (Tabelle 3.11). Im Rahmen des Fehlers der einzelnen thermodynamischen
Parameter ist dieser registrierte Unterschied nicht signifikant. Untersuchungen der thermischen
Stabilitit beider Proteindominen in Gegenwart von 5 mM freiem Ca®’, zeigte eine Erhohung des T,
um 2 bis 3 °C (Tabelle 3.11). Dieser leicht stabilisierende Effekt wurde aber auch bei thermischen
Entfaltungen registriert, die in der Gegenwart von anderen Salzen, wie z. B. NaCl oder KCI,
durchgefiihrt wurden (die Untersuchungen hierzu erfolgten mit InlB,4;) (Tabelle 3.12). So zeigte sich
beim InlB,4; durch die Zugabe von 150 mM KCI eine Erhéhung des T, um ungefdhr 3 °C und durch
die Zugabe von 150 mM NacCl eine Erhohung des T, um 4 °C. Die Erhohung der Salzkonzentration
dieser Proteinlésung um weitere 6 mM CaCl, resultierte in einer weiteren minimalen
Stabilitdtszunahme von 0.7 °C. Diese Ergebnisse sind vereinbar mit einer schwachen

Bindungsaffinitit des InlB fiir Calcium, sprechen aber gegen eine hochspezifische Calciumbindung
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durch die N-terminale Cap-Doméne. Der grofite Anteil an der Stabilitdtszunahme ist

hochstwahrscheinlich auf einen stabilisierenden Effekt durch Salz zurtickzufithren.

Tab. 3.11: Thermodynamische Grofien der Gleichgewichtsiiberginge des InlB,;5 und InlB3;; in

Gegenwart bzw. Abwesenheit von Ca*

InlB,4s InlB, + Ca® InlB;y,; InlB;,; + Ca*

AG"U. Hamstore [keal mol'] | 5.9+ 0.3 7.0+0.5 10.9 £ 0.6 10.6 0.5

Miamsote [kcal mol ' M | 3.6 +0.2 40+0.3 44+03 4.0+0.2
Con. Harnstoft [M] 1.6 1.7 2.5 2.5

AG’y Gamei [keal mol™] 54+04 5.8+0.5 9.9+0.8 10.2+0.6

Maamer [keal mol”! M 7.9+0.6 8.3+0.6 9.6+0.7 9.5+0.6
Cin, Gamc1 [M] 0.7 0.7 1.0 1.0

Twm [°C] 42.1+0.2 455+0.5 48.9+0.2 523+0.1

Tab. 3.12: Abhiingigkeit der thermischen Stabilitit des InlB,4; von der Salzkonzentration

InlB,4, InlB,,, + Ca®
Twm [°C] 40.9 +0.1 45.0+0.2
T [°C] + NaCl 45.0+0.2 45.7+0.2
T [°C] + KCI 44.0+0.2 n.b.

Die Konzentration der verwendeten Salze betrug 150 mM NaCl, 150 mM KCI und 6 mM CaCl,.

In einer aktuellen Studie wurde die Calciumbindung an die N-terminale Cap-Doméne des InlB anhand
von Punktmutanten der Bindungsstellen untersucht (Marino et al., 2004). Es konnte festgestellt
werden, dass die Bindung von Calcium nicht fiir die intrazelluldre Invasion notwendig ist und keinen
nennenswerten Effekt auf die Stabilitdt und Konformation des Proteins ausiibt. Fiir die zwei
Bindungsstellen ergaben sich unter physiologischen Bedingungen Dissoziationskonstanten von
2.6+2.1 und 39 + 18 uM. Diese Affinititen sind im Vergleich zu den urspriinglich bestimmten
Dissoziationskonstanten um drei Gréfenordnungen hoher, was durch die zuerst durchgefiihrten
Messungen unter nicht-physiologischen Kristallisationsbedingungen erkldrt wurde (Marino et al.,
1999; 2004). Ein Austausch der an der Bindung beteiligten Aminosdurereste Asparaginsidure 51
(Asp51) bzw. 59 (Asp59) gegen Alanin resultierte in einem Verlust der Calciumbindung an der ersten
bzw. zweiten Bindungsstelle, und eine Doppelmutante zeigte keine Bindung von Calciumionen.
Uberraschenderweise zeigte der Austausch des Asp59, neben dem Verlust der Calciumbindung an
dieser Position, auch den vollstindigen Verlust der Bindung von Calcium an der ersten
Bindungsstelle. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass zwischen den beiden Bindungsstellen eine
Interaktion bestehen muss. Die zwei Bindungsstellen fiir die Calciumionen an der N-terminalen Cap-
Domine des InlB werden, da sie keinen direkten Einfluss auf die Aktivierung des Met-Rezeptors oder

die intrazelluldre Invasion zeigen, als eher zufdllig diskutiert (Marino et al., 2004).
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3.3.2 Faltungsmechanismus der LRR- und Internalin-Doméne

Bei der Charakterisierung eines Proteins ist neben der thermodynamischen Stabilitit die Untersuchung
der Faltungskinetik von ebenso zentraler Bedeutung, weil aus Gleichgewichtsexperimenten die nach
einem Zweizustandsmodell verlaufen, keine Informationen iiber den Faltungsmechanismus gewonnen
werden konnen. Was den Faltungsmechanismus bei der Bildung von Proteindoménen bestehend aus
repetitiven Sequenzwiederholungen betrifft, wurden bisher nur Proteine mit Ankyrin- bzw. mit -
Helix-Motiven eingehender untersucht (siche 1.8). Die nachfolgenden Untersuchungen sollten dazu
beitragen, erste Erkenntnisse beziiglich der Faltungseigenschaften sowohl des LRR-Motivs (InlB,y;),
als auch der Internalin-Superdomine (InlB;y;* und InlBs3,;*W124S) zu erhalten. Hervorzuheben sind
an dieser Stelle nochmals die giinstige Positionierung der beiden Tryptophanreste. Es ist jeweils einer
in der LRR- und einer in der Ig-dhnlichen Doméne lokalisiert. Diese zwei molekularen Sonden sollten
moglicherweise Unterschiede im Faltungsverhalten der Doménen aufzeigen konnen.

Die Darstellung der aus den Fluoreszenz- und CD-Messungen gewonnenen logarithmierten apparenten
Relaxationsraten in Abhéngigkeit von der GdmCl-Konzentration wird im folgenden nur noch als
Chevronplot bezeichnet. Alle im weiteren beschriebenen Kinetiken wurden bei 10 °C gemessen. Die
mit den Cystein-haltigen Proteinen durchgefiihrten kinetischen Untersuchungen lieferten identische

Resultate (Daten nicht gezeigt).

3.3.21 Faltungs- und Entfaltungskinetiken der LRR-Domiine

Die chemisch-induzierten Entfaltungskinetiken des InlB,4; folgten im Konzentrationsbereich von 0.6
bis 1.2 M GdmClI einer monophasisch verlaufenden Reaktion. Die Kinetiken konnten daher mit einer
einphasigen Exponentialfunktion angepasst und die Entfaltungsraten (k,) bestimmt werden. Die
Amplituden der einzelnen Entfaltungskinetiken entsprachen bis ungeféhr 0.8 M GdmCl den erwarteten
Anderungen zwischen dem Nativ- und dem Denaturierungssignal. Oberhalb von 0.8 M GdmCl,
wurden die Denaturierungskinetiken so schnell, dass beim manuellen Mischen die
Entfaltungsamplitude nicht vollstdndig erfasst werden konnte. Die Totzeit beim manuellen Mischen
betrug etwa 3 s. Bei einer Denaturierungsmittelkonzentrationen von 1.1 M GdmCl konnten nur noch
85 % der Signaldnderung, sowohl der Fluoreszenz als auch der Fern-UV-CD Messungen, erfasst
werden (Abb. 3.20 A und B). Im Konzentrationsbereich von 1.1 bis 1.4 M GdmCI konnte die
vollstindige Amplitudendnderungen mittels stopped-flow-Fluoreszenz gemessen werden (Abb.
3.20 Q). Die aus den monoexponentiellen Funktionen erhaltenen apparenten
Geschwindigkeitskonstanten zeigten im Bereich der untersuchten Denaturierungsmittelkonzentration
eine lineare Abhéngigkeit (Abb. 3.20 C). Bei 1.1 M GdmCI wurde eine Geschwindigkeitskonstante
von k,=0.063s" bestimmt. Die registrierten Signalinderungen aus den Fluoreszenz- bzw. CD-
Messungen lieferten identische Ergebnisse beziiglich der Geschwindigkeitskonstanten, was darauf

hindeutet, dass der Verlust an Tertidrstruktur in der LRR-Doméne nicht von dem Verlust an
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Sekundérstruktur entkoppelt ist. Dies entspricht den Resultaten der Gleichgewichtsiiberginge
(3.3.1.1), wo ebenfalls beobachtet werden konnte, dass die Entfaltung der einzelnen repetitiven
Sequenzeinheiten einen kooperativen Prozess darstellt. Die beobachteten Denaturierungskinetiken

lieferten keine Hinweise auf die Akkumulierung von Intermediaten.
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Abb. 3.20: Faltungskinetiken von InlB,4;

A zeigt die Fluoreszenzénderung (Anregung: 280 nm, Emission: 343 nm) des InlB,4; der Denaturierung in 1.1 M
GdmClI (). B zeigt die Anderung des Fern-UV-CD-Signals bei 220 nm wihrend der Denaturierung in 1.1 M
GdmCI (). Die Linien in A und B reprisentieren die Regression mit einer monoexponentiellen Funktion (—).
Darunter: Residuen der Regression fiir die Denaturierungskinetik. C zeigt den sog. Chevronplot: Vergleich der
aus den manuell gemessenen Fluoreszenz- (offene Symbole) und CD- (gefiillte Symbole), sowie den stopped-
flow-Fluoreszenz Messungen ([1,$,<) resultierenden apparenten Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung
(O,M,) und Faltung (k;: O,@,$; ky: V, V¥, &), Apparente Relaxationsraten der Faltung resultierend aus pH-
Sprung-Experimenten (+) werden ausfiihrlich unter 3.3.3.3 (siche S. 103 bis 105) erlautert. D zeigt die
Fluoreszenzinderung der Renaturierung in der stopped-flow bei 0.1 M GdmCI. (—). Die Linie reprisentiert die
Regression mit einer biexponentiellen Funktion (—). Darunter: Residuen der Regression fiir die
Renaturierungskinetik. Alle Messungen erfolgten bei 10 °C und einer Proteinkonzentration von 10 pg ml™ bzw.
30 pg ml” bei den CD-Messungen. Der verwendete Puffer war 40 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 7.
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Fiir die Faltungsexperimente wurde InlB,4; in 4 M GdmCl vollstindig entfaltet und die Riickfaltung
durch eine 1:100 Verdiinnung in Renaturierungspuffer induziert. Die Riickfaltungskinetik konnte im
Konzentrationsbereich von 0.5 bis 0.6 M GdmCl mit einer monophasischen Exponentialfunktion
beschrieben werden. Unterhalb von 0.5 M GdmCl wurde die Faltungsreaktion komplexer und der
Verlauf der Kinetik machte es notwendig, den Angleich mit einer Summe von zwei
Exponentialfunktionen durchzufiihren. Dabei zeigte sich, dass sowohl die Faltungsgeschwindigkeit
der schnellen Phase (k¢) als auch die der langsamen Phase (kp) linear mit steigender GdmCl-
Konzentration abnahm (Abb. 3.20 C). Bei einer Konzentration von 0.18 M GdmCl wurden in der
ersten Phase ~ 50 % des Fluoreszenzsignals (die Halbwertszeit betrdgt 9 s) und in der zweiten Phase
~ 20 % mit einer Halbwertszeit von 90 s sichtbar. Die Gesamtamplitude der Kinetik konnte jedoch
bereits ab einer Konzentration von 0.35 M GdmCI nicht mehr voll aufgelost werden (bei 0.25 M
GdmCl wurden ungefihr 75 % der Anderung in der Gesamtamplitude erfasst), weswegen von den
Handmischungsexperimenten auf stopped-flow-Messungen iibergegangen wurde. Die beobachtete
Totzeitamplitude bei den manuellen Mischungen ist hochstwahrscheinlich auf keine kinetische
Ursache zuriickzufiihren, sondern durch den Messaufbau begriindet. Bei der niedrigsten erzielbaren
GdmCI-Restkonzentration aus den stopped-flow-Messungen von 0.1 M hatten die apparenten
Geschwindigkeitskonstanten eine GroBe von kg =0.171 5™ und ke = 0.019 s (Abb. 3.20 D).

Die apparenten Geschwindigkeitskonstanten fiir die Faltung sind bei den Messungen in der Anderung
der Fluoreszenzemission und des CD-Signals im fernen UV identisch (Abb. 3.20 C). Dies spricht
dafiir, dass die Bildung der Tertiéir- und der Sekundérstruktur gleichzeitig erfolgt. Die CD-Kinetiken
konnten aber nur fiir einen relativ kleinen Konzentrationsbereich untersucht werden. Im Bereich
kleiner 0.3 M GdmCl wurden die nach manueller Mischung erfassbaren Signaldnderungen und das
Signal/Rausch-Verhéltnis sehr klein. Die hier ermittelten apparenten Geschwindigkeitskonstanten
konnten nicht mehr zuverléssig bestimmt werden und sind deswegen nicht mit aufgefiihrt. Ob die zwei
beobachteten Faltungsphasen bei kleineren GdmCl-Konzentrationen im Fluoreszenz-Signal einen
identischen Verlauf mit dem CD-Signal zeigen, muss noch untersucht werden. Die beiden
Geschwindigkeitskonstanten der Riickfaltung zeigten eine lineare Abhédngigkeit von der GdmCl-
Konzentration. Der biphasische Verlauf der Renaturierung deutet im Gegensatz zu dem beobachteten
Zweizustandsmodell des Gleichgewichtsiibergangs auf die Existenz eines kinetischen intermedidren
Zustandes hin. Dieses Intermediat scheint eine relativ hohe Stabilitdt zu besitzen, da es nicht nur bei
geringen Denaturierungsmittelkonzentrationen, sondern auch nahe dem Ubergangsmittelpunkt
(C,=0.7 M GdmCI) beobachtet werden kann. Mit steigenden GdmCl-Konzentrationen (bis 0.5 M)
verlangsamt sich die Riickfaltung, und die Amplitude der schnellen Renaturierungsphase lduft gegen
Null (Abb. 3.21). Mogliche Intermediate konnten bei diesen Konzentrationen an GdmCl so stark

destabilisiert werden, dass sie nicht mehr erfassbar und detektierbar sind.



84 Ergebnisse und Diskussion

1.0
v Abb. 3.21: Vergleich der relativen Amplituden der
2 08 vy schnellen und langsamen Faltungsphase des
—g . v InlBy4;
= v
E;) 0.6 1 <~ Vergleich der relativen Amplitudenverhiltnisse der
s o VV schnellen (O) und langsamen (V) Faltungsphase aus den
"5 04 | o @ocg manuell gemessenen Renaturierungskinetiken. Abgebildet
a g% O sind die aus den Fluoreszenzmessungen erhaltenen
g Vvyv © ® Amplituden.
. 0.2 4 v

'E) oo

0.0

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
GdmCl [M]

Um einen Einfluss der Temperatur auf die Entfaltung, Faltung und mdgliche Intermediate untersuchen
zu konnen, wurden Fluoreszenzkinetiken bei 20 °C gemessen (Abb. 3.22). Analog zu den gemessenen
Kinetiken bei 10°C zeigte sich ebenfalls eine lineare Abhéngigkeit der apparenten
Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung von der Denaturierungsmittelkonzentration. Bei 1 M
GdmCl war die Entfaltung um einen Faktor von 2.6 beschleunigt und die Steigungen des
Entfaltungsastes im Chevronplot waren nahezu identisch. Die Renaturierung verlief bei kleineren
GdmCl-Konzentrationen biphasisch und zeigte fiir die beiden apparenten Geschwindigkeitskonstanten
eine vergleichbare GdmCI-Abhédngigkeit. Der Bereich der monophasisch verlaufenden
Faltungskinetiken war bei 20 °C etwas grofler, was darauf zuriickzufiihren ist, dass das Intermediat
bereits bei kleineren GdmCl-Konzentrationen schneller entfaltet. Bei 0.36 M GdmCl war die
apparente Geschwindigkeitskonstante der schnellen Renaturierungsphase um einen Faktor von 4.5 und

die der langsamen zweiten Phase um einen Faktor von 4.8 beschleunigt.
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Eine genaue Zuordnung der zwei Faltungsphasen wihrend der Bildung der nativen LRR-Doméne
kann aus den hier vorliegenden Daten nicht eindeutig erfolgen und muss noch in weitergehenden

Faltungsstudien intensiver charakterisiert werden.
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3.3.2.2 Faltungs- und Entfaltungskinetiken der Internalin-Domiine

Die Internalin-Doméne (InlBs;*) zeigte in der Entfaltung im Vergleich zu der LRR-Doméne ein
teilweise anderes Verhalten. Uber den gesamten Konzentrationsbereich an GdmCl (0.9 bis 3.9 M)
folgten die Kinetiken einem monophasischen Verlauf. Im Bereich von 2.7 bis 3.9 M GdmCI] konnte
ebenfalls eine lineare Abhéngigkeit von der Denaturierungsmittelkonzentration beobachtet werden
(Abb. 3.23 C). Bei 3.6 M GdmCl wurde eine apparente Geschwindigkeitskonstante von k, =0.115 s™
bestimmt. Mit den manuell gemessenen Denaturierungskinetiken konnten oberhalb von 2.4 M GdmCl
nur noch <90 % der gesamten Amplitudendnderung erfasst werden. Mit kleiner werdenden GdmCl-
Konzentrationen wich die Abhéngigkeit jedoch deutlich von ihrem linearen Verhalten ab. Die
apparenten Geschwindigkeitskonstanten waren so stark verlangsamt, dass sie zu einem abknickenden
Verlauf des Entfaltungsastes im Chevronplot filhrten. Entfaltungskinetiken gemessen im Fern-UV-CD
zeigten einen identischen Verlauf der Geschwindigkeitskonstanten (exemplarisch in Abb. 3.23 A und
B fiir das InlB;,;*W124S gezeigt). Dies deutet darauf hin, dass die Tertidr- und Sekundérstruktur der
Internalin-Domaéne, bestehend aus der LRR- und der Ig-dhnlichen Doméne, nicht getrennt voneinander
entfalten. Des weiteren konnte aufgrund des deckungsgleichen Verlaufes der apparenten
Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltungsreaktion im Fluoreszenz- und Fern-UV-CD-Signal der
abknickende Kurvenverlauf nicht durch einen Photobleaching-Effekt erklart werden.

Die Entfaltung der Tryptophan-Mutante des InlB;,,* zeigte einen dem pseudo-Wildtyp vergleichbaren
Verlauf (Abb. 3.23 D) und weist ebenfalls darauf hin, dass die zwei Domédnen gleichzeitig entfalten.
Die Ursache des gekriimmten Entfaltungsastes scheint in der Denaturierungsreaktion selbst begriindet
zu sein und konnte moglicherweise auch auf teilweise gefaltete Intermediate hindeuten. Eine weitere
Erklirung fiir diesen Verlauf kann durch eine Kopplung der Entfaltungsreaktion mit einer
Prolinisomerisierung gegeben werden (Kiethaber ef al., 1992; Kiethaber & Schmid, 1992). In einigen
Féllen konnten solche Beobachtungen auch bei Proteinen gemacht werden, bei denen keine
populierten Intermediate oder Beitrige von Prolinisomerisierungen eine Rolle spielten. Die
Kriimmungen in den Chevronplots des humanen Splicosom-Proteins UIA und des Chymotrypsin
Inhibitors 2 wurden in Bezug auf das Hammond Verhalten interpretiert (Silow & Oliveberg, 1997;
Oliveberg et al., 1998). Dabei wird der native Zustand mit steigenden Konzentrationen an
Denaturierungsmittel destabilisiert, was in einer Bewegung des Ubergangszustandes zu einer mehr
nativ-dhnlichen Struktur resultiert (Oliveberg et al., 1998; Pappenberger et al., 2000). Bei der 27.
Immunglobulindoméne des Titin (TI 127), wurde eine Aufwéirtsbewegung im Entfaltungsast des
Chevronplots durch die Existenz von parallelen Denaturierungswegen erklért (Fowler & Clarke, 2001;
Wright et al., 2003). Dabei soll der sehr kompakte Ubergangszustand des einen Entfaltungsweges bei
hoheren Konzentrationen an Denaturierungsmittel destabilisiert werden und die Proteinmolekiile
entfalten {iber einen weiteren Weg mit einem weniger strukturierten Ubergangszustand. Bei dem o-
Amylase-Inhibitor Tendamistat wurde die nicht-lineare Abhingigkeit des Entfaltungsastes von der

Denaturierungsmittelkonzentration iiber zwei sequentielle Schritte {iber ein im Vergleich zum nativen



86 Ergebnisse und Diskussion

und entfalteten Zustand energetisch hoherliegendes metastabiles Intermediat erklért (Bachmann &

Kiefthaber, 2001; Sanchez & Kiefhaber, 2003b,c,d).
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Abb. 3.23: Faltungskinetiken von InlB;,;* und InlB;,,*W124S

A zeigt die Fluoreszenzénderung (Anregung: 280 nm, Emission: 314 nm) des InlB;,;*W124S der Denaturierung
in 3.64 M GdmCI (-). Die Linie reprisentiert die Regression mit einer monoexponentiellen Funktion (—).
Darunter: Residuen der Regression fiir die Denaturierungskinetik. B zeigt die Anderung des Fern-UV-CD-
Signals bei 220 nm wéhrend der Denaturierung in 3.52 M GdmCl (). Die Linie représentiert die Regression
mit einer monoexponentiellen Funktion (—). Darunter: Residuen der Regression fiir die Denaturierungskinetik.
C (InlB3;;*) und D (InlB;3,,¥*W124S) zeigen die sog. Chevronplots: Vergleich der aus den manuell gemessenen
Fluoreszenz- (offene Symbole) und CD- (gefiillte Symbole) Messungen resultierenden apparenten
Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung (O,M) und Faltung (k;: O,@; k,: V,V¥). Die Messung der
Fluoreszenzemission des InlBs;* erfolgte bei 328 nm und die des InlB;,;*W124S bei 314 nm. Alle Messungen
erfolgten bei 10 °C und einer Proteinkonzentration von 5 ug ml™" bzw. 30 pg ml” bei den CD-Messungen. Der
verwendete Puffer war 20 mM MOPS/NaOH, 1 mM EDTA, pH 7.5.

Die Faltung der Internalin-Doménen-Konstrukte wurde durch eine 1:100-Verdiinnung von in 6 M
GdmCl vollstindig entfaltetem Protein eingeleitet. Im Konzentrationsbereich von 0.4 bis 0.9 M
GdmCl konnten die Faltungskinetiken vom InlB;;* und InlB;*W124S  mit einer
monoexponentiellen Funktion beschrieben werden (Abb. 3.23 C und D). Unterhalb von 0.4 M GdmCl

zeigten die Kinetiken ein biphasisches Verhalten. Die apparenten Geschwindigkeitskonstanten der
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zwei Faltungsphasen aus den Fluoreszenzmessungen und den Fern-UV-CD-Messungen waren
identisch. Bei beiden Konstrukten wies der Verlauf der Rate der langsamen Faltungsphase bei
niederen Denaturierungsmittelkonzentrationen (< 0.3 M GdmCl) einen Knick auf. Sie zeigte nur eine
schwache Abhéngigkeit von der GdmCl-Konzentration. Die apparenten Geschwindigkeitskonstanten
der schnellen Phase zeigten bei geringeren Konzentrationen an Denaturierungsmittel eine lineare
Abhéngigkeit. Extrapoliert man die apparenten Geschwindigkeitskonstanten der schnellen Phase in
Richtung hoherer GdmCl-Konzentrationen (bis 0.9M), so bilden diese mit den
Geschwindigkeitskonstanten der monophasisch verlaufenden Faltungskinetiken eine Gerade. Diese
Abweichung der Linearitit der langsamen Faltungsphase konnte dadurch erkldrt werden, dass
Intermediate wahrend der Renaturierung akkumuliert werden (Ikai & Tanford, 1973; Tanford et al.,
1973; Creighton, 1994; Wagner & Kiethaber, 1999). Bei hoheren GdmCl-Konzentrationen
(groBer 0.4 M) werden die moglichen intermedidren Strukturen destabilisiert, da die Faltungskinetiken
einen monophasischen Verlauf aufweisen und die relativen Amplituden der schnellen Phase gegen
Null laufen. Bei 0.3M GdmCl falten InlBsy* mit kg =0.034s’ und kp=0.007s"' und
InlB3, *W124S mit ky =0.015s" und kp=0.003s'. Eine dhnlich langsame biphasische
Renaturierung konnte auch bei dem humanen FKBP12 C22A beobachtet werden (Russo et al., 2003).
Es konnte gezeigt werden, dass dieses biexponentielle Verhalten aus einem komplexen

Zusammenwirken von Proteinfaltung und Prolinisomerisierung resultierte.
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Vergleicht man den Renaturierungsast des InlB;;*W124S mit dem des InlB;y*, so faltet die
Tryptophanmutante geringfiigig langsamer (Abb. 3.24). Im Konzentrationsbereich um 0.8 M GdmCl
waren die apparenten Geschwindigkeitskonstanten der Faltung um einen Faktor 4 verschieden. Zu
geringeren GdmCl-Konzentrationen hin verschwindet der Unterschied nahezu. Diese Differenz in den
Geschwindigkeitskonstanten der Faltung hitte gegebenenfalls im Gleichgewichtsiibergang beobachtet
werden miissen. Man wiirde theoretisch erwarten, dass eine verlangsamte Faltungsreaktion in der
Nihe des Ubergangsmittelpunktes in einem spiteren abfallenden Verlauf der nativen Basislinie

resultieren sollte (Abb. 3.8). Da dies nicht der Fall war, miisste die hier gemachte Beobachtung im
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Faltungsverhalten dieser zwei Proteine durch die Messung von mehrfach wiederholten
Faltungskinetiken abgesichert werden.

Betrachtet man die Abhéngigkeit der relativen Amplituden der beiden Phasen von der
Denaturierungsmittelkonzentration, so zeigte sich bei der schnellen Phase nur eine sehr minimale
Abhiéngigkeit von der GdmCl-Konzentration (Abb. 3.25 A und B). Die Amplitude der
monoexponentiell verlaufenden Phase nimmt vom Bereich des Ubergangsmittelpunktes (0.9 M
GdmCl) aus zu kleineren Konzentrationen hin ab. Im Bereich der biexponentiell verlaufenden
Kinetiken zeigte die Summe der relativen Amplitudenanteile der zwei Faltungsphasen nicht das
erwartete Ergebnis von eins, was darauf hindeuten konnte, dass im Bereich der schnellen Phase eine
Totzeitamplitude existiert. In vorldufigen stopped-flow-Messungen konnte im Subsekundenbereich
keine Amplitude detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Dies wire ein Hinweis auf eine weitere
schnelle Faltungsreaktion, die im Submillisekundenbereich liegen miisste. Die Summe der zwei
Phasen schloss sich dem linearen Verlauf der Amplitude der monoexponentiellen Faltungsphase an.

Dieses Verhalten zeigte sich bei beiden Internalin-Konstrukten (Abb. 3.25 A und B).

1.2 1.2
A B v
210 1 Y $1.0 ~vvY v
g vV v E v‘V v Yo
S 0.8 vV v| =081 ¥
£ 7 5 v
¥

2 v 2

£ 0.6 v?V £0.6
3 v < o v

= fo) vvVv

204 v W Eo04 ovgao 00

=y I°4 & v o
E 0 &gy Q00 z v

0.2 < © 0.2

L v e

0.0 0.0

00 0.1 02 03 04 05 0.6 0.7 08 09 00 01 02 03 04 05 06 0.7 0.8 09
GdmCl [M] GdmCl [M]

Abb. 3.25: Vergleich der relativen Amplituden der schnellen und langsamen Faltungsphase von InlB;;,*
und InlB;;;*W124S

A zeigt den Vergleich der relativen Amplitudenverhéltnisse der schnellen (O) und langsamen (V)
Faltungsphase fiir das InlB;,;* aus den manuell gemessenen Renaturierungskinetiken. B zeigt den Vergleich fiir
das InlB3,;*W1248S. Die Summe der relativen Amplituden der schnellen und langsamen Faltungsphase sind als
(V) dargestellt. Abgebildet sind die aus den Fluoreszenzmessungen erhaltenen Amplituden

Die Signale der Faltungskinetiken aus der Tryptophanfluoreszenz resultieren aus zwei verschiedenen
Bereichen der Internalin-Doméne. Im InlB;,;* erhdlt man Signale sowohl aus der LRR (W124)- als
auch aus der Ig-dhnlichen (W285)-Doméne, wihrend im InlB3;*W124S nur die Faltung der Ig-
dhnlichen Doméne spektroskopisch verfolgt wird. Sollten diese Dominen ein unterschiedliches
Faltungsverhalten aufweisen, hitte es im Chevronplot vielleicht beobachtet werden konnen. Inwieweit
die hier beobachteten Signale den zwei Doménen zugeordnet werden konnen, muss noch in weiteren

und ausfiihrlicheren Charakterisierungen der zwei Faltungsphasen erfolgen.
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Der Einfluss der Temperatur auf das Faltungsverhalten der Internalin-Doméne, wurde anhand von
Messungen der Fluoreszenzkinetiken bei 20 °C iiberpriift (Abb. 3.26). Die Abhéngigkeit der
Denaturierung des InlB3,;* von der Denaturierungsmittelkonzentration zeigte wieder einen Knick im
Entfaltungsast, der bei 20 °C deutlicher hervorgehoben war. Es scheint so zu sein, dass zwei
Entfaltungsprozesse existieren, die ein unterschiedliches Verhalten aufweisen. Wéhrend der langsame
Prozess im Bereich von 1 bis 2.5 M GdmCI eine starke Temperaturabhidngigkeit besitzt, zeigte der
zweite Prozess oberhalb von 2.5M GdmCl eine stirkere Abhéngigkeit von der
Denaturierungsmittelkonzentration. Im Bereich des zweiten Prozesses ist die Anderung in der
apparenten Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung nur minimal. Bei kleineren GdmCl-
Konzentrationen konnte hingegen eine deutliche Anderung der Geschwindigkeitskonstanten
beobachtet werden. Die Renaturierung verlief im Bereich von 0.5 bis 0.9 M GdmCI monophasisch und
konnte bei kleineren GdmCl-Konzentrationen nur biphasisch beschrieben werden. Im Bereich der
langsamen Phase bzw. der monoexponentiell verlaufenden Geschwindigkeitskonstanten, war die
Kinetik um einen Faktor 4 groBer. Die schnelle Phase hingegen zeigte eine stdrkere

Temperaturabhéngigkeit und bei 0.34 M GdmCIl eine um den Faktor 12 schnellere Kinetik.

01 Abb. 3.26: Temperaturabhingigkeit der apparenten
5 Geschwindigkeitskonstanten der Faltung
2 * djjd:p u] und Entfaltung von InlB;,,*
— 4] : ﬁc‘ Vergleich der apparenten Geschwindigkeitskonstanten
ln, der Faltung (k;: O,®; k,: V,V¥) und Entfaltung (O,H)
< g ] % L gemessen bei 10 °C (offene Symbole) und 20 °C
= A/ (gefiillte Symbole). Die Messungen der
%‘ " [m] . . .

Yy . s o F luoreszenzk1net1k§n e.rfolgte bel. 328 nm (Anregung:
o 280nm) und bei einer Proteinkonzentration von
210 A o 10 ugml' (20°C) bzw. Spgml’ (10°C). Der
verwendete Puffer war 40 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA,

00 05 10 15 20 25 30 35 40 pH7 (20°C) bzw. 20mM MOPS/NaOH, pH7.5
GdmCl [M] (10 °C).

Werden die Endwerte der einzelnen Fluoreszenzkinetiken, sowohl der De- als auch der Renaturierung
der drei untersuchten Proteine gegen die Denaturierungsmittelkonzentration aufgetragen, so erhilt
man einen Verlauf, der einem Ubergang entspricht. In Analogie zu den beobachteten
Gleichgewichtsiibergidngen unter 3.3.1.1, zeigten auch die kinetischen Endwerte einen kooperativen
Verlauf (Daten nicht gezeigt). Dies verdeutlicht, dass die schnelle kinetische Phase im Gleichgewicht
nicht beobachtet wird.



90 Ergebnisse und Diskussion

3.3.2.3  Bedeutung der cis-trans-Prolinisomerisierung

Eine Erklarung fiir die in den Faltungskinetiken der LRR- und Internalin-Doméne beobachteten zwei
Phasen kann durch schneller bzw. langsamer faltende Spezies (Intermediate) gegeben werden, wobei
bei letzterem eventuell die Isomerisierung von Prolinresten auf dem Faltungsweg eine Rolle spielen
konnte. Im Protein liegen die Peptidbindungen normalerweise in der trans-Konformation vor. Dies gilt
sowohl filir native als auch fiir entfaltete Proteine. Peptidyl-Prolyl-Bindungen konnen hingegen
entweder in der cis- oder in der frans-Konformation vorkommen. Im entfalteten Zustand stellt sich ein
Gleichgewicht zwischen den beiden Konformationen ein. Je nach den flankierenden Aminosauren und
den ionischen oder van-der-Waals-Wechselwirkungen, die vielleicht nur in einem isomeren Zustand
ausgebildet werden konnen, variiert der cis-Anteil zwischen 10 und 40 % (Cheng & Bovey, 1977). Die
Isomerisierungsreaktion zwischen der cis- und trans-Form der Peptidyl-Prolyl-Bindung bendtigt die
Rotation um eine partielle Doppelbindung. Prolinisomerisierungen sind deswegen als langsame
Reaktionen anzusehen, welche Halbwertszeiten in der GroBenordnung von 10 bis 100 s bei 25 °C
aufweisen und eine hohe Aktivierungsenergie von 20 bis 22 kcal mol™ bendtigen (Balbach & Schmid,
2000). Sie sind daher oft der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei langsamen Faltungsreaktionen
monomerer Proteine.

In der Sequenz des InlB,4; finden sich insgesamt sieben Proline, von denen alle in der trans-
Konformation vorliegen. InlBs3;* besitzt zudem noch sieben weitere Proline in der Ig-&hnlichen
Domine. Von diesen insgesamt 14 Prolinresten liegt in der nativen Struktur nur die Bindung zwischen
dem Lysinrest 280 und dem Prolinrest 281 im nativen Protein in der cis-Konformation vor. Um den
Zusammenhang zwischen dem langsamen Faltungsverhalten und einem mdglichen Prolin-
limitierenden Faltungsprozess bei den beiden Proteinkonstrukten zu untersuchen, wurden zunichst
Aktivierungsenergien der Riickfaltung bestimmt.

Die Bestimmung der Aktivierungsenergie der Faltung erfolgte durch Messung der
Renaturierungskinetiken bei 0.3 M GdmCl iiber einen Temperaturbereich von 8 bis 20 °C. Bei dieser
GdmCl-Konzentration verlief fiir beide Proteine die Renaturierungskinetik iiber den gesamten
Temperaturbereich biphasisch. In Abbildung 3.27 A und B sind die bei der jeweiligen Temperatur
bestimmten apparenten Geschwindigkeitskonstanten der Faltung gegen die reziproke Temperatur
aufgetragen. Aus der Steigung der Regressionsgeraden kann die Aktivierungsenergie der beiden

Faltungsreaktionen iiber die Arrhenius-Gleichung (Gl. 3.4) berechnet werden:

E
1nk:—[ a j+lnA (GL 3.4)
RT

wobei k fiir die apparente Geschwindigkeitskonstante, E, fiir die Aktivierungsenergie, R fiir die
allgemeine Gaskonstante, T fiir die Temperatur und A fiir den pré-exponentiellen Faktor stehen. Fiir
InIB,y4; ergab sich fiir die schnelle Phase ein E, von 32 kcal mol”! und fiir die langsame Phase von

26 kcal mol ™. Fiir InlBs;* konnten Aktivierungsenergien von 37 kcal mol” fiir die schnelle und
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27 keal mol™ fiir die langsame Phase bestimmt werden. Die hier bestimmten Aktivierungsenergien
liegen iiber den fiir eine Prolin-limitierte Faltungsreaktion zu erwarteten Werten und konnten darauf
hindeuten, dass keine cis-trans-Prolinisomerisierung fiir die biphasisch verlaufende Faltung
verantwortlich ist. Es ist aber mdglich, dass Prolin-limitierte Prozesse mit konformationellen
Faltungsreaktionen gekoppelt sind und in vergleichbaren Aktivierungsenergien oder Faltungsraten
resultieren. Es kann daher an dieser Stelle der Einfluss einer Prolinisomerisierung nicht vollig

ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.27: Temperaturabhéngigkeit der schnellen und langsamen Faltungsphase des InlB,4; und InlB3,*

A zeigt die Temperaturabhingigkeit der schnellen (O) und langsamen (V') Faltungsphase des InlBy,; bei 0.3 M
GdmCl. B zeigt die Temperaturabhingigkeit fiir InlB;,,*. Die Aktivierungsenergie wird aus der Steigung der
Regressionsgeraden (—) bestimmt. Die Fehlerbalken resultieren aus Mehrfachmessungen. Die
Fluoreszenzkinetiken wurden bei 343 nm (InlB,4;) bzw. 328 nm (InlB;,,*) und einer Anregungswellenlénge von
280 nm gemessen. Die Proteinkonzentration betrug 5 pugml' und der verwendete Puffer war 20 mM
MOPS/NaOH, 1 mM EDTA, pH 7.5.

Um den Zusammenhang zwischen der Prolinisomerisierung und der langsamen Faltungsphase
aufkldren zu kénnen, wurden Doppelsprungexperimente durchgefiihrt (Brandts et al., 1975; Schmid,
1986). Die InlB-Konstrukte wurden in 5M GdmCl denaturiert und anschlieBend zu
Renaturierungsbedingungen bei 0.3 M GdmCl verdiinnt. Besteht eine Korrelation zwischen der
langsamen Renaturierungsphase und der langsamen Gleichgewichtseinstellung der cis-trans-
Konformationen des Prolins im entfalteten Protein, so sollte diese eine Abhingigkeit von der
Denaturierungszeit zeigen. Nach einer kurzen Denaturierungszeit sollten die Prolinreste noch in ihrer
nativen Konformation vorliegen und die Amplitude der langsamen Renaturierungsphase
dementsprechend klein sein. Mit steigender Denaturierungszeit sollte sich ein Gleichgewicht zwischen
der cis- und frans-Konformation einstellen und die Phase des langsamen Renaturierungsschrittes
zunehmen. In Abbildung 3.28 ist die Abhédngigkeit der relativen Amplitude der langsamen
Renaturierungsphase von der Denaturierungszeit gezeigt. Das InlB;,;* besitzt eine Xaa-Pro-Bindung,
die im nativen Zustand in der cis-Konformation vorliegt. Alle Renaturierungskinetiken bei 0.3 M

GdmCl mussten mit Hilfe einer biexponentiellen Funktion beschrieben werden. Die relative

Amplitude der langsamen Faltungsphase zeigte iiber den gesamten zeitlichen Verlauf der
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Denaturierung (von 30s bis 3h) keine Anderung. Doppelsprungexperimente die mit der
Tryptophanmutante InlB3;*W124S und dem InlB,4 wiederholt wurden, zeigten ebenfalls keine
Zunahme der langsamen Renaturierungsphase mit steigender Denaturierungszeit (Daten nicht gezeigt).
Die kiirzeste Denaturierungszeit beim InlB3;*W124S betrug 10 s. Diese Ergebnisse konnten darauf
hinweisen, dass eine Prolinisomerisierung nicht fiir die zweite langsame Renaturierungsphase wiahrend

der Faltung des InlB3,,* verantwortlich ist.
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Denkbar wire noch, dass eine schnelle Reaktion, die schitzungsweise innerhalb der ersten 20 s
ablduft, aufgrund der Handmischungsexperimente nicht detektiert werden konnte. Sollte eine cis-
trans-Prolinisomerisierung fiir die langsame Faltungsphase verantwortlich sein, so wére es auch
moglich, dass die Bedingungen, unter denen die Doppelsprungexperimente hier durchgefiihrt wurden,
nicht optimal waren. Die Parameter fiir diese Experimente miissen so gewdhlt sein, dass sich die
Prolin-limitierten Prozesse von den Faltungsreaktionen unterscheiden lassen, die nicht durch
Isomerisierungsreaktionen bestimmt werden, und das sowohl in der Entfaltung als auch in der

Riickfaltung (Schmid, 1986).

Mit den bisherigen Resultaten zur Untersuchung des Faltungsmechanismus der LRR- und der
Internalin-Doméne konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Faltung kinetisch betrachtet keinem
Zweizustandsmodell folgt. Uber die genaue Natur der beobachteten zwei Phasen wihrend der Faltung
der Proteine konnte jedoch bisher keine eindeutige Aussage getroffen werden. Ob die zwei
Renaturierungsphasen durch eine Prolinisomerisierung oder durch Intermediate die entweder auf dem
Faltungsweg liegen (on-pathway) bzw. in eine Sackgasse fithren (off-pathway) oder sogar durch eine

Kopplung beider Prozesse begriindet sind, muss in weiteren Faltungsstudien untersucht werden.
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3.3.3 Charakterisierung eines im Sauren alternativ gefalteten Zustandes
der LRR-Domiine des Internalin B

Der pH-Wert und die Salzkonzentration einer Losung fiiben, aufgrund ihrer Féhigkeit die
elektrostatischen Wechselwirkungen beeinflussen zu konnen, einen betrdchtlichen Effekt auf die
Stabilitit, Struktur und Funktion vieler Proteine aus. Die sdure-induzierte Entfaltung von Proteinen,
bedingt durch die Protonierung von Aminosdureseitenketten und den daraus resultierenden
elektrostatischen AbstoBungen, ist eine der &ltesten bekannten Methoden, sie verlduft aber oft
unvollstindig und die sdure-denaturierten Proteine nehmen Konformationen an, die von den chemisch-
denaturierten Proteinen verschieden sind (Tanford, 1968; Goto et al., 1990b; Dill & Shortle, 1991).
Fiir manche Proteine, wie z. B. beim Cytochrom ¢ und beim oa-Lactalbumin, konnte unter sauren
Bedingungen die Ausbildung von sogenannten molten globule dhnlichen Intermediaten berichtet
werden (Jeng et al., 1990; Kuwajima, 1996; Pfeil, 1998b). Hiermit wird im allgemeinen ein kompakter
Zustand bezeichnet, welcher schon nativ-dhnliche Sekundirstrukturelemente, aber noch keine
Tertidrstruktur aufweist. Da die Definition des Begriffes molten globule derzeit fiir viele
Faltungszustdnde eines Proteins unter sauren Bedingungen Anwendung findet, wird im folgenden der
Begriff alternativ gefalteter Zustand verwendet. Dieser Begriff beschreibt im allgemeinen keinen
eindeutigen Faltungszustand eines Proteins und ist daher nicht zwingend mit dem molten globule
gleichzusetzen.

Fluoreszenzspektren des InlB,s; zeigten bei pH-Werten kleiner 3 in Gegenwart von Salz eine
Verschiebung des Emissionsmaximums in den kurzwelligen Bereich (siehe 3.3.1.4). Wie sich die
LRR-Doméne unter sauren Bedingungen verhidlt und welche spektroskopischen und strukturellen
Eigenschaften moglicherweise beobachtet werden konnen, sollte in den folgenden Untersuchungen

gezeigt werden.

3.3.3.1 Spektroskopische Eigenschaften der LRR-Domiéine im sauren pH-Bereich

Der Einfluss des pH-Wertes auf die LRR-Doméne wurde zunichst ausfiihrlicher mittels Fern-UV-CD-
Spektroskopie untersucht (Abb. 3.29). InlB,4; wurde dafiir in Puffern unterschiedlicher pH-Werte in
Gegenwart von 100 mM NacCl inkubiert. Bei pH 7 zeigte das Protein sein charakteristisches Spektrum
mit dem Minimum bei 219 nm. Diese typische Form des Fern-UV-CD-Spektrums blieb {iber einen
sehr breiten pH-Bereich (3.5 bis 10.5) erhalten. Eine minimale Anderung war lediglich in der
Elliptizitdit zu verzeichnen. Dies konnte durch geringfiigige Sekundirstrukturdnderungen erklért
werden. Wurde der pH-Wert auf 2.5 erniedrigt, so war zu beobachten, dass das Minimum bei 219 nm
schwécher wurde und ein zweites, sehr stark ausgebildetes Minimum bei 203 nm ([O]urw = -
14000 deg cm” dmol™) auftrat. Eine weitere Absenkung des pH-Wertes durch Zugabe von 50 mM HCI

flihrte zu keiner weiteren Verdnderung im Spektrum.
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0 1 Abb. 3.29: Fern-UV-CD-Spektren des InlB,;
o~ bei verschiedenen pH-Werten

g -3000 A — pH 105 in Gegenwart von 100 mM NaCl
N; 6000 A EE Z:i Fern-UV-CD-Spektren von InlB,,; gemessen bei
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S0 o ——pH 14 Glycin/HCI, 14: 50mM HCL  Die
200 210 220 230 240 250 Proteinkonzentration betrug 250 ug ml” und die

Wellenldnge [nm] Messtemperatur 10 °C.

Da die bisherigen spektroskopischen Untersuchungen im sauren pH-Bereich (siehe 3.3.1.4 und
3.3.3.1) in Gegenwart von moderaten Salzkonzentrationen durchgefiihrt wurden und bekannt ist, dass
Anionen bei sdure-denaturierten Proteinen Sekundirstruktur induzieren kénnen, wurden sowohl die
spektroskopischen Eigenschaften in Abhédngigkeit vom pH-Wert ohne Salz als auch der Einfluss von
Salz auf den bei pH 2 denaturierten Zustand naher untersucht (Goto et al., 1990a; Fink et al., 1994).
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Abb. 3.30: Fern- und Nah-UV-CD-Spektren des InlB,,; bei pH 1.88

A zeigt das Fern-UV-CD-Spektrum des InlB,4; bei pH 1.88 (—) und pH 7 (---). B zeigt das Nah-UV-CD-
Spektrum. Die Messungen erfolgten bei 10 °C mit einer Proteinkonzentration von 250 pg mI™ (pH 1.88) bzw.
1 mg ml”" (pH 7). Die verwendeten Puffer waren 11 mM H,SO,, pH 1.88 und 20 mM MOPS/NaOH, pH 7.

Abbildung 3.30 A zeigt das Fern-UV-CD-Spektrum des InlB,4; im Vergleich bei pH 7 und in 11 mM
H,SO, bei pH 1.88. Es ist ein deutlicher Unterschied im Bereich von 200 bis 220 nm zu beobachten.
Die Form des Spektrums des sauer-denaturierten Proteins deutet an, dass ein Teil an Sekundérstruktur
verloren gegangen ist. Das Minimum bei 203 nm und das Maximum bei 188 nm lassen jedoch
vermuten, dass eine Art Reststruktur vorliegt. Um einen quantitativen Eindruck von der existierenden
Sekundarstruktur erhalten zu kdnnen, wurde das Programm CDSSTR angewandt (Johnson, 1999). Je

nach verwendetem Referenzsatz (entweder mit oder ohne 3;o-Helix-Datensatz), wurden ungeféhr 42
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bis 48 % ungeordnete, 20 % o-helikale und 12 % PB-Struktur vorhergesagt. Ahnliche Ergebnisse
wurden auch mit dem Programm CONTINLL erzielt (Provencher & Glockner, 1981). Fern-UV-CD-
Spektren die in schwach konzentrierten Na,SO,4-Puffern gemessen wurden, zeigten einen kompakteren
Zustand mit typischen Charakteristika fiir B-Strukturen (Daten nicht gezeigt). Diese Anderung im
Spektrum ist durch das Sulfat zu erkldren. Nach der Hofmeister-Serie zidhlen SO,*-Ionen zu den
stiarker kosmotropen Salzen und haben eine hohere Ionenstirke als die Cl'-Ionen. Das Nah-UV-CD-
Spektrum in 11 mM H,SO, hat den charakteristischen Verlauf eines entfalteten Proteins und zeigt das
Fehlen von Tertidrstruktur (Abb. 3.30 B). Die fehlende Tertidrstruktur, aber vorhandene

Sekundirstruktur, kdnnte ein Hinweis auf das Vorliegen eines alternativ gefalteten Zustandes sein.

Die Fluoreszenzspektren des InlB,4; zeigen iiber einen pH-Bereich von 4 bis 9 keine signifikanten
Unterschiede beziiglich der Fluoreszenzintensitidt und der Lage der maximalen Emission (Abb. 3.31).
Bei pH> 10 bzw. pH <3 nimmt die Fluoreszenzquantenausbeute ab, die Lage des Maximums
(Amax = ~ 348 nm) bleibt aber noch unverdndert. Bei pH 2 liegt InIBy,; in einer sdure-denaturierten
Form vor, was durch die starke Abnahme in der Fluoreszenzemission und der Verschiebung des
Emissionsmaximums nach 355 nm wiedergespiegelt wird. Bei einer Proteinlosung, die in 6 M GdmCl
denaturiert wurde, liegt das Maximum ebenfalls bei 355 nm, nur ist die Fluoreszenzintensitit um das
1.6-fache erhoht. Bei pH 2 wird die Fluoreszenzemission der Chromophore der LRR-Doméne
anscheinend in einem stirkeren Malle geloscht, als dies im chemisch-denaturierten Zustand der Fall
ist. Wird der pH-Wert durch Zugabe von 50 mM HCI auf pH 1.4 erniedrigt, so ist eine Verschiebung
des Emissionsmaximums zu kiirzeren Wellenldngen hin zu beobachten. Das Maximum liegt bei
340 nm, wahrend die Fluoreszenzintensitit im Vergleich zum Zustand bei pH 2 unverdndert bleibt.
Dieses Resultat konnte durch eine Kompaktierung des sauer-denaturierten Zustandes durch die
erhohte Salzkonzentration bei 50 mM HCI im Vergleich zu 20 mM Glycin pH 2 zu erklédren sein.

Ahnliche Beobachtungen wurden auch bei der B-Lactamase gemacht (Goto et al., 1990b).
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Abb. 3.31: Fluoreszenzemissionsspektren von InlB,,; bei
verschiedenen pH-Werten in Abwesenheit von
NaCl
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Fluoreszenzemissionsspektren (Anregung: 280 nm) von InlByy,
bei verschiedenen pH-Werten in Abwesenheit von NaCl. Die
verwendeten Puffer (jeweils 20 mM) waren folgendermafien
zusammengesetzt pH 10.0 : CAPS/NaOH, 9.0: CHES/NaOH,
8.0: Bicine/NaOH, 7.5: MOPS/NaOH, 6.0: MES/NaOH, 5.0,
4.0: Na-Acetat, 3.0, 2.0: Glycin/HCl, HCl: 50 mM HCI,
GdmCl: 6 M GdmCl, pH 7.5. Die Proteinkonzentration betrug
10 pg ml" und die Messtemperatur 10 °C.
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In Abwesenheit von Salz zeigt InlBy; im Fern-UV-CD-Spektrum einen Verlauf, der die
Charakteristika eines denaturierten Proteins besitzt (Johnson, 1990). Das Minimum liegt bei 200 nm
mit einer Elliptizitit von [@]yrw = -18300 deg cm® dmol” (Abb. 3.32). Eine Titration des Proteins mit
NaCl bis zu einer Endkonzentration von 500 mM Salz resultierte in einer drastischen Verdnderung des
Fern-UV-CD-Spektrums. Das ausgepriagte Minimum bei 200 nm verschob sich zu groBeren
Wellenléngen hin (208 nm bei 500 mM NaCl), und die Schulter bei 220 nm wurde stirker ausgebildet.
Diese Anderungen konnten einerseits auf die Induktion von Sekundirstrukturelementen hindeuten,
resultieren aber hochstwahrscheinlich aus einer Kompaktierung des sauer-denaturierten Zustandes.
Durch die erhdhte Konzentration an Chloridionen in der Losung erfolgt eine Abschirmung der
positiven Ladungen im entfalteten Protein und eine Verminderung der Ladungsabsto3ung. Aufgrund
der intrinsischen hydrophoben Kréfte kann ein Kollaps zu einem kompakteren Zustand erfolgen (Fink
et al., 1994). Dieser Effekt konnte auch beim Cytochrom ¢ und Apomyoglobin beobachtet werden
(Goto et al., 1990b). Das Spektrum in Gegenwart von 500 mM NaCl hat die charakteristischen
Merkmale einer B-reichen Struktur (Minimum bei 208 nm und eine leichte Schulter bei 220 nm).
Denkbar wire hier auch die Existenz eines aggregierten Zustandes, was aber noch zu untersuchen
wire. Die salzinduzierte Struktur zeigte jedoch noch deutliche Unterschiede zu der nativen Struktur

bei pH 7 auf.

0 1 — Abb. 3.32: Fern-UV-CD-Spektren von InlB,,; bei
— pH 2 in Abhéngigkeit von der
E -4000 - Salzkonzentration
Nﬁ < Fern-UV-CD-Spektren des InlBy,; bei pH 2 in
5 80004 — pH70, OmM Abhingigkeit von der Salzkonzentration. Die
& —— pH2.0, 0mM Salzkonzentration wurde zwischen 0 und 500 mM
= -12000 pH 2.0, 50 mM NaCl variiert und der verwendete Puffer war 20 mM
E pH 2.0, 100 mM Glycin/HCI, pH 2. Die Spektren wurden mit einer
B -16000 \/ —— pH 2.0,200 mM Proteinkonzentration von 250 pg ml"! und bei 10 °C
= — pH2.0,300 mM gemessen. Als Referenz diente das Spektrum in
20000 pH 2.0, '500 mM 20 mM MOPS/NaOH, pH 7.5. Die
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Die Analyse der Tertidrstruktur vom InlB,4 bei pH 2 in Abhéingigkeit von der Salzkonzentration
konnte anhand der Fluoreszenzeigenschaften des einzelnen Tryptophans an der Position 124 sehr gut
durchgefiihrt werden (Abb. 3.33 A und B). In Abwesenheit von Salz ergab sich ein Spektrum mit einer
maximalen Fluoreszenzemission bei 355 nm, welches einem chemisch-denaturierten Protein
entspricht. Zugabe von NaCl resultierte in einer Verschiebung des Emissionsmaximums zu kiirzeren
Wellenléngen hin, und eine Zunahme der Fluoreszenz konnte beobachtet werden. Die Verschiebung in
den kurzwelligen Bereich erfolgte um insgesamt 18 nm von 352 nach 334 nm (in Gegenwart von
500 mM NaCl), und die Amplitude nahm im Maximum um das 1.4-fache zu. Diese Ergebnisse deuten

darauf hin, dass das Tryptophan in Gegenwart von hohen Salzkonzentrationen keinen direkten
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Losungsmittelzugang mehr aufweist und in einer hydrophoben Umgebung lokalisiert vorliegen muss,
entsprechend einem kompakten Zustand. Das Maximum der Fluoreszenzemission des InlBy4; in
Gegenwart von 50 mM NaCl liegt bei 344 nm, was nahe dem Emissionsmaximum des Proteins in
50 mM HCI liegt (Abb. 3.31). Dies wiirde dafiir sprechen, dass die in Abb. 3.31 beobachtete
Blauverschiebung im Vergleich zu dem Spektrum in 20 mM Glycin pH 2 durch den erhdhten
Salzeftekt hervorgerufen wurde. Oberhalb von 500 mM NacCl scheint keine signifikante Verschiebung
zu kiirzeren Wellenldngen hin mehr zu erfolgen (Abb. 3.33 B).
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Abb. 3.33: Fluoreszenzemissionsspektren von InlB,4; bei pH 2 in Abhéingigkeit von der Salzkonzentration

A zeigt die Fluoreszenzemissionsspektren (Anregung: 280 nm) von InlB,4; bei pH 2 in Abhéngigkeit von der
Salzkonzentration. B zeigt die Anderung der maximalen Fluoreszenzemission in Abhingigkeit von der
Salzkonzentration. Die Messungen wurden in 20 mM Glycin/HCIL, pH 2 bei 10 °C mit einer Proteinkonzentration
von 10 ug ml™" durchgefiihrt.

3.3.3.2 Strukturelle Charakterisierung des alternativ gefalteten Zustandes

Des ofteren konnte bei den durch Anionen induzierten, partiell gefalteten Zustinden von sdure-
denaturierten Proteinen eine verstirkte Neigung zur Aggregation festgestellt werden (Fink et al.,
1994). Um bei den hier weiterfithrenden Untersuchungen des alternativ gefalteten Zustandes sicher
gehen zu konnen, dass es sich bei den oben beschriebenen spektroskopischen Eigenschaften um die
des monomeren Proteins handelt, wurden Lichtstreuungsmessungen durchgefiihrt.

Zunichst wurde eine Losung des sauer-denaturierten Proteins bei pH 2 in Abwesenheit von Salz
vermessen. Aus der Messung der dynamischen Lichtstreuung (DLS) konnte ein Stokesradius (Rs) von
3.74 nm und aus der Messung der statischen Lichtstreuung (SLS) ein apparentes Molekulargewicht
von 19.9 kDa bestimmt werden, was auf einen monomeren Zustand des InlBy4; bei pH 2 hindeutete.
Ein gesteigertes Aggregationsverhalten des Proteins konnte selbst iiber einen ldngeren Zeitraum von
einigen Monaten nicht festgestellt werden. Nach Zugabe von 100 mM NaCl zu der Proteinlosung
wurde ein etwas kleinerer Stokesradius von Rg = 3.16 nm bestimmt, was fiir eine Kompaktierung des
sauer-denaturierten Proteins sprach. Ein &hnlicher Effekt der Kompaktierung konnte auch im Fern-

UV-CD und in der Fluoreszenz beobachtet werden (Abb. 3.32 und 3.33). Bei diesen
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Salzkonzentrationen konnte eine langsam verlaufende Aggregationskinetik detektiert werden. Uber
einen Zeitraum von mehreren Stunden dnderte sich der monomere Zustand praktisch nicht. Erst nach
ungefdhr 15 h konnte eine Zunahme von Aggregaten in der Losung beobachtet werden. Fiir die
spektroskopische Charakterisierung der Wirkung von NaCl auf den alternativ gefalteten Zustand
wurden die Proteinlosungen stets frisch angesetzt und innerhalb weniger Stunden vermessen. Einen
verfilschenden Einfluss moglicher Aggregate auf die gemessenen spektroskopischen Signale kann

somit ausgeschlossen werden.

Die Exposition von Tryptophanen in einem bestimmten Zustand eines Proteins ldsst sich besonders
gut durch die Messung des Loschens (,,quenchens®) der Tryptophanfluoreszenz durch einen externen
Quencher bestimmen. Acrylamid ist ein solch effektiver Quencher. Aufgrund des polaren Charakters
des Acrylamidmolekiils ist es nicht in der Lage, die Fluoreszenz von vollstindig verborgenen
Tryptophanresten zu quenchen, daflir aber die von oberflichenexponierten oder nur teilweise

verborgenen Tryptophanen.

Abb. 3.34: Auftragung der Fluoreszenzloschung
des InlB,4; nach Stern-Volmer

Auftragung der Fluoreszenzloschung des InlB,4; gegen
die  Acrylamidkonzentration unter verschiedenen
Bedingungen: pH 7.5 (o), pH 2 (A), pH 2 100 mM
NaCl (m) und pH 2 500mM NaCl (V). Die
durchgezogenen Linien stellen die Regression der Daten
nach der Stern-Volmer-Gleichung dar. Die Messungen
erfolgten bei 10 °C mit einer Proteinkonzentration von
10 pgml'. Die verwendeten Puffer waren 20 mM
MOPS/NaOH, 1 mM EDTA, pH 7.5 und 20 mM
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In Abbildung 3.34 ist der sogenannte Stern-Volmer-Plot fiir die Loschung der intrinsischen
Proteinfluoreszenz des InlB,4; bei pH 7.5 und pH 2 dargestellt. In Tabelle 3.13 sind die Quench-
Konstanten Kgy fiir die verschiedenen Messbedingungen dargestellt. Fiir den nativen und in 6 M
GdmCl entfalteten Zustand ergaben sich identische Kgy-Konstanten, was durch die relativ hohe
Loésungsmittelexposition des Tryptophan 124 in der LRR-Doméne zu erkléren ist. Unter denaturierten
Bedingungen bei pH 2 stieg der Wert fiir die Quench-Konstante. Dies wiirde darauf hindeuten, dass
das Tryptophan im sauer-denaturierten Zustand zugénglicher fiir das Acrylamid wird, als dies unter
chemisch-denaturierten Bedingungen der Fall ist. Eine &hnliche Beobachtung konnte auch in den
Fluoreszenzspektren in Abb. 3.31 gemacht werden. Die Fluoreszenz des in pH 2 denaturierten Proteins
wurde stérker geloscht als in 6 M GdmCl. In Gegenwart von 6 M GdmCl ist aber auch die Viskositét
der Losung sehr stark erhoht, was einen Effekt auf die Kgy-Konstante hat und nicht zu vernachlédssigen
ist (es erfolgte keine Korrektur der Viskositéit). Wird die Salzkonzentration bei pH 2 erhoéht, so konnte

eine deutliche Anderung in den Quench-Konstanten beobachtet werden. Die Zuginglichkeit des
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Tryptophans fiir Acrylamid nahm in Gegenwart von 100 mM NaCl auf 6.41 M und bei 500 mM
NaCl auf 4.60 M™" ab. Diese Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass sich das Tryptophan bei
pH 2 in Gegenwart von moderaten Salzkonzentrationen in einer hydrophoben Umgebung befinden
muss und gut gegen das Acrylamid abgeschirmt ist. Dieses Resultat ist {ibereinstimmend mit der
Blauverschiebung des Fluoreszenzemissionsmaximums und den Anderungen im Fern-UV-CD Signal

bei pH 2 nach Zugabe von NaCl.

Tab. 3.13: Quench-Konstanten des InlB,4; bei verschiedenen pH-Werten

InlB,4 Ksv [M]
pH 7.5 7.7
6 M GdmCl, pH 7.5 7.9
pH 2 10.4
100 mM NaCl, pH 2 6.4
500 mM NaCl, pH 2 4.6

Die verwendeten Puffer sind bei Abb. 3.33 angegeben.

Eine weitere Charakterisierung des Faltungszustandes des InlB,4; unter sauren Bedingungen erfolgte
durch Interaktionsstudien des Proteins mit dem hydrophoben Farbstoff 1-Anilino-8-naphtalensulfonat
(ANS). Die unpolare Anilino-Naphtalengruppe des ANS-Molekiils bindet an 16sungsmittelexponierte
hydrophobe Oberflachenbereiche von Proteinen und dndert dabei seine Fluoreszenzeigenschaften
(Slavik, 1982; Engelhard & Evans, 1995). Die Bindung resultiert in einer Verschiebung des
Emissionsmaximums und einem Anstieg der Fluoreszenzquantenausbeute, sobald sich der Farbstoff in
einer unpolaren Umgebung befindet. Solch eine Umgebung wird durch hydrophobe Regionen
bereitgestellt, wie sie auch in einem partiell strukturierten Protein zu finden sind. In einer wissrigen,
nicht an ein Protein gebundenen Umgebung, wird die Fluoreszenzemission des ANS-Molekiils

wirkungsvoll durch die Losungsmittelmolekiile geloscht (Kirk et al., 1996).

In Abbildung 3.35 A sind die Fluoreszenzspektren des ANS bei verschiedenen pH-Werten in
Anwesenheit von 0.43 uM InIB,4; abgebildet. Das ANS wurde in einem 100-fachen Uberschuss,
bezogen auf die molare Proteinkonzentration, zu der Proteinlosung gegeben. Ab einem pH-
Wert kleiner gleich 3 war in den Fluoreszenzemissionsspektren eine Interaktion des Proteins mit ANS
erkennbar. Bei einer Anregung des ANS-Fluorophores bei 350 nm war zwischen den Zustinden bei
pH 3, pH 2 und in 50 mM HCI ein deutlicher Unterschied in der Fluoreszenzemission zu erkennen.
Interessanterweise wies die Emission bei pH 3 im Vergleich zu pH 2 eine um den Faktor 1.8 und in
50 mM HCI eine um den Faktor 2.3 gesteigerte Intensitdt auf. Oberhalb von pH 4 und in 6 M GdmCl
war keine Fluoreszenz zu beobachten, was darauf hindeutet, dass unterhalb von pH 3 exponierte

hydrophobe Bereiche vorliegen miissen, an welche das ANS binden kann.
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Die Messtemperatur lag bei 10 °C.

Ob eine wirkliche Bindung des ANS an das sauer-denaturierte InlB,4; erfolgte, sollte mittels CD-
Spektroskopie untersucht werden. In Abbildung 3.35 B ist die Bindung von verschiedenen ANS-
Konzentrationen bei pH 2 an das Protein, verfolgt im Fern-UV-CD, abgebildet. Bei pH 2 ist wieder
das charakteristische Fern-UV-CD-Spektrum eines entfalteten Proteins mit dem ausgeprigten
Minimum bei 200 nm zu erkennen ([@]urw = -20000 deg cm® dmol™). Mit steigendem molaren
Uberschuss an ANS (Proteinkonzentration 6.4 uM) nahm die Elliptizitiit bei 200 nm sukzessive ab und
das Minimum verschob sich zu groBBeren Wellenldngen hin. Bereits in Gegenwart von 6.4 uM ANS
erfolgte eine Abnahme der Elliptizitit bei 200 nm. Ab einem 20-molaren Uberschuss an ANS bildete
sich eine Schulter bei ungefdhr 220 nm aus. Zudem war ein Maximum bei 195 nm zu erkennen,
welches mit weiter steigender Konzentration an ANS deutlich zunahm. In Gegenwart eines 50-
molaren Uberschusses an ANS (320 uM ANS) zeigte das Fern-UV-CD Spektrum die typischen
Charakteristika eines a-helikalen Proteins. Es hatte ausgeprégte Minima bei 220 und 210 nm und ein
Maximum bei 195 nm. Die Sekundérstrukturvorhersage mit Hilfes des Programmes CDSSTR ergab
einen a-Helix-Gehalt von ungefidhr 60 %. Die Zugabe des hydrophoben Farbstoffes ANS scheint

somit einen Zustand bei pH 2 zu induzieren, der reich an Sekundérstruktur ist.
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Im Nah-UV-CD-Spektrum war ab einem 10-molaren Uberschuss an ANS eine beginnende
Verianderung des Spektrums zu beobachten (Abb. 3.35 C). Mit steigendem ANS-Gehalt in der
Proteinldsung wird ein sehr prominentes Minimum bei 280 nm induziert. Das Nah-UV-CD-Spektrum
des InlB,4; unter nativen Bedingungen bei pH 7.5 weist ausschlieBlich einen positiven Verlauf auf
(siehe Abb. 3.30 B). Die hier beobachteten Anderungen im CD bei 280 nm k&nnten durch das ANS
selbst erkldrt werden. Der Farbstoff besitzt ein sehr ausgepréigtes Absorptionsspektrum mit typischen
Maxima bei 350, 280 und 210 nm. Die Bindung bei pH 2 an InlB,4; und die daraus folgende induzierte
Struktur konnte das ANS-Molekiil in einer asymmetrischen Umgebung immobilisieren, was in einer
negativen CD-Bande bei 280 nm resultieren kdnnte.

In Gegenwart eines 100-molaren Uberschusses an ANS war die Proteinldsung triilbe, was auf einen
Aggregationsprozess hindeutete. Um sicher gehen zu kdénnen, dass in Gegenwart von 320 uM ANS
die Proteinlosung keine Aggreagte enthielt, wurden Lichtstreuungsmessungen durchgefiihrt.
Uberraschenderweise zeigten die Ergebnisse der DLS-Messungen, dass bei einem S50-molaren
Uberschuss an ANS kein monomeres InlB,s; mehr in der Loésung zu detektieren war. Es konnte
hingegen ein oligomerer Zustand identifiziert werden, der einen Stokes-Radius von Rg = 9.9 nm besaB.
Die apparente Molekularmasse dieses oligomeren Zustandes betrug 846 kDa. Unter der Annahme es
handelt sich um ein monodisperses Oligomer, so wiirde dieses, basierend auf der apparenten
Molekularmasse des monomeren InlB,4; bei pH2 (19.9 kDa), aus ca. 43 Monomeruntereinheiten
bestehen. Aufgrund der geringen GroBe im Vergleich zu aggregierten bzw. filamentdsen Oligomeren,
konnte vermutet werden, dass eine Art Proteinmicelle gebildet wurde, in welcher das ANS

eingeschlossen vorliegt.

3.3.33 Stabilitit und Faltung unter sauren Bedingungen

Unter 3.3.3.1 konnte gezeigt werden, dass die LRR-Doméne des Internalin B bei pH 2 in Gegenwart
von moderaten Salzkonzentrationen einen alternativ gefalteten Zustand ausbildet. Im folgenden sollte
versucht werden die Stabilitdt und mogliche Faltung dieses Zustandes niher zu charakterisieren.

Es wurden Hamnstoff-induzierte Gleichgewichtsiibergdnge in Abhéngigkeit von dem pH-Wert bei
einer Salzkonzentration von 100 mM NaCl gemessen. Uber einen pH-Bereich von 4.5 bis 9.5 konnte
jeweils ein kooperativer und vollstindig reversibel verlaufender Denaturierungs- und
Renaturierungsiibergang detektiert werden (Abb. 3.36 A). Unterhalb von pH 4.5 bzw. oberhalb von
pH 9.5 konnten die Gleichgewichtsiibergdnge aufgrund der verringerten Stabilitdt des InlB,4; nicht
mehr zuverldssig mit einem Zweizustandsmodell ausgewertet werden. Ansonsten konnten die
Datenpunkte aller Ubergiinge mit einem Zweizustandsmodell beschrieben werden (Tabelle 3.14).
Betrachtet man die freie Enthalpie der Entfaltung AGy bzw. den Ubergangsmittelpunkt als MaB fiir die
Stabilitit des InlB,4;, so konnte eine drastische Abnahme unterhalb von pH 5.0 beobachtet werden.
Stabilititsmessungen mittels DSC konnten hingegen bis zu einem pH-Wert von 3.5 durchgefiihrt

werden (siehe 3.3.1.3). Hierbei ergab sich eine Schmelztemperatur T,, von ungefdhr 31.5 °C.



102 Ergebnisse und Diskussion

Tab. 3.14: Ergebnisse der Harnstoff-ﬁbergﬁnge des InlB,4; bei verschiedenen pH-Werten

pH AGy [keal mol‘l] m [Kkcal mol™ M"] Cn [M]
4.5 29+0.2 3.1+0.1 0.9
5.0 5.7+0.1 3.8+0.1 1.5
5.5 6.0+0.3 40+0.2 1.5
6.5 6.0+ 0.3 39+0.2 1.5
7.5 54+0.2 39+0.2 1.4
8.5 48+03 3.7+£0.2 1.3
9.5 39+0.2 3.7+0.1 1.1

Die verwendeten Puffer sind bei Abb. 3.34 angegeben.

Die Abhéngigkeit der freien Enthalpie der Entfaltung AGy vom pH-Wert zeigt eine maximale
Stabilitit bei pH 6.0 (Abb. 3.36 B). Dies ist erwartungsgemél iibereinstimmend mit den Resultaten der
T."'-Bestimmung aus den DSC-Experimenten in Abhingigkeit vom pH-Wert (siche 3.3.1.3).
Berechnet man mit Hilfe der Gibbs-Helmholtz-Gleichung (Gl. 2.19) die AGy-Werte fiir 10 °C aus den
DSC-Léiufen bei den verschiedenen pH-Werten, mit AC, = 3.21 kcal mol’ K!, so erhilt man ein
Stabilitatsprofil, welches dem aus den Gleichgewichtsiibergidngen entspricht. Einige der berechneten
AGy-Werte weichen drastisch von den aus den Gleichgewichtsiibergédngen bestimmten ab. Dies ist
durch die problematische Abschétzung des AH,, aufgrund der Aggregation zu erkliren (siche 3.3.1.3).
Ein Unterschied in der verwendeten Auswertemethode (ob Integration des DSC-Peaks oder

Anwendung eines Zweizustandsmodells) kann nicht beobachtet werden.
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Abb. 3.36: Stabilitéit von InlB,4, bei verschiedenen pH-Werten

A zeigt Harnstoff-induzierte Gleichgewichtsiibergénge von InlB,4; bei verschiedenen pH-Werten. Abgebildet
sind die De- und Renaturierungsiibergéinge bei pH: 9.5 (@), 8.5 (), 7.5 (®), 6.5 ( ), 5.5 (®), 5.0 (¢) und 4.5 (»).
Die durchgezogenen Linien stellen die Regression der Daten nach einem Zweizustandsmodell dar. Die
verwendeten Puffer (jeweils 10 mM) waren pH 9.5: CHES/NaOH, 8.5: Bicine/NaOH, 7.5, 6.5: MOPS/NaOH,
5.5, 5.0: MES/NaOH, 4.5: Na-Acetat mit ] mM EDTA, 100 mM NaCl. Die Messungen wurden bei 10 °C mit
einer Proteinkonzentration von 5 ugml' durchgefiihrt. B zeigt die Abhingigkeit der freien Enthalpie der
Entfaltung vom pH-Wert. Aufgetragen sind die AGy-Werte der Harnstoff-induzierten Gleichgewichtsiibergéinge
(®) und der aus den DSC-Experimenten bei verschiedenen pH-Werten berechneten. Dies erfolgt zum einen mit
den AH_,-Werten aus der Integration der DSC-Peaks mit kubischer Basislinie (A) und mit denen resultierend

aus der Anwendung eines Zweizustandsmodells (O).
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Bei den DSC-Messungen erwies sich der alternativ gefaltete Zustand gegeniiber thermisch-induzierter
Denaturierung bei pH2 in Gegenwart von 100 mM NaCl als &duferst instabil (Abb. 3.37).
Temperaturiibergidnge gemessen im Fern-UV-CD lieferten keine auswertbare Entfaltung. Dies war in
Bezug auf die spektroskopischen FEigenschaften, gemessen im Fern-UV-CD, auch zu erwarten
gewesen. Hier zeigte sich in Gegenwart von 100 mM NaCl nur eine minimale Unterscheidung zum

random coil Zustand.
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Abb. 3.37: Thermische Denaturierung von InlB,; bei
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In Anwesenheit eines 50-molaren Uberschusses an ANS (320 pM) konnte die Ausbildung eines
oligomeren Zustandes, welcher reich an a-helikaler Sekundarstruktur war, beobachtet werden (sieche
3.3.3.2). Es stellte sich die Frage, ob dieses Oligomer stabil genug war, um es thermodynamisch
untersuchen zu konnen. Aus diesem Grund wurde eine temperatur-induzierte Entfaltung im Fern-UV-
CD bei 222 nm gemessen (Abb. 3.37). Der Temperaturiibergang dieses oligomeren Zustandes
resultierte in einer kooperativen Entfaltung mit einem T,-Wert von 42.2 °C. Der Ubergang verhielt
sich, wie bei den anderen InIB-Konstrukten auch, als thermisch irreversibel und resultierte in einer
Aggregation der Proteinlosung. Der beobachtete T,,-Wert ist fiir ein Oligomer dieser Grofe nicht sehr
hoch, woraus geschlossen werden konnte, dass entweder die Interaktionen zwischen den einzelnen
Proteinuntereinheiten nicht sehr stark sind oder der monomere Zustand eine zu geringe Stabilitat

aufweist.

Beim Einbringen des InlB,g4; in pH 2-Puffer zeigte sich eine vollstandige Entfaltung (siche 3.3.3.1). Da
die Spektren bei den verschiedenen pH-Puffern nach lidngerer Inkubationszeit, also eher im
Gleichgewicht, vermessen wurden, sollten die kinetischen Aspekte der Faltung bei pH 2 untersucht
werden. Der zeitliche Verlauf der Entfaltung der Tertidrstruktur beim Sprung von pH 7.5 nach pH 2
lieB sich mit Hilfe von stopped-flow-Messungen der Anderungen in der Tryptophanfluoreszenz
verfolgen (Abb. 3.38 A). Die relativ schnelle Kinetik konnte mit einer monoexponentiellen Gleichung
beschrieben werden und lieferte eine Geschwindigkeitskonstante von k,”* = 0.17 s. Die Anderung in

der Fluoreszenzamplitude konnte vollstindig aufgeldst werden, d. h. es wurde keine Totzeitamplitude
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detektiert. Die Renaturierung des sauer-denaturierten InlB,s;; konnte durch einen entgegengesetzt
verlaufenden pH-Sprung initiiert werden. Der kinetische Verlauf lie sich am besten mit einer
biexponentiellen Gleichung beschreiben und lieferte eine schnelle Phase mit einer
Geschwindigkeitskonstanten von kp”'=0.26s' und einer zweiten langsameren Phase von
ke =0.02 s, Das Endsignal der Renaturierung erreichte zwar das Signal des nativen Proteins in
pH 7.5, jedoch wurde zu Beginn der Kinetik eine Totzeitamplitude detektiert. Der Amplitudenverlust

wiahrend der Totzeit der Messung (~5ms) entsprach ungefihr 40 % von der gesamten

Signaldnderung.
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Abb. 3.38: pH-Sprung-induzierte Faltungs- und Entfaltungskinetiken des InlB,4;

A zeigt die durch einen pH-Sprung initiierten Faltungs- (—) und Entfaltungskinetiken () des InlB,4;, gemessen
mittels stopped-flow-Fluoreszenz (Anregung: 280 nm). B zeigt die entsprechenden Faltungs- (—) und
Entfaltungskinetiken () gemessen mittels stopped-flow-Fern-UV-CD (bei 220 nm). Die schwarzen Linien
reprasentieren die native und denaturierte Kontrolle (—) des Proteins. Die verwendeten Puffer waren 20 mM
MOPS/NaOH, pH 7.5 und 20 mM Glycin/HCI, pH 2. Die Proteinkonzentration lag bei 5 ug ml” bei den
Fluoreszenz- und 30 ug ml™ bei den CD-Messungen. Alle Messungen erfolgten bei 10 °C.

Ein Ansatz fiir die Begriindung der fehlenden 40 % in der Bildung der Tertiérstruktur wére, dass diese
auf strukturelle Verdnderungen in der Sekundérstruktur zuriickzufiihren sind. Aus diesem Grund
wurden die kinetischen Abldufe mittels stopped-flow-Fern-UV-CD charakterisiert. Die Denaturierung
beim Sprung nach pH 2 verlief ebenfalls in einer Kinetik, die einem monoexponentiellen Verlauf
entsprach (Abb. 3.38 B). Die Geschwindigkeitskonstante betrug k,’" =0.16s", was der aus den
Fluoreszenzmessungen bestimmten Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung entsprach. Diese
Beobachtung wiirde dafiir sprechen, dass die Tertiéir- und Sekundérstruktur beim Uberfiihren in pH 2
in einem vergleichbaren Zeitfenster entfalten. Die Renaturierung von in pH 2 denaturiertem InlB,4;
folgte einem Verlauf, welcher auch mit einer biexponentiellen Funktion beschrieben werden musste.
Die Geschwindigkeitskonstanten der zwei Phasen lagen bei kePM =0.32 s fiir die schnelle und bei
kp"=0.02s" fiir die langsame. Im Gegensatz zu den Fluoreszenzkinetiken war bei den CD-
Messungen die vollstindige Amplitudendnderung erfassbar. Aufgrund der geringen CD-Signale und

relativ starken Streuung der Messdaten, ist der Unterschied von ungefihr 20 % in den
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Geschwindigkeitskonstanten der schnellen Phase als nicht signifikant zu betrachten. Aus der
Ubereinstimmung der zwei Geschwindigkeitskonstanten, sowohl aus den Fluoreszenz- als auch den
CD-Messungen, kann eine Anderung der Sekundirstruktur als Ursache fiir die beobachtete
Totzeitamplitude ausgeschlossen werden. Denkbar wire hier ein Kollaps des denaturierten Zustandes.

Vergleicht man die logarithmierten apparenten Geschwindigkeitskonstanten der zwei Faltungsphasen
ausgehend vom sauer- bzw. chemisch-denaturierten Protein miteinander, so liegen diese auf einer
Geraden (siche Abb. 3.20C). Dies spricht dafiir, dass die Art der Denaturierung eines Proteins nicht
ausschlaggebend fiir die Faltungsreaktion ist. Bei der Uberfilhrung des denaturierten Proteins zu
»hativen“ Bedingungen kommt es zu einer Reorganisation der entfalteten Proteinkette und zur

Initiierung der Faltungsreaktion.

Die unter 3.3.3 gewonnenen Ergebnisse zur sdure-induzierten Entfaltung bei pH 2 in Abwesenheit von
Salz zeigen, dass InlB,4; ein Typ I Protein nach der Klassifizierung von Fink ef al. ist, und direkt vom
nativen (N) in einen sdure-denaturierten Zustand (U,) iibergeht (Fink et al., 1994). Solche
Beobachtungen konnten z. B. auch bei der B-Lactamase, dem Cytochrom c und der Ribonuklease A
gemacht werden (Fink ef al., 1994). Die Renaturierung des in pH 2 entfalteten Proteins verlduft iiber
ein kinetisches Intermediat (Iyi), wihrend die Denaturierung in pH 2 einer einphasigen Reaktion folgt.
Nach Zugabe von moderaten Konzentrationen an NaCl wird eine Kompaktierung des séure-
denaturierten Proteins zu einem anderen Zustand (A) beobachtet, was wahrscheinlich aus der
Anlagerung von Anionen an die positiv geladenen Gruppen der Aminosédureseitenketten im Protein
resultiert (Goto et al., 1990a). Dies bewirkt eine Abschirmung der abstoB3enden positiven Ladungen im
Protein und eine Ausbildung von hydrophoben Interaktionen. Die Existenz eines hydrophoben Kerns
kann durch ANS-Bindung und eine reduzierte Zugénglichkeit gegeniiber quenchenden Substanzen
nachgewiesen werden. In Gegenwart eines auf die Proteinkonzentration bezogenen 50-molaren
Uberschuss an ANS, kommt es zu einer Oligomerisierung (bestehend aus ca. 43 Monomereinheiten)
des sauer-denaturierten Proteins. Nach Ildngeren Inkubationszeiten in Gegenwart von mehr
als 100 mM NacCl kann eine Aggregation beobachtet werden.

Diese Beobachtungen konnten durch das in Abbildung 3.39 dargestellte Minimalmodell zum

Faltungsverhalten des InlB,4; im Sauren beschrieben werden.
Oligomer

TANS, pH 2

NaCl t
- A s » Aggregate

N—U,

k‘él/kfl

Abb. 3.39: Minimalmodell fiir das Faltungsverhalten der LRR-Domiéine unter sauren Bedingungen
Die Erlduterung der Buchstaben erfolgte im Text. kg und kg, sind die apparenten
Geschwindigkeitskonstanten der zwei Phasen wihrend der Faltungsreaktion.
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4. Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

Wahrend bisher die Erforschung der leucine-rich repeat Proteine nahezu ausschlieBlich auf die
Untersuchung der Funktion innerhalb der zelluldren Prozesse bzw. den Mechanismus der Bindung
ausgerichtet war, wurde der Aspekt der generellen Prinzipien der Stabilitit und Faltung dieser
Proteinklasse vernachléssigt.

In dieser Arbeit wurde die LRR-Doméne (InlB,y4;), sowie die sogenannte Internalin-Superdoméne
(InlB3,,*) des Invasionsproteins Internalin B des Bakteriums Listeria monocytogenes untersucht.
Beide Doménen lieBen sich rekombinant in E. coli in 16slicher Form exprimieren. Sie waren aufgrund
der spektroskopischen Eigenschaften als nativ gefaltet anzusehen und sollten der biophysikalischen

Charakterisierung beziiglich der Stabilitit und der Faltungseigenschaften dienen.

Kooperatives Zweizustandsverhalten der Entfaltung der LRR-Domiine

Proteine mit einer repeat-reichen Struktur unterscheiden sich von typischen globuldren Proteinen
darin, dass ihre Tertidrstruktur aus einer reguldren und linearen Anordnung von Modulen besteht, die
nur liber kurzreichende Wechselwirkungen miteinander interagieren. Diese modulare Architektur lasst
vermuten, dass auch die Stabilitdt der LRR-Doméne einen modularen Charakter aufweist, d. h., dass
sich die individuellen repeats moglicherweise thermodynamisch unabhéngig voneinander verhalten
und unabhéngig von ihren benachbarten repeats falten. Dies konnte in einer aktuellen Studie an der
Ankyrin-Doméne des Notch Rezeptors gezeigt werden. Die Gesamtstabilitit des Proteins setzt sich
aus der Summe der Einzelstabilititen von unterschiedlichen Konstrukten, die sich in der Anzahl der
repeats unterscheiden, zusammen (Mello & Barrick, 2004). Entgegen der modularen Architektur von
LRR-Domiénen, kann fir die LRR-Doméne des InlB,4; kein Hinweis auf eine solche modulare
Stabilitdt gefunden werden. Denaturierungsmittelinduzierte Gleichgewichtsiiberginge mit einem
Mittelpunkt bei 0.7 M GdmCl zeigen, dass diese Doméne eine reversibel und kooperativ faltende
Einheit darstellt. Die Signaldnderungen, die sowohl in der Fluoreszenz als auch im Fern-UV-CD zu
beobachten sind, zeigen einen identischen sigmoidalen Verlauf und erfiillen die Kriterien zur
Anwendung eines Zweizustandsmodells der Faltung. Obwohl die thermisch-induzierte Entfaltung nur
zu ~60 % reversibel verlduft, kann ein Vergleich der AH.,- und AH, y-Werte die Giiltigkeit eines
Zweizustandmodells zur Auswertung bekréftigen. Diese Feststellung ist nicht unbedingt
selbstverstindlich, da die aus sequentiell angeordneten repeats bestehende solenoide Tertidrstruktur
ohne weitreichende Wechselwirkungen stabilisiert wird. Das Zweizustandsverhalten spricht aber eher
fiir eine langreichende Kooperativitit, die sich liber die gesamte LRR-Domine erstreckt. Dies konnte
iiber die konkave Seite der LRR-Doméne erkldrt werden, auf welcher es durch die Stapelung der -
Faltblattstrange der einzelnen repeats zu einem ausgedehnten B-Faltblatt kommt. In diesem stehen die

einzelnen P-Faltblattstringe {iber Wasserstoffbriickenbindungen mit den benachbarten Stringen in
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Wechselwirkung. Es wire denkbar, dass durch diese weitreichenderen Interaktionen strukturelle
Verdnderungen, wie z. B. eine Entfaltung, dazu fiihren wiirden, dass die einzelnen repeats aufgrund
der gestorten Wechselwirkungen zwischen den B-Stringen in einem zusammenhéngenden Prozess
entfalten.

Vergleichbare Beobachtungen in der chemisch-induzierten Entfaltung konnten auch bei Proteinen mit
Ankyrin- oder B-Helix-Motiven gemacht werden (Tang et al., 1999; Kamen et al., 2000; Zhang &
Peng, 2000; Zweifel & Barrick, 2001a; Zeeb et al., 2002). Das in dieser Arbeit beobachtete
hochkooperative Faltungsverhalten der LRR-Domine des InlB widerspricht aber den Resultaten von
artifiziell entworfenen LRR-Proteinen (Stumpp et al., 2003). Diese konzipierten LRR-Proteine
bestehen aus drei bis fiinf repeats und besitzen anstelle der 3,o-Helices, wie sie im InlB zu finden sind,
o-Helices. Die Konstrukte zeigten zwar ein reversibles Faltungsverhalten, jedoch waren die
Anderungen in den Fluoreszenz- und CD-Signalen nicht iibereinstimmend und die freie Enthalpie der
Entfaltung sowie die Kooperativitidt der Gleichgewichtsiiberginge war signifikant geringer als fiir

globulére Proteine der gleichen Grofe zu erwarten gewesen wiére.

Aufgrund der verschiedenen Hinweise fiir das Vorliegen eines Zweizustandsmodells ist es auf diese
Weise moglich, thermodynamische Parameter zur Beschreibung der Stabilitdt zu ermitteln. Der sehr
hohe Kooperativititswert des Gleichgewichtsiibergangs von mgamei = 7.4 kcal mol M™'  deutet
ebenfalls auf ein ,,Alles-oder-nichts“ Prinzip hin und lisst keine Entfaltung von individuellen repeats
erkennen. Denn eine individuelle und unabhingige Entfaltung von einzelnen repeats sollte in einer
eher flachen Ubergangskurve resultieren. Die Anderung der Exposition der Proteinoberfliche wihrend
der Entfaltung ist im Allgemeinen nicht nur ein MaB fiir den m-Wert, sondern auch fiir die Anderung
der partiellen molaren Warmekapazitdt ACp wihrend der Entfaltung. Bei globuldren Proteinen, deren
Faltung einem Zweizustandsmodell folgt, kann fiir diese beiden Parameter beobachtet werden, dass es
eine direkte lineare Relation zwischen der Quantitdt dieser thermodynamischen Parameter und der
geschitzten Anderung in der Oberflichenzugiinglichkeit wihrend der Entfaltung gibt (Myers et al.,
1995). Fiir InIB,4; kann ein ACp von 3.51 £ 0.35 kcal mol™" K™ bestimmt werden, welcher mit dem aus
der Aminosiuresequenz vorhergesagten von 3.31 kcal mol™ K™ iibereinstimmt. Uberraschenderweise
zeigen die theoretisch berechneten m-Werte fiir die Denaturierung in GdmCl bzw. Harnstoff in beiden
Féllen einen um ungefdhr 30 % kleineren Wert, als experimentell beobachtet wird. Elongierte Proteine
besitzen im nativen Zustand ein groBes Oberflichen-Volumen-Verhéltnis, weswegen wihrend der
Entfaltung nur eine kleinere Anderung der Losungsmittelzuginglichkeit der Oberfliche eintreten
sollte. Zu erwarten wire deswegen ein kleinerer m-Wert. Stabilitditsmessungen der Ankyrin-Doméne
des Notch Rezeptors zeigen sowohl im m- als auch im AC,-Wert eine gute Korrelation in Bezug auf

die lineare Abhingigkeit von der Proteingrofie (Zweifel & Barrick, 2001a).
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Die LRR-Domine hat bei 10 °C und pH 6 ihre maximale Stabilitit (~6 kcal mol™), was nahe dem
berechneten isoelektrischen Punkt liegt. Bei pH 7.5 und 20 °C besitzt das Protein eine freie
Stabilisierungsenthalpie von AGy, gamc1 = 4.7 + 0.3 keal mol'. Dieser Wert liegt im unteren
Stabilitdtsbereich, der normalerweise fiir Proteine dieser Grofle erwartet wird. Fiir andere solenoide
Proteine mit sieben vollstindigen repeats, welche das B-Helix-Faltungsmotiv (Pektat Lyase C) oder
Ankyrin repeats (Notch Rezeptor) aufweisen, und ebenfalls nach einem Zweizustandsmodell falten,
konnten freie Stabilisierungsenthalpien von 12 kcal mol™ (PelC) bzw. 5.9 kcal mol™ (Notch Rezeptor)
bestimmt werden (Kamen et al., 2000; Kamen et al., 2001; Zweifel & Barrick, 2001a; Bradley &
Barrick, 2002).

Das reversible Faltungsverhalten im Gleichgewicht qualifiziert das InlB,4; als Modellprotein fiir die
Untersuchung der Stabilitit und Faltung einer LRR-Doméne auf der Basis direkter

Mutagenesestudien.

Kinetisches Minimalmodell fiir die Faltung der LRR-Domiine

Entfaltungskinetiken des InlB,4;, gemessen in der Fluoreszenz und im Fern-UV-CD, lassen sich mit
Hilfe einer monoexponentiellen Funktion beschreiben und zeigen im untersuchten
Denaturierungsmittelbereich eine lineare Abhédngigkeit von der GdmCl-Konzentration. Kinetische
Renaturierungsexperimente des InlBy, zeigen im Gegensatz zu den Gleichgewichtsiibergédngen die
Existenz eines Intermediates. Unter nativen Bedingungen kann sowohl im Fluoreszenz- als auch im
Fern-UV-CD-Signal das Auftreten von zwei kinetischen Faltungsphasen registriert werden. Im
Bereich der durchgefiihrten Messungen und im Rahmen des Messfehlers sind die apparenten
Geschwindigkeitskonstanten der CD- und Fluoreszenz-Kinetiken identisch. Durch stopped-flow-
Fluoreszenzmessungen kann bei einer Restkonzentration von 0.1 M GdmCIl eine Relaxationszeit von
ca. 6 s fiir die schnelle und von 53 s fiir die langsame Faltungsphase bestimmt werden. Werden
mehrere Faltungsphasen detektiert, so ist dies meist ein Hinweis auf die Existenz von intermediiren
Zustianden (lkai & Tanford, 1973; Baldwin, 1996; Wagner & Kiethaber, 1999; Bieri & Kiethaber,
2000). In InIByy; findet sich keiner der sieben Prolinreste in einer cis-Konformation und vorldufige
Untersuchungen mittels Doppelsprungexperimenten konnten auch keinen direkten Hinweis auf das
Vorliegen einer Isomerisierungsreaktion als Erklarung fiir die langsame Faltungsphase geben. Mit
Sicherheit kann dies jedoch nicht ausgeschlossen werden, so dass stopped-flow-Messungen zur
Bestétigung noch ausstehen. Man konnte sich vorstellen, dass zu Beginn der Faltung der LRR-
Domine eine Ausbildung individueller repeats erfolgt, die schlieBlich in der elongierten
Tertidrstruktur resultiert. Das aus der beobachteten, schnellen Renaturierungsphase abgeleitete
kinetische Intermediat kann im Chevronplot bis unmittelbar vor den Ubergangsmittelpunkt bei 0.7 M
GdmCl detektiert werden, was darauf hindeutet, dass es relativ stabil sein muss. Im
Gleichgewichtsiibergang kann dieses kinetische Intermediat hingegen nicht beobachtet werden, was

dadurch erklért werden konnte, dass es zu kurzlebig ist, um populiert werden zu konnen.
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In Abbildung 4.1 sind denkbare Minimalmodelle fiir die Faltung der LRR-Doméne dargestellt, welche

die vorldufigen kinetischen Daten beschreiben wiirden (Baldwin, 1996).

kfl kfz koff kf

U<s—=I,<—N oder I U<—N

Abb. 4.1: Allgemeine Modelle fiir die Faltung der LRR-Domiine (modifiziert nach Baldwin (1996)).

U und N stehen fiir den entfalteten und nativen Zustand, I, und I fiir die Population von Intermediaten, die auf
(Ion) bzw. entgegen (1) dem Faltungsweg lokalisiert sind. k stellt die apparente Geschwindigkeitskonstante der
produktiven (k¢) bzw. der nicht-produktiven (ko¢) Faltungsrichtung auf dem Weg zum nativen Zustand dar.

Thermodynamik der Entfaltung der Internalin-Superdomiine

In der Kristallstruktur des InlBs,; wird ein flieBender Ubergang von der LRR- in die Ig-dhnliche
Doméne iiber einen durchgehenden -Strang beobachtet und dieser Teil vom InlB wird deshalb in der
Gesamtheit als Superdomine bezeichnet (Schubert ef al., 2001). Die Ig-dhnliche Domine ist fiir den
Prozess der Invasion des InlB nicht notwendig, jedoch bei allen Mitgliedern der Internalin-Familie zu
finden (Braun et al., 1999; Schubert et al., 2001). Die hoch kooperativen Gleichgewichtsiibergiinge
sowohl im Fluoreszenz- als auch im Fern-UV-CD-Signal bestétigen, dass sich die drei Doménen (N-
terminale Cap, LRR und Ig-dhnliche) einen gemeinsamen hydrophoben Proteinkern teilen (Schubert et
al., 2001). Eine unabhéngige Entfaltung der Dominen voneinander kann nicht beobachtet werden. Die
Anwesenheit der Ig-dhnlichen Doméne im InlBs,* resultiert im Gleichgewichtsiibergang nahezu in
einer Verdopplung der Stabilitit gegeniiber dem InlB,4;. Es wird fiir dieses Konstrukt eine freie
Stabilisierungsenthalpie von AGy, gamc1 = 8.8 £ 0.2 kcal mol” bei 20 °C und pH 7.5 bestimmt. Dies ist
vermutlich dadurch zu erklédren, dass der hydrophobe Kern der LRR-Doméne in diesem Konstrukt
sowohl N-terminal durch die Cap- als auch C-terminal durch die Ig-dhnliche Doméne vom
umgebenden hydrophilen Medium abgeschirmt wird. Die LRR-Doméne bildet also mit ihren beiden
flankierenden Doménen eine kooperativ faltende Superdoméne, wie dies auch schon auf der Basis der
Struktur vorgeschlagen wurde (Schubert ef al., 2001). Analog zum InlB,4; konnte beim InlB3;* im
Vergleich der experimentell bestimmten und berechneten m-Werte eine Diskrepanz von 30 %
beobachtet werden (Myers et al., 1995).

Ein dem InIB;;,* entsprechendes Konstrukt aus der Internalinfamilie stellt das InlA4os dar (Schubert et
al., 2002). Diese verkiirzte Variante des wt InlA besitzt in der LRR-Doméne 15 anstelle von 7 repeats.
Chemisch-induzierte Gleichgewichtsentfaltungen resultieren beim InlA4 in einer freien
Stabilisierungsenthalpie ~ von  AGy, gamc1 = 24 keal mol’ und  einer Kooperativitit  von
m =143 kcal mol' M bei 20°C und pH7 (Lengefeld, 2003). Diese drastische Erhohung der
Stabilitdt des InlA4es ist wahrscheinlich vor allem auf die etwa doppelt so groBBe Anzahl an repeats in
der LRR-Doméne zuriickzufiihren. Beim InlA4y lag der experimentell ermittelte m-Wert 40 % {iber

dem theoretisch berechneten (Lengefeld, 2003). Dies weist darauf hin, dass die elongierte Form der
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LRR-Doméne fiir diese ungewohnlich hohen Kooperativititen wihrend der Faltung verantwortlich

sein konnte.

Minimalmodell fiir das Faltungsverhalten der Internalin-Superdomiine

Eine mogliche Heterogenitit in der Entfaltung des InlB;,,* deutet sich in den Denaturierungskinetiken
an. Das abknickende Verhalten wihrend der Entfaltung des InlBs;* im Chevronplot von der
ansonsten linearen Abhéngigkeit vom Denaturierungsmittel kann durch das eventuelle Auftreten von
Intermediaten oder durch eine Kopplung der Denaturierungsreaktion mit einer Prolinisomerisierung
erklart werden. Eine Erhohung der Temperatur zeigt einen starken Einfluss auf den sehr langsamen
Entfaltungsprozess (Halbwertszeit von 1.4 h bei 1.9 M GdmCl), wahrend der zweite schnelle Prozess
stirker von der GdmCl-Konzentration abhidngig ist. Die Entfernung des Tryptophan 124 aus der LRR-
Domine zeigt keine Verdnderung der beobachteten Denaturierung, woraus geschlossen werden
konnte, dass die zwei Entfaltungsprozesse nicht aus einer denkbaren parallelen oder sequentiellen
Denaturierung der LRR- und Ig-dhnlichen Domine resultieren. Die identischen Anderungen der
Tryptophanfluoreszenz- und Fern-UV-CD-Signale deuten an, dass die Tertiér- und Sekundérstruktur
nicht getrennt voneinander entfalten.

Faltungskinetiken der Internalin-Doméne verlaufen biphasisch, was auf die Priasenz eines kinetischen
Intermediates auf dem Faltungsweg hindeutet. Im InlBs;* befindet sich von den insgesamt 14
Prolinresten nur die Bindung zwischen Lysin 280 und Prolin 281 in der cis-Konformation.
Doppelsprungexperimente die sowohl mit InlBs,;* als auch mit InlB;;,*W124S durchgefiihrt wurden,
zeigen keine Zunahme der langsam faltenden Spezies in Abhingigkeit von der Zeit nach vollstédndiger
Denaturierung. Dies spricht dafiir, dass in dem beobachteten Zeitfenster der manuellen
Handmischungsexperimente keine cis-trans-Prolinisomerisierung beobachtet werden kann. Die
bestimmte Aktivierungsenergie von 27 kcal mol™ fiir die langsame Phase der Renaturierung liegt
hoher als die erwartete Aktivierungsenergic von 20 bis 22kcal mol’ fiir solch eine
Isomerisierungsreaktion (Balbach & Schmid, 2002). Dies spricht ebenfalls gegen eine
Prolinisomerisierung als Erklarung fiir die langsame Phase und steht somit mit den Beobachtungen der
Doppelsprungexperimente im Einklang.

Betrachtet man die Amplituden der zwei Faltungsphasen, so zeigt die schnelle Phase eine minimale
Abhéngigkeit vom Denaturierungsmittel. Die Summe der relativen Amplitudenanteile der schnellen
und langsamen Phase weisen darauf hin, dass wihrend der schnellen Faltungskinetik eine
Totzeitamplitude existiert, die auf ein weiteres Intermediat hindeutet. Diese zusitzliche, schnelle
Faltungsphase konnte auch nicht in vorldufigen stopped-flow-Messungen beobachtet werden. Dies
deutet an, dass ein mogliches Intermediat im Submillisekundenbereich auftreten konnte oder ein
Kollaps des denaturierten Zustandes erfolgt (Bieri & Kiefhaber, 1999). Nach der Entfernung des
Tryptophans aus der LRR-Doméne zeigt sich in den Fluoreszenzkinetiken der Faltungsreaktion zwar

die gleiche Abhingigkeit von der Denaturierungsmittelkonzentration, jedoch ist bei GdmCl-
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Konzentrationen vor dem Ubergangsmittelpunkt die Kinetik der Renaturierung um einen Faktor 4
langsamer. Dieser Unterschied konnte dadurch erkldrt werden, dass beim InlB;*W124S nur die
Faltung der Ig-dhnlichen Doméne in der Tryptophanfluoreszenz verfolgt wird. Beim InlB;;;* hingegen
resultieren die detektierten Fluoreszenzsignale aus zwei Tryptophanresten unterschiedlicher Doménen.
Es wire denkbar, dass das Fluoreszenzsignal vom Tryptophan 124 der LRR-Domine das des

Tryptophan 285 der Ig-dhnlichen Doméne teilweise tiberlagert.

Abbildung 4.2 zeigt ein mogliches Minimalmodell fiir die Faltung der Internalin-Superdoméne. Die

hierin beschriebenen Intermediate sind in weiteren Arbeiten noch eingehender zu charakterisieren.

kf 1 kf2

kschnell
4—' Iq<—- I 4—' N

Abb. 4.2: Allgemeines Faltungsmodell fiir die Internalin-Superdoméne.

U und N stehen fiir den entfalteten und nativen Zustand, I und I fiir die Population von Intermediaten im
Submillisekundenbereich und Sekundenbereich. k bezeichnet die apparente Geschwindigkeitskonstante der
Faltung.

Ausblick

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse iiber die LRR-Domine des InlB sollten es ermoglichen,
weitere umfangreiche biophysikalische Charakterisierungen beziiglich der Stabilitit und Faltung
durchfiihren zu konnen.

In der in vitro Faltung sowohl bei der LRR- als auch bei der Internalin-Doméine wurde die Existenz
von Intermediaten nachgewiesen. Es bleibt zu kldren, ob diese Intermediate produktiv und
obligatorisch bei der Ausbildung der nativen Struktur sind. Des weiteren konnte noch nicht eindeutig
geklart werden, ob wihrend der Faltungsreaktion eine cis-trans-Prolinisomerisierung stattfindet. Die
Charakterisierung der Natur der Intermediate erfolgt dabei am besten {iiber reverse
Doppelsprungexperimente mittels stopped-flow-Messungen oder durch die kinetische Untersuchung
von Prolinmutanten. Da die Entfaltungskinetik des InlBs;* auf das Vorliegen einer nicht
monoexponentiell verlaufenden Reaktion hindeutet, sollte versucht werden, denkbare Intermediate
oder sequentielle Schritte kinetisch zu detektieren und zu charakterisieren.

Es wire auch interessant zu untersuchen, welche minimale Anzahl an repeats notig ist, um noch eine
vollstindig gefaltete LRR-Domine zu erhalten. Dies kdnnte iiber Mutagenesestudien erfolgen, wo
sukzessive die einzelnen repeats vom C-Terminus des InlB,4; entfernt werden. In dem Zusammenhang
konnte auch untersucht werden, ob die Faltung bzw. Entfaltung von einem Ende her oder vom N- und
C-Terminus gleichzeitig erfolgt. Dies konnte mdglicherweise durch eine Markierung der Proteinenden
mit Fluoreszenzfarbstoffen fiir Messungen des Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer oder im

Einzelmolekiilspektroskopieexperiment erfolgen.
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Aminosauresequenz der Internalin B-Konstrukte

30

81

131

181

231

281

GPLGSETITV PTPIKQIFSD DAFAETIKDN

ITANNSDIKS VQGIQYLPNV TKLELNGNKL

KVKDLSSLKD LKKLKSLSLE HNGISDINGL

VLSRLTKLDT LSLEDNQISD IVPLAGLTKL
Stop InlB,4; Stop InlB,,s

NLDVLELFSQ ECLNKPINHQ SNLVVPNTVK

Cys->Ser InlBj,*
PNVKWHLPEF TNEVSFIFYQ PVTIGKAKAR

LKKKSVTDAV TQONELNSIDQ

InlB;,;*W124 Trp->Ser

TDIKPLANLK NLGWLFLDEN

VHLPQLESLY LGNNKITDIT

ONLYLSKNHI SDLRALAGLK

NTDGSLVTPE IISDDGDYEK

FHGRVTQPLK E

Stop InlB321
Stop InlBjy*

Dargestellt ist die Aminosduresequenz der Internalin-Superdoméne. Die N-terminale Signalsequenz

(1-34) ist nicht mit aufgefiihrt. Die in grau unterlegten ersten fiinf Aminosduren resultieren von der

Klonierung aus dem Linker zwischen dem GST und dem Internalin B. Die letzte C-terminale

Aminosdure des jeweiligen Konstruktes ist mit einem Pfeil markiert. Die gegen Serin ausgetauschten

Aminosduren Tryptophan 124 (W124) bzw. Cystein 242 (C242) sind in rot dargestellt. In blau sind die

in der Fiinffachmutante zusitzlich zum W124 gegen Serin ausgetauschten aromatischen Aminosduren

markiert.
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