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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Pektatlyase (Pel-15) aus dem alkalophilen Bodenbakterium Bacillus spec. KSM-P15 ist mit 197
Aminosduren eines der kleinsten, bekannten -3-Solenoidproteine. Sie gehort zur Enzymfamilie der
Pektatlyasen (EC 4.2.2.2), spaltet also Polygalakturonsiurederivate in einem Ca®'-abhingigen p-Eli-
minierungsprozess. Wie bei allen Proteinen dieser Enzymfamilie ist auch die Polypeptidkette von
Pel-15 zu einer einstriangigen, rechtsgidngigen, parallelen B-Helix aufgewunden. In diesem Struktur-
motiv enthélt jede Windung drei B-Stringe, die jeweils durch flexible Schleifenbereiche, sogenannte
turns, miteinander verbunden sind. Insgesamt acht Windungen stapeln sich in Pel-15 {ibereinander und
bilden entlang der Helixachse flachige, parallele B-Faltblitter aus. Im Bereich dieser P-Faltblétter
existiert ein ausgedehntes Netzwerk von Wasserstoffbriickenbindungen, durch das der hydrophobe
Kern, der sich im Inneren der B-Helix befindet, vom umgebenden Losungsmittel abgeschirmt wird.
Besondere Abschlussstrukturen an beiden Enden der B-Helix, wie sie typischerweise bei anderen Ver-
tretern dieser Strukturklasse ausgepréigt werden, sind in Pel-15 nicht zu beobachten. Stattdessen sind
die terminalen Bereiche der f-Helix iiber Salzbriicken und hydrophobe Seitenkettenkontakte stabi-

lisiert.

Obwohl die Konzentration polarer Seitenketten im Bereich des C-Terminus die head-to-tail Aggrega-
tion benachbarter Pel-15 Molekiile verhindern sollte, bilden sich bei sehr hohen Konzentrationen im
Proteinkristall elongierte Strukturen aus, die an das Organisationsprinzip von bestimmten Amyloid-
fibrillen erinnern. Letztere sind mit Proteinfehlfaltungskrankheiten wie Alzheimer, Chorea Huntington
oder Typ-II-Diabetes assoziiert. Tatséchlich lassen sich zwischen der cross-p-Struktur, die das pré-
gende Merkmal von Amyloidfibrillen darstellt, und dem Organisationsprinzip der parallelen B-Helix
zahlreiche stukturelle Gemeinsamkeiten feststellen. Diese umfassen unter anderem die Ausbildung fl4-
chiger, paralleler B-Faltblitter, die Stapelung identischer oder chemisch @hnlicher Seitenketten, einen
Windungsabstand von ca. 4.8 A und die Fihigkeit zur Oligomerisierung iiber laterale Kontakte.
Dariiber hinaus besitzen beide Strukturmotive einen 10sungsmittelunzugénglichen, hydrophoben Kern.
Das Zusammenspiel dieser Strukturelemente ist die Ursache fiir die bemerkenswerte, thermodynami-

sche Stabilitit, die ein weiteres, wesentliches Charakteristikum beider Strukturmotive darstellt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Pektatlyase Pel-15 hinsichtlich ihres Faltungsgleichgewichtes,
ihrer enzymatischen Aktivitit und der Kinetik ihrer Strukturbildung charakterisiert. In eine evolutionér
konservierte Helixwindung wurden destabilisierende Mutationen eingefiihrt, und deren Auswirkungen
mittels spektroskopischer Methoden analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass Pel-15 in Gegenwart des
Denaturierungsmittels Guanidiniumhydrochlorid (GdmHCI) einen hyperfluoreszenten Gleichge-
wichtsustand (HF) populiert, der nach Messungen von Faltungs- und Entfaltungskinetiken ein konfor-
mationelles Ensemble verschiedener Zustinde darstellt. Bei diesen ,,HF-Zustdnden* handelt es sich

um mindestens zwei, kinetisch separierte Spezies, die durch eine hohe Aktivierungsbarriere vonein-
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Zusammenfassung

ander getrennt sind. Inverse Doppelsprungexperimente der Art U — N — U erwiesen, dass bei der
Riickfaltung aus dem denaturierten Zustand etwa 10 % der entfalteten Polypeptidketten schnell, d.h.
innerhalb einer Totzeit von weniger als 2 s, den nativen Zustand erreichen. Die restlichen Molekiile
populieren wahrend ihrer Riickfaltung einen Zwischenzustand, der als HFy,, bezeichnet wird. Mit
einer Zeitkonstante von ca. T = 100 s reagiert HF,,, innerhalb des HF-Ensembles weiter zu HF . Die
Denaturierungsmittelabhéngigkeit dieser langsamen Reaktion ist gering, was es wahrscheinlich macht,
dass trans-/cis-Prolylisomerisierung ihre Geschwindigkeit limitiert. Ein cis-Peptid vor der Seitenkette
P60 in der nativen Struktur untermauert diese Vermutung. Die Existenz dieses cis-Peptides macht es
erforderlich, den denaturierten Zustand als ein Ensemble kinetisch separierter Konformationen, kurz:
DSE, zu betrachten, das durch die Spezies Ugg und Uy, bevolkert wird. Fluoreszenzspektroskopisch
lassen sich HF,,, und HFy nicht voneinander unterscheiden. Aus einfachen Riickfaltungskinetiken
und Doppelsprungexperimenten der Art N — HF — N geht allerdings hervor, dass HF g, aus thermo-

dynamischer Sicht stabiler ist als HF ),y

Aus den in dieser Arbeit erhobenen Daten wurde ein Minimalmodell fiir den Faltungsweg von Pel-15
hergeleitet. Nach diesem Modell stehen die HF-Spezies (HFy,,, HF/,) mit den Konformationen des
DSE in einem thermodynamischen Kreisprozess. Das aufgestellte Faltungsmodell sagt die Existenz
paralleler Faltungswege voraus, wie sie sich mehrfach in den Experimenten andeuteten. Ferner
positioniert es HFgy und die native Konformation N auf die gleiche, ,native® Seite der
Aktivierungsbarriere und trigt damit der Tatsache Rechnung, dass die Gleichgewichtseinstellung
zwischen diesen Spezies zu schnell ist, um mit manuellen Techniken bestimmt zu werden. HF g und
N unterscheiden sich voneinander durch ihre Fahigkeit, Ca**-Ionen zu binden. Aufgrund der Existenz
einer hochaffinen Ca**-Bindestelle (Kq= 10 uM) verschiebt sich das Gleichgewicht bereits in
Gegenwart von 1 mM CaCl, soweit auf die Seite des nativen Zustandes, das HFg nicht langer
nachweisbar ist. Titrationsexperimente mit verschiedenen Guanidiniumsalzen haben gezeigt, dass eine
Deletion dieser hochaffinen Bindung dazu fiihrt, dass die entsprechenden Pel-15-Varianten in
Gegenwart mittlerer GdmHCI-Konzentrationen nicht mehr in der Lage sind, aus dem /SE in den nati-
ven Zustand zu relaxieren. Die Existenz einer niedrigaffinen Ca>"-Bindestelle (K4 = 3 mM) im Bereich
des aktiven Zentrums wurde bestétigt. Sie ist nach Hatada et al. (2000) essentiell fiir die enzymatische

Aktivitdt von Pel-15.

Entgegen der anfinglichen Vermutung kommt einer lokalen, evolutionér konservierten Disulfidbriicke
im Zentrum der B-Helix eine wichtige Stabilisierungsfunktion zu. Die Disulfidbriicke befindet sich in
einem kurzen T1-turn der B-Helix nahe dem aktiven Zentrum. Obwohl ihr Austausch gegen die Reste
Val und Ala (VA-Mutation) die freie Stabilisierungsenthalpie des Proteins um ca. 10 kJ/mol reduziert,
lasst die Struktur im Bereich der Mutationsstelle keine gravierende Verdnderung erkennen. Die
katalytisch relevante Ca**-Bindungsaffinitit bleibt unbeeinflusst; dennoch zeigen Enzymaktivititstests

fiir VA-Mutanten eine Reduktion der enzymatischen Aktivitit um fast 50 % an. Die Disulfidbriicke
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besitzt demnach eine allosterische Funktion und stabilisiert die Interaktionsfliche zwischen PGA-
Molekiilen und bislang nicht identifizierten Resten des katalytischen Zentrums. Stark verlangsamte
Riickfaltungskinetiken der VA-Mutanten fiithren iiberdies zu der Vermutung, dass der Disulfidbriicke
wihrend der Strukturbildung der f-Helix die Funktion eines Faltungsnukleus zukommt bzw. dass sie
die Ausbildung des korrekten Helixregisters positiv beeinflusst. Die evolutionér konservierte Helix-
windung im allgemeinen und die in in ihr enthaltene Disulfidbriicke im Besonderen miissen nach den
vorliegenden Ergebnissen also eine zentrale Funktion sowohl fiir die Struktur des katalytischen

Zentrums als auch fiir die Strukturbildung der B-Helix wihrend der Faltungsreaktion besitzen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen im Einklang mit den Faltungseigenschaften, die fiir PelC
beschrieben wurden, und finden in bestimmten Punkten Anklang an die Faltungseigenschaften des
strukturell &hnlichen Adhésins Pertactin. Vor allem aber priadestinieren sie Pel-15 als ein neues, [-
helikales Modellprotein. Aufgrund seiner einfachen Topologie, seiner niedrigen Windungszahl und
seiner hohen thermodynamischen Stabilitit ist Pel-15 sehr gut geeignet, die Determinanten von
Stabilitdt und Strukturbildung des parallelen B-Helix-Motivs in einer Aufldsung zu studieren, die

aufgrund der Komplexitét bisheriger B-helikaler Modellsysteme nicht zur Verfiigung stand.
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Abkiirzungen

Abkiirzungsverzeichnis

aa
Abb
AS
CD
DMSO
DNA
DSE
DTT
FF
GdmCl / GdmHCI
HIC
IEC
IPTG
ISE
LB

M
MCS
MOPS
OD
PA
PBS
PCR
PGA
rpm
RT
S/R
SDS
SIM
SV
iNK

Aminoséaure (amino acid)

Abbildung

Ammoniumsulfat

Zirkulardichroismus (circular dichroism)
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure (desoxyribonucleic acid)
Ensemble denaturierter Zustinde (denatured states ensemble)
Dithiothreitol

Fast Flow

Guanidiniumhydrochlorid

Hydrophobe Interaktionschromatographie
Ionenaustauschchromatographie

Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid

Ensemble intermedidrer Zustinde (intermediate states ensemble)

Kulturmedium nach Luria-Bertani
Protein-GroBenstandard (Low Marker)
Multiple Cloning Site
3-(N-Morpholino)propansulfonsédure
Optische Dichte

Periplasma-Aufschluss

Polymyxin B Sulfat
Polymerasekettenreaktion
Polygalacturonséure (polygalacturonic acid)
Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)
Raumtemperatur

Signal/Rauschen

Natrium-dodecylsulfat

Selbstinduzierendes Medium
Saulenvolumen

Uber-Nacht-Kultur

Fir die Aminosduren wurde der Ein-Buchstaben-Code verwendet.

Punkte dienen als Dezimaltrennzeichen.
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Einleitung

1. Einleitung

Als Grundlage des Lebens iibernehmen Proteine katalytische Funktionen in fast allen biochemischen
Reaktionen. Sie verleihen Zellen bzw. Geweben Struktur und Stabilitit und bilden als Bindungspartner
die Grundlage zelluldrer Signal- und Reizweiterleitungen. Der Begriff ,,Protein (griech.: mp®dtog
(protos — Erster, Vorderster) wurde 1840 von dem skandinavischen Chemiker Jens Jorn Berzelius
(1779-1884) vorgeschlagen.

Proteine sind lineare Ketten aus Aminosduren, die durch Peptidbindungen miteinander verbunden
sind. Sie werden auch als Polypeptide oder als Eiweifle bezeichnet. Die funktionale Form von
Proteinen ist eine kompakte, dreidimensional exakt bestimmte Struktur, die hidufig Komplexe mit
anderen Proteinen bildet.

Mutationen des Erbmaterials konnen eine Verdnderung der Aminosduresequenz verursachen. In
einigen Fillen kann dies dazu fithren, dass wéhrend der Kompaktierung der Polypeptidkette
fehlgefaltete Strukturen entstehen, was im &uBersten Fall einen Funktionsausfall nach sich ziehen
kann. Die fehlgefalteten Strukturen werden normalerweise von der Zelle abgebaut. Allerdings sind
einige Proteine dazu pradestiniert, mit anderen fehlgefalteten Strukturen zu interagieren und hierdurch
den Ausbruch sogenannter ,,Proteinfehlfaltungskrankkeiten* zu begiinstigen. Bekannte Beispiele fiir
solche Krankheiten sind die Chorea Huntington, die Alzheimer-Krankheit oder das Parkinson-
Syndrom. In den letzten Jahren wurden viele FErkenntnisse iiber die Grundlage solcher
Krankheitsbilder gewonnen, allerdings sind noch ldngst nicht alle Details verstanden, und die

Entwicklung geeigneter Medikamente steckt noch in den Kinderschuhen.

1.1. Proteinfaltung ,,in-vitro“ vs. ,,in-vivo*

In seiner Arbeit ,,Protein Denaturation and the Properties of Protein Groups® stellte Mortimer Louis
Anson 1945 die Proteinfaltung als einen reversiblen, kooperativen Alles-oder-Nichts-Prozess dar und
legte damit den Grundstein fiir die Anwendung des Konzepts der Thermodynamik auf die Faltung von
Proteinen (Anson 1945). Mehr als 25 Jahre spiter gelang Robert Bruce Merrifield die chemische
Synthese von enzymatisch aktiver Ribonuklease A, die sich durch Anwendung konventioneller
Chromatographietechniken nicht vom gereinigten ,,Naturprodukt“ unterscheiden lief (Gutte &
Merrifield 1971). Damit war erstmals gezeigt worden, dass die dreidimensionale Struktur eines Protein
allein durch die Aufeinanderfolge seiner Bausteine, der Aminoséuren, bestimmt ist und dass es fiir das
Erreichen dieser dreidimensionalen Struktur nicht wesentlich ist, in welchem Ausgangszustand sich
die Polypeptidkette befindet. Basierend auf diesen Erkenntnissen formulierte Christian B. Anfinsen
1973 seine ,thermodynamische Hypothese®. Ihr folgend ist die Entstehung der dreidimensionalen
Struktur ein gerichteteter Prozess, dessen Triebkraft in der Minimierung der freien Energie der

Polypeptidkette besteht (Anfinsen 1973).
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Proteinfaltung in-vivo vollzieht sich unter reduzierenden Bedingungen in einer chemisch heterogenen
Umgebung, die durch teils sehr hohe Proteinkonzentrationen im Bereich von 300 bis 450 mg/ml
(Evans et al. 2008) und eine Vielzahl verschiedener Chaperone gekennzeichnet ist. Diese binden an
die ungefalteten Polypeptidketten und stellen chemisch kompartimentierte Reaktionsrdume zur Verfii-
gung, in denen die Faltung entlang optimaler Trajektorien verlaufen kann (Hartl & Hayer-Hartl 2002).
Zusitzlich besteht bei der de-novo Proteinsynthese am Ribosom die Moglichkeit vektorieller Faltungs-
reaktionen. Das bedeutet, dass die aminoterminalen Enden (die N-Termini) der naszierenden Poly-
peptidketten bereits konformationelle Freiheiten und die Moglichkeit zur Strukturierung besitzen,
wihrend die carboxyterminalen Enden (die C-Termini) das Ribosom noch gar nicht verlassen haben
(Ignatova et al. 2007). Es ist faszinierend, dass die Geschwindigkeit, mit der die Polypeptidkette das
Ribosom verlésst, die Ausbildung bestimmter Sekundérstrukturelemente fordern oder unterdriicken
kann und dass diese ,,Elongationsgeschwindigkeit* auf Ebene der DNA durch die bevorzugte Verwen-
dung bestimmter Codons bestimmt zu sein scheint (Zhang & Ignatova 2009). Diese Art der
vektoriellen Kompaktierung konnte nach aktueller Auffassung eine Strategie darstellen,
Aggregationsreaktionen mit anderen ungefalteten Polypeptiden zu vermeiden (Clark 2004). AuBerdem
wurde teils experimentell, teils theoretisch ein Zusammenhang zwischen den hohen Makromolekiil-
konzentrationen (crowding-Effekten) und der Stabilitdt von Polypeptidketten bzw. ihrem Bestreben
aufgezeigt, einen kompakten, aggregationsresistenten Zustand zu erreichen (Cheung et al. 2005).

In-vitro Experimente laufen unter vollig anderen Bedingungen ab. Sie testen die Stabilitit und die
Faltung von Polypeptidketten in hochreinen, monodispersen Pufferlosungen bei konstanten Tem-
peraturen und in chemisch einheitlichen, optimierten Reaktionsrdaumen. Die Konzentration der
verwendeten Proteinlésungen kann je nach verwendeter Detektionsmethode bis zu sechs GroBenord-
nungen unter der Proteinkonzentration in der Zelle liegen. Wéhrend der Faltung werden unter in-vitro
Bedingungen Reaktionen geschwindigkeitsbestimmend, die in-vivo enzymatisch katalysiert werden
(Seckler & Jaenicke 1992). Hierzu zdhlen beispielsweise die Isomerisierung von cis-Prolylpeptid-
bindungen durch cytosolische Prolinisomerasen (Schmid 1993) oder die Katalyse der Ausbildung von
Disulfidbriicken im oxidierenden Milieu des bakteriellen
Periplasmas Gram-negativer Bakterien durch Thiol/
Disulfid Oxidoreduktaseen wie DsbA (Jonda et al. 1999).
Neuere Erkenntnisse weisen darauf hin, dass die Ausbil-
dung von Disulfiden schon widhrend der SecA-
katalysierten Translokation iiber die bakterielle Membran
stattfinden kann, was moglicherweise in Gram-positiven
Bakterien von Bedeutung ist (Kadokura & Jon Beckwith

& T 2009).
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David S. Goodsell (Chembiochem, 2003) ~ besteht darin, dass die Faltung von Proteinen in-vitro kein

Der hauptsidchliche Unterschied zur Faltung in-vivo
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vektorieller Vorgang ist, sondern dass die vollstindige Polypeptidkette aus chemisch bzw. thermisch
induzierten Entfaltungszustinden in ihre native Struktur zuriickfillt. Dabei verhdlt sie sich
idealerweise als eine ,,kooperative Einheit”, deren Faltung dem Alles-oder-Nichts-Prinzip gehorcht
(Kloss et al. 2008). Die Riickfaltung bei hohen Proteinkonzentrationen unter in-vitro Bedingungen
fiihrt haufig zur Aggregation eines Teils bzw. der Gesamtheit des renaturierenden Ensembles.

Angesichts der fundamentalen Unterschiede zwischen in-vivo und in-vitro Experimenten ist es nicht
tiberraschend, dass sich nicht nur die Faltungswege unterscheiden, liber die die Polypeptidketten in-
vivo und in-vitro den nativen Zustand erreichen. Vielmehr ist es eingéingig, dass in in-vitro
Experimenten zum Teil Zwischenzustinde populiert werden, die fiir das Erreichen des nativen
Zustands in-vivo nicht relevant sind (Evans et al. 2008). Fir das Verstindnis der Prinzipen, die der
Proteinfaltung und -aggregation zugrunde liegen, sind in-vitro Experimente trotz dieser Diskrepanz

unverzichtbar.

1.2. Solenoidproteine

1.2.1. Allgemeine Merkmale von Solenoidproteinen

Unter Solenoidproteinen (engl. Solenoid — Spule) werden Proteine zusammengefasst, in denen sich
eine Abfolge von Sekundirstrukturelementen (a-Helices, B-Stringe, 3,-Helices) mehrmals in gleicher
Weise wiederholt, sodass eine fortlaufende Superhelixstruktur entsteht. Benachbarte Spulenwindungen
packen dabei dicht gegeneinander, sodass die Riickgratatome der Polypeptidkette entlang der
Spulenachse fortlaufene, stabilisierende Kontaktnetzwerke ausprigen (Kloss et al. 2008). AuBlerdem
konnen benachbarte Spulenwindungen iiber Seitenkettenstapelung aromatischer und hydrophober
Aminosdureseitenketten miteinander interagieren. Im Gegensatz zu globuldren Proteinen konnen
Seitenketten, die in der Primérstruktur von Solenoidproteinen weit voneinander entfernt sind, unter
nativen Bedingungen keine stabilisierenden Kontakte auspriagen. Bei gleicher Lange sind Solenoid-
proteine daher flexibler als globuldre Proteine. Dies und die groBen, elongierten Interaktionsflichen
sind der Grund dafiir, dass sich Solenoidproteine in funktioneller Hinsicht zumeist als Partner von
Protein-Protein-Interaktionen beobachten lassen (Kobe & Kajava 2000).

Man differenziert zwischen verschiedenen, solenoiden Strukturformen anhand von Hindigkeit
(handedness), Drehung (twist), Krimmung (curvature) und Oligomerisierungszustand. Anhand dieser
Kriterien und unter Beriicksichtigung der in den repetitven Einheiten enthaltenen Sekundérstruktur-
elemente lassen sich ca. 20 verschiedene Klassen von Solenoidproteinen definieren (Kajava & Steven
2006).

HEAT-Sequenzen sind beispielsweise die Bausteine flir rechtsgingige a-2-Solenoide. Proteine dieser
Solenoidklasse sind durch eine vergleichsweise geringe Kriimmung gekennzeichnet, besitzen
allerdings einen sehr starken twist. Dadurch sind sie in der Lage, mit langgestreckten, flexiblen

Strukturen zu interagieren. Ein Beispiel, dass 1999 in der Zeitschrift Nature verdffentlicht wurde, ist
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die Struktur des Karyopherins Importin-p (Cingolani er al. 1999). Dieses Protein enthélt eine Reihe
aufeinanderfolgender HEAT-Sequenzen und ist in Verbindung mit Importin-o fiir die GTP-abhéngige
Translokation von Proteinen in den Zellkern verantwortlich.

Leucine rich repeats (LRR) sind Beispiele rechtsgingiger, o/pB-Solenoide. Sie présentieren auf der
konkaven Seite ihrer stark gekriimmten Struktur ein paralleles B-Faltblatt, dem auf der kovexen Seite
jeder Spulenwindung meist eine kurze a- oder 3;p-Helix gegeniiberliegt. Die Verbindung von teils sehr
starken Kriimmungen und geringen Drehungen versetzen LRR-Proteine in die Lage, mit globulédren
Proteinen zu interagieren — so beobachtet im Fall eines RNase Inhibitors (Kobe & Deisenhofer 1993).
Ein Vertreter der LRR-Proteine ist das hufeisenférmige Adhésionsprotein Internalin A, dessen Interak-
tion mit dem humanen Rezeptor E-Cadherin das humanpathogene Bakterium Listeria monocytogenes
dazu befahigt, von Epithelzellen phagocytiert zu werden.

Ankyrin-Repeats (AR) repriasentieren rechtsgéngige /p/a/a-Solenoide, in denen die a-Helices in jeder
Spulenwindung durch jeweils einen B-hairpin (vgl. Abb. 1-2A) miteinander verbunden sind. Am Bei-
spiel des AR-Protein tANK aus dem Archaebakterium Thermoplasma volcanium wurde vor einiger

Zeit die atomare Struktur eines im Gleichgewicht populierten Intermediates nachgewiesen (Low et al.

C
(B-Helix)

Abb. 1-1: Beispiele fiir Solenoidproteine. Der Farbverlauf zeigt die Richtung der Polypeptidkette an (N-Terminus: blau,
C-Terminus: rot). (A) Humanes Importin-f im Komplex mit der IBB-Doméne von humanem Importin-a (Cingolani et al.
1999; PDB: 2QNA). (B) Listeria monocytogenes Internalin A im Komplex mit der N-terminalen Doméne des humanen
E-Cadherin. (Wollert ez al. 2007; PDB: 20MX). (C) Bacillus subtilis Pektatlyase (BsPel) im Komplex mit Hexa-o-D-
Galactopyranuronat. Die Kugel zeigt die Position eines Co>’ - Ions an (Seyedarabi et al. 2010, PDB: 3KRG). Die
Abbildungen wurden mit PyMOL erstellt. Die Schemazeichnungen wurden der Arbeit von Kobe & Kajava (2000)
entnommen.

2008).

1.2.2. Strukturelle Merkmale von B-Solenoidproteinen

Der Begriff ,,p-Solenoid“ wurde durch Kobe & Kajava (2000) geprdgt und erlaubt eine feinere
Unterscheidung als die urspriinglich von Yoder ef al. eingefiihrten Begriffe f-rol/ (f-2-Solenoide) und

B-Helix fiir (B-3-Solenoide). Neben den allgemeinen Unterscheidungskriterien wie Kriimmung,
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Drehung und Héndigkeit werden p-Solenoide
zusitzlich anhand ihrer Querschnittsform und ihres
Oligomerisierungszustandes unterschieden (Kajava &
Steven 2006).

Die repetitiven Einheiten von Spulenproteinen sind

zwischen 12 und 30 Aminosduren lang. Jede

Windung kann 2, 3 oder 4 B-Stringe enthalten, die
durch unstrukturierte Bereiche variabler Lange, die

Turns, miteinander verbunden werden. Kurze furns

=
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4

von 2 bis 6 Resten werden anhand der Lage der

Aminosduren im ,,Ramachandran-Plot* als B-arcs 2
Abb. 1-2:

klassifiziert. B-arc-flankierende P-Stringe interagie- A Schematische Darstellung eines Stapels aus zwei

o ) ) ) B-hairpins (links) bzw. aus zwei B-arches (rechts).
ren miteinander Uber ihre Seitenketten und bilden  Unterbrochene Linien zeigen H-Briicken an. B

.. . . . Lagebeziehungen der beta-Stringe in B-Solenoiden
auflerdem tiber ihre Riickgratatome H-Briicken zu den  ¢; Betrachtung entlang der Solenoidachse. L-formi-

ge Helix (links); dreieckige -Helix (Mitte); B-roll

B-Strangen benachbarter Helixwindungen aus (vgl. (rechts) (entnommen aus: Hennetin et al. 2006).

Abb. 1-2a, Hennetin et al. 2006; Kajava & Steven

2006). Auf diese Weise entstehen entlang der Achse der Superhelix flachige, parallele B-Faltblitter.
Die Aufeinanderfolge Strang-arc-Strang wird als B-arch bezeichnet. B-arches wiederum stapeln sich
innerhalb des Registers des B-Solenoids zu sogenannten (-Arkaden, die zwei aneinandergrenzende
parallele B-Faltblitter enthalten. In vielen 2- und 3-zéhligen B-Solenoiden interagieren diese Faltblatter
tiber ihre ins Lumen ragenden Seitenketten und bilden somit fortlaufende, antiparallele B-sandwiches
aus. In globuldren Proteinen wird das Auftreten von B-arcs nur selten beobachtet (Kobe & Kajava
2000) . Dort interagieren die flankierenden B-Strdnge liber ihre Riickgratatome, wodurch antiparallele
Strukturen entstehen, die als B-Aairpins bezeichnet werden.

Der Windungsabstand in B-Solenoiden betriigt an allen Windungspositionen 4.8 + 0.2 A (Kajava &
Steven 2006), was entlang der Superhelixachse nur sehr geringe Kriimmungen zuldsst. Demzufolge
handelt es sich bei B-Solenoiden um langgestreckte, filamentdse Strukturen.

Haufig werden B-Solenoide anhand der Form ihrer Querschnitte klassifiziert. Dabei werden L-, B-, O-,
R- und T-formige Querschnitte unterschieden (Kajava & Steven 2006). Die vornehmlich zu
beobachtende Form ist die L-Form (Abb. 1-2b, links). Sie ist das Motiv in einer Vielzahl bakterieller,
pflanzlicher und tierischer Enzyme, die auf die Bindung und Spaltung langkettiger Kohlenwasserstoffe
spezialisiert sind. Im nachfolgenden Kapitel wird ihre Nomenklatur am Beispiel der rechtsgidngigen,
parallelen beta-Helix eingefiihrt. Die T-Form ist neben der L-Form die zweithdufigste Querschnitts-
form. Die O-Form ist der typische Querschnitt von 3-2-Solenoiden (B-rolls).

Weitere Merkmale, durch die sich diese Strukturklasse von anderen Solenoiden abhebt, betreffen die

Stapelung von Seitenketten im Inneren und AuBeren der Superhelix und die Ausbildung eines
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abgeschirmten, hydrophoben Kerns. Beide Merkmale werden im nachfolgenden Abschnitt am Beispiel
der rechtsgéngigen, parallelen f-Helix ausfiihrlicher besprochen.

Die Hindigkeit der Solenoide betreffend wurde urspriinglich die Existenz linkshdndiger Solenoid-
strukturen zundchst ausgeschlossen, da aus der hierfiir notwendigen Riickgratkonfiguration der
Polypeptidkette eine zu geringe Stabilitit resultiert (u.a. Cohen 1993). Mittlerweile gilt dies als
widerlegt; etwa 30 % aller in der Protein Data Bank hinterlegten p-Solenoidstrukturen sind
linksgingig (Kajava & Steven 2006). Linkshéndige B-Solenoidproteine nehmen entweder O- oder T-
formige Querschnitte an.

Im kiirzesten Fall bestehen B-Solenoidproteine aus drei aufeinanderfolgenden Windungen, wie im Fall
der alkalischen Protease (Serralysin) aus Pseudomonas aeruginosa (Baumann et al. 1993). Im
Gegensatz dazu stapeln sich in filamentosem Hemagglutinin aus dem Keuchhustenerreger Bordetella

pertussis offensichtlich mehr als 80 Windungen iibereinander (Kajava et al. 2001).

1.2.3. Die rechtsgingige, parallele p-Helix

1.2.3.1.  Historie des Strukturmotivs und die Moglichkeit seiner Vorhersage

Das Strukturmotiv der rechtsgingigen, parallelen B-Helix wurde erstmal 1993 am Beispiel von
Pektatlyase C (PelC) aus Erwinia chrysamthemii beschrieben (Yoder ef al. 1993).

Innerhalb eines Jahres wurde es auch in der Pektatlyase (BsPel) aus Bacillus subtilis (Pickersgill et al.
1994), der Pektatlyase E (PelE) aus Erwinia chrysamthemi (Lietzke et al. 1994), und in P22TSP, dem
viralen Adhésionsprotein des Salmonella Phagen P22 (Steinbacher et al. 1994) als zentraler Bestand-
teil identifiziert. Mittlerweile sind in der Protein Data Bank 103 (teilweise redundante) Literatureintré-
ge mit dem Verweis auf das Motiv ,,single stranded right-handed parallel beta-helix* hinterlegt. In
der Arbeit von Hennetin ef al. (2006) werden aus den bis 2006 etwa 100 verdffentlichten Datenbank-
eintrdgen 38 nicht redundante Strukturen abgeleitet.

Wie dies bei Solenoidproteinen typisch ist, sind die aufeinanderfolgenden Spulenwindungen eines
Proteins sequenziell nur wenig konserviert. Bereits in zwei aufeinanderfolgenden Spulenwindungen
betrdgt die mittlere Sequenzidentidt durchschnittlich 25 % (Kloss et al. 2008), und dieses Ergebnis
verschlechtert sich dramatisch, wenn die Sequenzen unterschiedlicher B-Helixproteine miteinander
verglichen werden (Jenkins et al. 1998). Grundsitzlich ist dieser Befund konsistent mit der
Beobachtung, dass der evolutiondre Druck, dem Proteinstrukturen unterliegen, erheblich stirker auf
der Aufrechterhaltung der 3D-Struktur lastet als auf der Sequenz der Seitenkettenreste (Sander &
Schneider 1991; Kobe & Kajava 2000). Zusitzlich erschwerend fiir eine theoretische Vorhersage
paralleler B-Strukturen erweist sich der Umstand, dass turn-Bereiche mehrere hundert Seitenketten
lang sein kdnnen, bevor die Polypeptidkette auf die Solenoidstruktur zuriickgeht und diese weiterfiihrt.
Die Verteilung konservierter Reste, beispiclsweise im Bereich der Seitenkettenstapel, wurde als poten-
zielle Methode erkannt, um aus einer ,,verddchtigen Aminosduresequenz Informationen iiber die

Verteilung von furn und B-Faltblattbereichen abzuleiten (Kajava & Steven 2006). Die grofle Sequenz-
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heterogenitit der B-Solenoide ldsst es nach wie vor zu einem fruchtbaren Forschungsfeld werden,

diese Strukturen ohne ab initio Informationen aus genomweiten Datenbanken zu isolieren.

1.2.3.2.  Strukturelle Besonderheiten der parallelen -Helix

Nach Cohen umfasst die rechtsgéngige, parallele p-Helix pro Helixwindung im Minimum 22 Amino-
siuren. Der Anstieg pro Rest (pitch) fiihrt mit 0.22 A zu einem mittleren Windungsabstand von 4.8 A.
Wasserstoffbriicken werden in parallelen B-Helices alternierend zwischen dem Carbonylsauerstoff von
Rest i und dem Amidstickstoff von Rest i + 22 bzw. zwischen dem Amidstickstoff von Rest i + 1 und
dem Carbonylsauerstoff von i + 22 ausgebildet (Cohen 1993). Insgesamt ergibt sich auf diese Weise
ein sehr dichtes Netzwerk von H-Briicken, das sich wie ein Schild um den hydrophoben Kern des
Proteins windet und diesen effizient vom umgebenden, polaren Lésungsmittel abschirmt (Hennetin et
al. 20006).

Bei 22 Seitenketten pro Windung wire die parallele B-Helix ein Hohlzylinder mit einem AuBendurch-
messer von 27 A und einem Innendurchmesser von 22 A (Cohen 1993). Tatséchlich beobachtet man
die B-Helix als ,.,kollabierte* Struktur mit einem annéhernd L-férmigen Querschnitt (Yoder ef al. 1993;
Jenkins & Pickersgill 2001), sodass die ins Lumen verlagerten hydrophoben Reste ein dhnlich starkes
Netzwerk hydrophober Interaktionen ausbilden konnen wie globuldre Proteine. Durch den Kollaps
kann sich zwischen den B-Stringen PB1 und PB2 ein (anti)paralleles S-sandwich ausprigen, wahrend
der B-Strang PB3 einen annéhernd rechten Winkel zu PB2 beschreibt (Abb 1-3). Die B-Stringe sind
miteinander durch flexible furns (T1, T2 und T3) verbunden, die in der Struktur sehr unterschiedliche
Funktionen erfiillen (Yoder & F Jurnak 1995). Nach Hennetin et al. (2006) ist T2 als B-arc zu klassi-
fizieren. Er wird aus nur zwei Resten gebildet und fungiert als Strukturbrecher zwischen PB2 und PB3
(Cohen 1993). Der T2-Bereich gilt als einer der am stérksten konservierten Bereiche in parallelen [3-
Helices von Pektatlyasen (Jenkins et al. 1998). Die
turns T1 und T3 konnen deutlich mehr Reste enthalten
und sind besonders im zentralen Bereich von
Pektatlyasen am Aufbau der aktiven Zentren beteiligt.
Ein charakteristisches Merkmal paralleler B-Helices ist
die Stapelung von Seitenketten aufeinanderfolgender
Helixwindungen, die an dquivalenten Positionen in den
hydrophoben Kern inserieren (Jenkins & Pickersgill
2001). Nach der RegelméBigkeit der y-Winkel der

Abb 1-3: Die rechtsgiingige, parallele p - Helix ~ beteiligten Reste (vornehmlich y;) und anhand der
in ihrer Nomenklatur nach Yoder ez al. (1995) am . . L. . . .

Beispiel von vier Windungen der Alkalischen  Gleichartigkeit ihrer Seitenketten lésst sich nach
Pektatlyase Pel-15 aus Bacillus spec. KSM-P15.
Pfeile kennzeichnen parallele B-Stringe, die
entlang der Helixachse die parallelen B-Faltblitter
PB1, PB2 und PB3 ausbilden und die durch

unsg“kt‘"ie”e turns (T1, T2, T3) verbunden  ynterscheiden. Typischerweise treten drei verschiedene
werden.

Petersen et al. (1997) zwischen gestapelten (stacked)

und aneinander ausgerichteten (aligned) Stapeln
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Arten von Seitenkettenstapeln im Inneren der Helix auf: polare, aliphatische und aromatische Stapel.
Aliphatische Stapel sind am hiufigsten und enthalten typischerweise die Reste Valin und Isoleucin. In
aromatischen Stapeln packen die Ringflichen von Phenylalanin und Tyrosin gegeneinander, und
polare Stapel sind beispielsweise durch ,,Asparaginleiter vertreten, die in PelC bereits das erste Mal
beschrieben wurde. Nicht alle Stapel treten in allen parallelen B-Helices auf, allerdings scheinen
aliphatische Stapel ein generelles Merkmal in allen Proteinen dieses Faltungstyps zu sein. Wie fiir die
prazise Stapelung der T2-turns wird auch den Seitenkettenstapeln eine unterstiitzende Funktion bei der
korrekten Ausbildung des Helix-Registers zugeschrieben (Jenkins et al. 1998). In der gleichen Arbeit
wird vermutet, dass die Stapelung von Seitenketten es moglich macht, weitere Helixwindungen in die
parallele B-Helix zu integrieren. Folgt man dieser Auffassung, kommt man zu der begriindeten
Vermutung, dass die Faltung paralleler B-Helices ein sequenzieller Prozess sein muss, wie dies von der
Arbeitsgruppe um Patricia Clark aus in-vivo Faltungsstudien von P22TSP abgeleitet wurde (Evans et
al. 2008).

Starke Evidenz fiir die Tatsache, dass die Seitenkettenstapel in der parallelen B-Helix eine wichtige
Funktion fiir die Ausbildung des korrekten Seitenkettenregisters (Registrierung) haben, findet sich am
Beispiel der Pektatlyase aus Bacillus subtilis (BsPel) in der Dissertation von Benjamin Heinz (2006).
Uberdies wurde in dieser nachgewiesen, dass die vollstindige Entfernung des polaren
Seitenkettenstapels die Stabilitdt des Strukturmotivs auf dramatische Weise beeintrichtigt, ohne
jedoch seine korrekte Ausbildung zu verhindern. Nicht alle Seitenkettenreste tragen in vergleichbarer
Weise zur Stabilisierung des Motivs bei, was die Vermutung nahelegt, dass es bei der Faltung
paralleler B-Helices Sequenzbereiche gibt, die als Faltungsnuklei fungieren. Im Modellprotein P22TSP
wurde ein solcher Faltungsnukleus im zentralen Bereich der B-Helix nachgewiesen (u.a. Marion
Becker, Dissertation 2009). Abschlielend sei erwéhnt, dass nicht alle Stapel im Inneren parelleler -
Helices liegen miissen. In Alkalischer Pektatlyase aus Bacillus spec. KSM-P15 weisen kurze Stapel
aus jeweils 3 Asn-Resten an zwei unterschiedlichen Positionen in Richtung des Losungsmittels (Akita

et al. 2001; Tsai et al. 2006).

Abschlussstrukturen an den C- und N-terminalen Windungen von [B-Solenoiden schirmen deren
hydrophobe Kernbereiche vom Losungsmittel ab und verhindern auf diese Weise eine intermolekulare
Assoziation zu fibrilldren Strukturen (Kajava & Steven 2006). Diese Abschlussstrukturen konnen
beliebig kompliziert organisiert sein. Im Fall paralleler B-Helices beobachtet man fast ausschlieBlich
die Aufwindung der terminalen Polypetidkette zu einer nicht-repetitiven Struktur, meist einer
amphiphatischen a-Helix, die orthogonal zur Achse der Superhelix verlduft. Hydrophobe Bereiche der
Helix interagieren mit dem hydrophoben Spulenkern, wéhrend die hydrophilen Helixbereiche den
Kontakt zum Losungsmittel vermitteln (Richardson & Richardson 2002). Fiir Abschlussstrukturen
dieser Art wurde vorgeschlagen, dass sie die Faltung -solenoider Strukturen nukleieren kénnen (u.a.
Akita et al. 2001). Dies ist durchaus plausibel, wenn man bedenkt, dass Polygalacturonasen in der
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Regel Sec-abhingig mit dem N-Terminus voran in das bakterielle Periplasma bzw. (im Fall Gram
positiver Bakterien) direkt in den extrazelluliren Raum transportiert werden. Seltener beobachtet man
die Konzentration von polaren und geladenen Resten in den terminalen Spulenwindungen. Auch Pro-
line und aromatische Reste werden héaufig in die terminalen Windungen inseriert (Kajava & Steven
2006). Interessant ist die Beobachtung, dass bereits das Einfiigen einer einzigen negativen Ladung an
einer kritischen Position im N-Terminus assoziationskompetenter B-sandwiches dazu fiihrt, dass diese
Strukturen als 16sliche Monomere vorliegen (Wang & Hecht 2002). Typische Vertreter, in denen diese
einfachen Abschlussstrukturen auftreten, sind Pertactin (Emsley ef al. 1996) und Pel-15. Globulére

Abschlussdoméinen werden nur selten beobachtet.

1.3. Pektatlyasen

1.3.1. Vorkommen und Funktion

Pektine sind heterogene Polysaccharide (Polyuronide), die zum iiberwiegenden Teil aus a-1,4-glyko-
sidisch verkniipften D-Galacturonsdureeinheiten bestehen. In pflanzlichen Zellwidnden und Mittel-
lamellen vernetzen sie Zellulose und Hemizellulosefasern und gewihrleisten auf diese Weise deren
strukturelle Integritit (Carpita & Gibeaut 1993). Die saprophytische Depolymersiation von Pektin
erfordert die enzymatische Spaltung einer der stabilsten chemischen Bindungen in biologischen
Makromolekiilen (Wolfenden & Snider 2001). Sie ist von grundlegender Bedeutung fiir Riickfiihrung
von Pektin in den Stoftkreislauf.

Zur Pektinolyse befdhigte, saprobionte oder parasitdre Mikroorganismen aller Reiche sind in der Lage,
pflanzliche Abschlussgewebe und Zellwidnde zu degradieren und auf diese Weise ernsthafte
Erkrankungen auszulésen, die gemeinhin unter dem Begriff ,,Weichfaule-Erkrankungen®, soft rot,
zusammengefasst werden. Auler dem Abbau pflanzlichen Gewebes scheinen Pektatlyasen auch an
pflanzlichen Entwicklungsprozessen beteiligt zu sein. Dies belegte in jiingerer Vergangenheit eine
Studie, in der 27 Pektatlyasen-dhnliche Gene im Genom von Arabidopsis thaliana nachgewiesen wur-
den (Marin-Rodriguez et al. 2002). Wirtschaftliche Relevanz erfahren Pektatlyasen in der nahrungs-
mittelverarbeitenden Industrie bzw. in der Gewinnung und Prozessierung von Zellulosefasern. Einige
Bemiihungen zielen darauf ab, durch die gezielte Einfithrung von Punktmutationen die thermodyna-
mische Stabilitdt oder die enzymatische Aktivitdt von Pektatlyasen zu steigern (Xiao et al. 2008) und
damit Verfahrensprozesse zu optimieren (Sakai et al. 1993).

Fiinf der insgesamt 21 Polysaccharidlyaseklassen (EC 4.2.2.1-4.2.2.3; EC 4.2.2.9 und EC 4.2.2.10)
enthalten Enzyme, die den Abbau von Pektin in einer Ca*'- abhingigen B-Eliminierungsreaktion kata-
lysieren. Bei dieser Art der Eliminierung entsteht ein planares Reaktionsprodukt, das an seinem nicht-
reduzierenden Ende eine ungesittigte Bindung zwischen C4 und C5 enthélt. Der Reaktionsmecha-
nismus ist in Abb. 1-4 dargestellt. Er wurde durch das Labor von Francis Jurnak eingehend charakteri-

siert (Scavetta et al. 1999). In einem ersten Schritt wird das C5-Proton der betroffenen Uronylgruppe
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durch eine Breonstedt-Base abstrahiert. Hierbei kann es sich nach bisherigem Kenntnisstand um Argi-
nin (z.B. EC 4.2.2.2) oder um Lysin (EC 4.2.2.9) handeln. Die fiir den Abstraktionsprozess erforder-
liche Ansduerung des C5-Protons wird gewihrleistet, indem das in der Bindestelle gebundene Ca*'-
Ion durch eines der C6-Carboxylsauerstoffatome koordiniert wird. Der durch die Protonenabstraktion
entstehende Ubergangszustand wird durch eine Verlagerung des freigewordenen Elektrons auf das C6-
Carboxylat stabilisiert. Im zweiten Schritt erfolgt der eigentliche Spaltungsprozess durch die
Umlagerung des freien Elektrons auf das C4-Sauerstoffatom. Das hierbei entstehende, ungesittigte
Reaktionsprodukt wird anschlieBend aus der Bindungstasche entlassen (u.a. Abbott & Boraston 2008).
Am Beispiel des Gram negativen Enterobakteriums Erwinia chrysamthemi wurde gezeigt, dass
pektinolytische Mikroorganismen iiber eine ganze Batterie von periplasmatisch und extrazelluldr loka-
lisierten Isoenzymen verfiigen.

Die entstehenden Oligogalacturonide werden passiv ins bakterielle Periplasma transportiert, wo sie zu
Di- und Trigalacturoniden abgebaut und ATP-abhingig ins Cytosol transportiert werden. Im Cytosol
werden die Oligogalacturonide zu Pyruvat und 3-Phosphoglyceraldehyd degradiert, die als C-Quellen
in den Citrat-Zyklus eingeschleust werden und damit letztlich den Energiehaushalt der Zelle
verbessern (Abbott & Boraston 2008).

Es ist nachgewiesen, dass die ungesittigten Polygalacturonide als Elicitoren pflanzlicher Abwehrreak-
tionen fungieren. Die Strategie dieser Abwehrreaktionen setzt zu einem grof3en Teil auf die Expression
von Inhibitoren (Juge 2006). Dies mag ein weiterer wichtiger Grund dafiir sein, dass alle bisher be-
schriebenen Pektatlyasen strukturell den parallelen B-Helices zuzuordnen sind (Abbott & Boraston

2008). Einerseits bildet die kollabierte p-

A~ NQ\N 3-Solenoidstruktur eine dieale Plattform
N7 SNH H,N H, fiir die Bindung linearer, langkettiger Po-
LH e H* R - lysaccharide (Kajava & Steven 2006).
Andererseits stabilisieren die vorab be-
R'/O‘.J \ -')ot,l 0 schriebene Seitenkettenstapelung, das in-
:' \\Caz. a Nogt tensive H-Briickennetzwerk im Riickgrat
H‘N‘fo H’N\fo bzw. die hydrophoben Kontakte im Inne-

As Asn

ren der Superhelix das Protein stark ge-

Abb. 1-4: Allgemeiner Reaktionsmechanismus der Ca’'-unter-
stiitzten B-Eliminierungsreaktion, wie sie von Pektatlyasen typi-
scherweise katalysiert wird [entnommen aus: Abbot & Boraston gien zu widerstehen.
(2008)].

nug, um den pflanzlichen Abwehrstrate-

1.3.2. Die Alkalische Pektatlyase (Pel-15) aus Bacillus spec. KSM-P15

Die Isolation von Pel-15 aus dem fakultativ alkalophilen Bodenbakterium Bacillus spec. (Stamm
KSM-P15) wurde 1999 durch Thoru Kobayashi dokumentiert (Kobayashi ef al. 1999). Ein Jahr spater

waren die Aminosduren identifiziert, die an der katalytischen Spaltung von Polygalacturonsiure
10
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(PGA) beteiligt sind (Hatada er al. 2000). Im darauffolgenden Jahr schlieBlich wurde die Rontgen-
kristallstruktur von Pel-15 veroffentlicht, die Pel-15 als rechtsgéngige, parallele B-Helix klassifizierte
(Abb. 1-5; Akita et al. 2001).

1.3.2.1. Die biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften von Pel-15

Pel-15 ist gemeinsam mit Pell in die Familie 3 der Polysacchaid-Lyasen (EC 4.2.2.x) einzuordnen
(Creze et al. 2008). Pel-15 ist ein alkalophiles Protein mit einer Lange von 197 Aminoséduren (MW =
20.93 kDa) und einem isoelektrischen Punkt von 10.5 (Kobayashi ef al. 1999). Maximale enzyma-
tische Aktivitdt entfaltet Pel-15 bei einer Temperatur zwischen 55 °C und 60 °C. Diese Temperatur
liegt bereits 10 K hoher als die von KSM-P15 maximal tolerierte Kultivierungstemperatur. Je nach
Veroffentlichung schwanken die Angaben zur spezifischen Aktivitit von Pel-15 zwischen 220 und
300 U / mg Pel-15. Mittels IR-Spektroskopie, "C-NMR und ESI-MS wurde nachgewiesen, dass es
sich bei den von Pel-15 produzierten PGA-Spaltungsprodukten um 4,5-ungeséttigte Oligogalactu-

ronide handelt, was den Reaktionsmechanismus der B-Eliminierung fiir Pel-15 bestitigt.

1.3.2.2. Besonderheiten in der Rontgenkristallstruktur von Pel-15

Pel-15 ist aus 8 gestapelten Solenoidwindungen aufgebaut (Abb. 1-5). RegelmiBige polare oder aro-

matische Stapel im Inneren der B-Helix, wie sie in BsPel oder PelC dokumentiert wurden, fehlen.

Abb. 1-5: Cartoon-Reprisentation von Pel-15 (Akita et al. 2001, PDB: 1ee6). Die B-Stringe der parallelen beta-Helix
sind entsprechend der Nomenklatur aus Abb. 1-2 eingefirbt. Ein Ca®*-Ion wird mit hoher Affinitéit durch aufeinanderfol-
gende T3 turns gebunden. Links: Blick auf den T1-Turn, der eine enge Wendung zwischen PB1 und PB2 beschreibt und
diese dadurch zu einem antiparallelen B-sandwich verbindet (C-Terminus liegt unten); rechts: Blick entlang der f-Helix-
achse (C-Terminus ist dem Betrachter zugewandt).

11
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Dennoch ist der hydrophobe Kern im Inneren des Proteins dicht gepackt und es lassen sich
unregelmiBige Stapel von gemischten, aliphatischen Resten finden. Diese enthalten vornehmlich
Leucin, Isoleucin und Valinseitenketten. Pel-15 enthilt eine Disulfidbriicke in der aus N-terminaler
Richtung dritten Windung der B-Helix. Ein weiterer, ungepaarter Cysteinrest befindet sich begraben
im hydrophoben Kern nahe dem C-Terminus im Bereich des -Stranges PB2.

Im Gegensatz zu vielen anderen B-helikalen Proteinen werden die terminalen Windungen von Pel-15
nicht durch capping-Strukturen gegen head-to-tail Assoziationen geschiitzt. Stark verldngerte T1 oder
T2 turns mit dekorierenden Sekundérstrukturelementen, sogenannte bulging-Regionen, wie sie in
anderen Pektatlyasen vorkommen, sind ebenfalls nicht nachzuweisen, sodass Pel-15 im Grunde eine

natiirlich vorkommende, ,,nackte* -Helix darstellt.

Beim Fehlen terminaler Abschlussstrukturen erwartet man eine verdnderte Aminosédurezusammen-
setzung in den terminalen Spulenwindungen des Solenoids (Kajava & Steven 2006). Dies ist bei Pel-
15 hauptsdchlich im Bereich des C-Terminus zu beobachten. Hier ist der Anteil polarer und geladener
Reste mit 80 % im Vergleich zur durchschnittlichen Zusammensetzung der zentralen Superhelixwin-
dungen deutlich erhdht. Im Bereich des N-Terminus scheint der hydrophobe Kern weniger stark
abgeschirmt zu sein. Der Anteil geladener und polarer Reste betrégt hier nur 50 %. Bemerkenswert ist
die unregelmifBige Verteilung von Prolylresten im Molekiil. Bezogen auf die Kettenlédnge entspricht
der Anteil von Prolin in Pel-15 zwar dem Durchschnitt, allerdings konzentrieren sich fiinf der
insgesamt sechs Prolylreste, einer davon in cis-Konfiguration, in den ersten zwei N-terminalen
Helixwindungen, was in diesem Bereich einem erhéhten Prolinanteil von ca. 10 % entspricht. Der
sechste Prolylrest liegt in der Windung am C-Terminus. Nach Mason et al. interagieren Gdm-
Kationen bevorzugt mit den m-Elektronensystemen aromatischer Systeme. Dies kann innerhalb von

Proteinen zur Ausbildung von 16sungsmittelexponierten Seitenkettenstapeln fithren. Im Fall von Pel-

Al

DSB (71-67)

Abb. 1-6: Nichtkovalente Stabilisierung des Pel-15 N- und C-Terminus iiber planare R-R bzw. R-Y-Interaktionen.
Links: N-Terminus. Y68 ist einer der Reste, die von der lokalen Disulfidbriicke eingeschlossen werden. Rechts: Y197
bildet des C-Terminus von Pel-15. Die Seitenkette steht parallel zur helikalen Achse undinteragiert mit der Gunanidin-
gruppe von R173. Zusitzliche Stabilisierung bewirkt eine H-Briicke zwischen R123 und Y 197.
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15 sind Interaktionen dieser Art an der nichtkovalenten Stabilisierung von C- und N-Terminus

beteiligt (Abb. 1-6).

In Abhéngigkeit von der Anwesenheit von CaCl, im Kristallisationspuffer wurden zwei unterschied-
liche Kristallformen von Pel-15 beobachtet (Akita ef al. 2001). Dabei wurde deutlich, dass Pel-15 in
Abwesenheit von Ca®*-Ionen dazu neigt, langgestreckte, fibrilldre Strukturen auszubilden, in denen der
N-Terminus eines Pel-15 Molekiils mit dem C-Terminus eines folgenden interagiert (Abb. 1-7). Die
Pel-15 Kristallstruktur bestétigte die Ergebnisse umfassender Mutagenesestudien von Hatada et al.
(2000), denen zufolge die katalytisch relevante Bindung von Ca®" durch die Seitenketten D63, E83
und D84 vermittelt wird. Diese bilden im Bereich der Furche zwischen T3 und PB1 einen ,,sauren
Cluster und schlieflen damit direkt an einen ,,basischen Cluster” aus den Aminosduren K107, K129
und R132 an. Eine Veridnderung in einem dieser beiden Cluster fiihrt in jedem Fall zum fast
vollstindigen Verlust der enzymatischen Aktivitit (Hatada et al. 2000). Ein langer, aus der B-Helix
herausragender T3 furn ( T3/2) kénnte bei der Bindung von PGA eine Art Klammerfunktion iiber-
nehmen. Dariiber hinaus enthélt er in Hohe des ,;sauren Clusters® einen weiteren Aspartatrest, der
vermuten lisst, dass T3/2 an der katalytischen Ca**-Bindung beteiligt ist. Eine zweite, anhand der Kri-
stallstruktur identifizierte hochaffine Ca*"-Bindestelle wird durch ldsungsmittelexponierte Oberfli-
chenreste im Bereich von T3 ausgeprigt. Angesichts der Tatsache, dass durch die Bindung eines Ca*'-
Ions in diesem Bereich die Ausbildung mehrerer Salzbriicken begiinstigt wird, wird fiir diese zweite
Bindestelle eine strukturférdernde Funktion vermutet. Thre Entfernung beeintrachtigt die katalytische

Aktivitét des Proteins nur gerinfligig (Hatada ez al. 2000).

1.3.2.3.  Sequenzbasierter Vergleich von Pel-15 mit anderen Pektatlyasen
Sequenzbasierte Vergleiche des aktiven Zentrums von Pel-15 mit aktiven Zentren anderer Pektatlya-

sen bestitigen teils sehr groBe Ahnlichkeiten (40-80 %) mit Pektatlyasen aus dem Schimmelpilz Fusa-

Abb. 1-7: Stereodiagramm der Typ II - Kristallpackung von Pel-15 in Gegenwart von EDTA.
Die Abwesenheit von Ca®-Ionen scheint zum einen eine head-to-tail Polymerisation und zum anderen eine verstirkte
laterale Interaktion der Pel-15 Molekiile zu begiinstigen (entnommen aus Akita ef al. (2001)).
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: Pel-15_1EE6/1-224 Y --E8cTYNISB- - - vy KEY 1 138
PelA_QOX622/1-222 % .-88GTYNITE- - - v KAlY M 136
Pel_BOMKT4/1-460 Y - -BEGVVENIB- - - KEMA L 379
Pel_A4FHV6/1-261 e ASIEKAED AGATMTVER - - - ARJAD H 153
Pel_COTLQ4/1-250 k< AT|L KG ssSESQKMTVNG - - - RKAs H 140
Pel_COTLS7/1-266 k< AGIFKGSKSSQTMT I sB - - - RKiAs H 156
Pel_C1RMB2/1-430 R - AflFKGTSSSQTMTNDE - - R YJAH H 321
Pe|_B5i637/1-267 A- NVYTVSE- - - RS@s F 156
Pel_QUEX16/1-266 K - NVYTVSE- - - K EJD F 155
Pel_A3KK49/1-267 K - NVYTVSE- - - KEMAS F 156
Pel_Q829M5/1-276 ke ATYKVI@- - - B F 165
Pel_BS5HBV6/1-269 D - TVRTVEE- - - R KAA H 158
Pel_COT8Z3/1-415 E- ATYLMDEB - - - KSGT H 309
Pel_A8L1K4/1-365 193 QNI 18 K - ATIFKGTSAAQTMT IDG - - - RGHS H 254
P Feil_3890/1-344 163NLR|ISASER] D ATINNGKTMT | VGG | AHNAKDGYGGKP L@H 228

150 160
1 1

:Pe/-15_1EEB/T-224 139 NA - - A RAD-D | GTT---WKVVMN\/ENCNISRVKDAILRTDSSTSTGRI\/N 198
PelA_Q9x622/1-222 137TNA- - S RAD-D | QTS---MAVNMTLDNSNISNVKDSIMRTDSSVSQGKITN 196
Pel_BIMKT4/1-460 380MNIA - - PC TAT-N1 NTT---FKVVIYLEDVTLNNVKSCVAKSDSPVSELWYHN 439
Pel_A4FHV6/1-261 154 - -A AMS -DF NCGNNPQERHVRLENVSATAPGDSLVGINVNYGDTATFS 216
Pel_COTLQ4/1-250 141 --P QVD -DF NCG - TQYKRNV I LENVTAYSPGKVLAGINTNYGD TAKYT 202
Pel_COTLS7/1-266 157 --P QVD -DF NCK-TQHKRNV I | ENVTAYAPGKSMVGINTNYGD TAKI T 218

Pel _C1RMB2/1-430 322 --P QVa-DF NCS - TQHARSVQVSNVQVTAPGKA | VGINPNLGDRAS | S 383
Pel_B51637/1-267 157 --A AMQ -NF NCS - TQYKRTINLNTI EATYSGNKLVGINTNYGDSATLK 218
Pel_Q9EX16/1-266 156 --A AMK -NF NCS - TQYRRT INLNG | EVNWKGGR | AGINTNYGD SATLR 217
Pel_A3KK49/1-267 157 --A AMK - N F NCS - TQYKRTINLNSI EVSWKGSR | AGINTNYGDSATLR 218
Pel_Q829M8/1-276 166 --A QVE-NF NCK-TQYKRTVVLSD IDATAPGKALVGINSNYGD TATLS 227
Pel_B5HBV6/1-269 158 --A QVaQ - D NCS - TQYARH IQVLDTVVTAPGDTLVGINTNYGD TARFS 220
Pel_CO0T823/1-415 310 --A QVH - S 8| NCS - TSYQRHVVLDGVTARST - KVLVGINTNWGD TARFS 370
Pel_A8L1K4/1-365 255 --P QVaQ -DF INC S - KQY ARH VVVRNVTVTAPQKTLVﬂVETNYGDSAQLS 316

P Pell_3890/1-344 229NISKNST TLTGEH SCEDCSNNGGPRFLTVTSATVNGTIDS| AGVNRNYGD VAT IS 294

Abb. 1-8: Multiples, sequenzielles Alignment bakterieller Pektatlyasen mit Pel-15 artiger Konsensussequenz.
Konservierte Reste sind in Schattierungen von Blau dargestellt. Bis auf Pel-15, PelA und und Pell (schwarze Pfeile)
entsprechen die angegebenen Sequenzen vorhergesagten Pektatlyasen. Pell wies mit 68.5 % Sequenzidentitit zum T3/2
turn von Pel-15 die geringste Sequenzidentitit auf. Die schwarze Box markiert die Reste, die in Pel-15 im T3/2 turn
enthalten sind. Die konservierte Disulfidbriicke und die von ihr eingeschlossenen Reste sind gelb hinterlegt. Sterne (*)
markieren die Reste, die in Pel-15 an der katalytischen Ca’"-Bindung beteiligt sind. BLAST Abfragen erfolgten
webbasiert iiber http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. Das Sequenzalignment wurde mit ClustalW berechnet. Die
Darstellung erfolgte mit Jalview (http://www jalview.org).

rium solani bzw. aus den Enterobakterien Erwinia carotovora und E. chrysamthemi (Heffron et al.
1998).

Eine aktuellere, auf das Reich der Bakterien begrenzte Datenbankabfrage (minimale Sequenzidentitét:
20 %), in der die Sequenz von Pel-15 als template verwendet wurde, identifizierte 43, grofitenteils
putative, Pel-Sequenzen (Abruf am 10. Juli 2009). Die erhaltenen Sequenzidentititen waren meist
schlechter als 30 %, was aufgrund der enormen Sequenzvariabilitét paralleler B-Helices (Cohen 1993;
Walter et al. 2008; Barbirz et al. 2009) keine Uberraschung darstellte.

Ungewdhnlich hohe Sequenzidentititen wurden bei 14 von 43 Sequenzen fiir eine spezifische
Windung der Pel-15 B-Helix erhalten (Abb. 1-8). Diese enthélt in Pel-15 unter anderem den in cis-
Konfiguration vorliegenden Prolinrest P60, die Seitenkettenreste der katalytischen Ca’’-Bindungs-
stelle, den an der hochaffinen Ca*-Bindung beteiligten Rest D80 und eine Disulfidbriicke zwischen
den Cysteinen C67 und C71. Der in Pel-15 als Bronstedt-Base fungierende Aminosdurerest K107
(K224 in Pell; Creze et al, 2008) ist in allen identifizierten Sequenzen an dquivalenten Positionen
konserviert. Dies legt nahe, dass alle gefundenen Sequenzen in die Polysaccharid-Lyase Familie 3

einzuordnen sind. Dies bestétigt die Ergebnisse von Heffron ef al. (1998).

1.3.2.4. Pel-15 dhnliche beta-Helixproteine
Von allen bislang bekannten, rechtsgéngigen, parallelen B-Helixproteinen ist die Struktur von Pel-15
am chesten mit dem Adhisin Pertactin (P.69, Emsley et al. 1996) aus dem Keuchhustenerreger
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Abb. 1-9: Pel-15 dhnliche, parallele p-Helices im Vergleich.

(A) Pertactin P.69 aus B. pertussis (Emsley et al. 1999) (B) Pell aus E. chrysamthemi (Creze et al. 2008) (C) Pel-15 aus
Bacillus spec. (Akita et al, 2001). Jeweils Blick auf den T3/PB1-Bereich, der Farbverlauf reicht vom N-Terminus (blau)

zum C-Terminus (rot)

Bordetella pertussis und der Pektatlyase I (Pell, Creze et al. 2008) aus Erwinia chrysamthemi zu

vergleichen (Abb. 1-9). Die N-Termini aller drei B-Helices sind offen, d.h. sie schirmen den hydropho-

ben Kern nicht vom umgebenden Losungsmittel ab. Unterschiede sind hingegen im Bereich der C-

Termini zu erkennen. Hier sind die Polypeptidketten von Pertactin und Pell jeweils zu einem B-Aairpin

geformt und schirmen auf diese Weise den Grofiteil des hydrophoben Kern gegen das Losungmittel

ab.

Pertactin ist mit 539 Resten und insgesamt 18 Solenoidwindungen fast dreimal so grof8 wie Pel-15. Fiir

dieses Protein stehen ausfiihrliche Daten {iber Faltung und Stabilitit zur Verfiigung, anhand derer die

Ergebnisse zur Stabilitit und Faltung von Pel-15 moglicherweise eingeordnet werden kdnnen.

Die Polypeptidkette von Pell ist mit 343 Resten
ebenfalls erheblich lianger als Pel-15, besitzt aber
wie diese nur acht Helixwindungen. Die iiberzih-
ligen Reste werden in diesem Fall in stirker
ausladenden unstrukturierten turn-Bereichen akko-
modiert. Trotz einer allgemeinen Sequenzidentitét
von nur 28.9 % ergibt die Ca-Uberlagerung der
Strukturen von Pell und Pel-15 einen rmsd-Wert
von 1.7 A (Creze et al. 2008).

Pell enthilt insgesamt fiinf Disulfidbriicken, von
denen sich eine an dquivalenter Position auch in
Pel-15 befindet. Die iibrigen vier Disulfidbriicken
stabilisieren in Pell den ausladenden, unstrukturier-
ten Bereiche in der Ndhe des C-Terminus und die
C-terminale Abschlussstruktur. Dariiber hinaus ver-
binden sie den N-Terminus mit der benachbarten

Helixwindung und schrinken die Beweglichkeit des

15

7
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Abb. 1-10: Ca-Uberlagerung von Pel-15 (blau) und
Pell (griin) (3. Helixwindung) und Pell. Oben: Ca -
Alignment  mit  Darstellung  der  Riickgrat-
konformationen und der Seitenkettenpositionen. Die
Disulfidbriicken beider Proteine sind als sticks
dargestellt. Unten: Sequenzielles Alignment von
Pel-15 und Pell. Die Sequenzidentitidt im T3/2 turn
betrdgt 68.5 %. Pfeile kennzeichnen in beiden
Uberlagerungen den N-Terminus.
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katalytisch bedeutsamen T3-turns (T3/2) ein. In Pel-15 werden die entsprechenden Bereiche
vornehmlich durch Salzbriicken stabilisiert. Hierflir notwendige Paare saurer und basischer Ober-
flichenreste finden sich in Bereichen um das aktive Zentrum und um die beiden Ca**-Bindungsstellen
sowie in der Néhe der terminalen Helixwindungen. Zusétzliche Stabilisierung erfahren der N- und der
C-Terminus durch die Ausbildung hydrophober Stapelkontakte zwischen planaren Seitenketten von
Arg- und Tyr-Resten.

Die dquivalent positionierte Disulfidbriicke ist auch in anderen Pel-Sequenzen konserviert. Im Fall
von Pell und in Pel-15 stabilisiert sie den flexiblen T1/3 turn und schrinkt auf diese Weise die Beweg-
lichkeit der gesamten Helixwindung ein (Abb. 1-10). Die Disulfidbriicke liegt dariiber hinaus in der
gleichen Spulenwindung wie die Seitenketten D63, E83 und D84, die ebenfalls in allen gefundenen
Sequenzen konserviert sind. Diese Reste sind, wie vorab erwéhnt, fiir die katalytisch relevante

Bindung eines Ca**-Ions verantwortlich (Akita et al. 2001).

1.4. Funktionen von Disulfidbriicken in Proteinen

Disulfidbriicken stabilisieren den nativen Zustand

Grundsétzlich haben Disulfidbriicken in Proteinen die Funktion, stabilisierende, kovalente Querver-
netzungen zwischen entfernten Bereichen des Peptidriickgrates herzustellen. Es gilt als anerkannt, dass
Disulfidbriicken die native Struktur eines Proteins stabilisieren, indem sie die konformationelle
Entropie des Peptidriickgrats im denaturierten Zustand verringern und diesen damit destabilisieren
(Thornton 1981). 1988 formulierte Nick Pace anhand der oxidativen Faltung von RNaseT1 und
aufbauend auf den theoretischen Voriiberlegungen von Flory (1956) und Schellman (1955) die
Hypothese, dass der Betrag, um den die konformationelle Entropie AS des Disulfid-stabilisierten
Riickgrats abnimmt, mit der Anzahl der Reste korreliert, die durch diese Disulfidbriicke eingeschlos-
sen werden. Hierflir stellte er die empirische Gleichung

AS=-21-15RInn (1)

auf, in der n die Zahl der Reste angibt, die von der Disulfidbriicke eingeschlossen werden (Pace et al.
1988). Die Abweichung der theoretischen Vorhersagen von den empirischen Entropien betrug weniger

als 2 kJ/mol.

Disulfidbriicken generieren Faltungsnuklei

In Abhéngigkeit davon, wie weit entfernt ein Disulfid vom Nukleus einer Faltungsreaktion ist, konnen
die beobachteten Riickfaltungsraten von Proteinen im Bereich von Sekunden oder von Stunden liegen
(Abkevich & Shakhnovich 2000). Wenn eine Disulfidbriicke in der denaturierten Kette einen Cluster
hydrophober Seitenketten von Losungsmittel abschirmt, kann diese damit auch selbst zu einem
Nukleus der Faltung werden (Wedemeyer et al. 2000). Dies ist in Pel-15 nicht der Fall; dennoch ist es

gut vorstellbar, dass die Stabilisierung eines kompletten des T1/3 turns im Fall von Pel-15 die
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Nukleations- oder Registrierungsfunktionen iibernimmt, die in den ,,gro3en” B-Helices den internen

Seitenkettenstapeln zukommt.

Disulfidbriicken sind an katalytischen Prozessen beteiligt

Stabilisierung oder Nukleation sind nicht die einzigen Effekte, die durch Disulfidbriicken gesteuert
werden. Gelegentlich sind Disulfidbriicken auch am Aufbau aktiver Zentren beteiligt (Mamathambika
& Bardwell 2008). In diesem Fall unterscheidet man zwischen katalytischen und allosterischen
Disulfidbriicken. Katalytische Disulfidbriicken sind direkt am Katalysemechanismus beteiligt, wie
dies typischerweise in Oxidoreduktasen zu beobachten ist. Fiir allosterische Disulfide gilt dies nicht.
Vielmehr stabilisieren diese das aktive Zentrum bzw. sind an der Verdnderung seiner Konformation

beteiligt und tragen damit passiv zur katalytischen Effizienz des Enzyms bei.

1.5. Amyloidfibrillen

1.5.1. Hintergrund und Organisation des cross-f§ Motivs

Die Erforschung der Faltung und der Stabilitdt paralleler B-Helices motiviert sich in vielen Teilen
durch die zahlreichen strukturellen Gemeinsamkeiten, die zwischen B-Helices und dem cross-B-Motiv
von Amyloidfibrillen bestehen. Beide Strukturmotive besitzen eine elongierte, unverzweigte
Morphologie. Beide Strukturmotive sind zudem gekennzeichnet durch die Existenz ausgedehnter [3-
Arkaden, einen Abstand von ca. 4.8 A zwischen den B-Stringen aufeinanderfolgender repeats, eine
geringe Kriimmung der teils schraubenformigen Superhelix und die in Elongationsrichtung
verlaufende Ausbildung hochgeordneter, lumenaler Stapel identischer Seitenketten.

Unter dem Begriff ,,Amyloidfibrillen” werden langgestreckte, unldsliche Proteinaggregate zusammen-
gefasst, die in vivo abgelagert werden und mit krankhaften Zell- und Gewebsverdnderungen,
sogenannten Amyloid-Erkrankungen, in Zusammenhang stehen. Bekannte Krankheitsbilder sind
Alzheimer-Krankheit, Chorea Huntingtion oder Parkinson. Amyloidartige Aggregate bilden sich in
vitro als passive Reaktion der Proteinmolkiile auf bestimmte Verinderung von Ld&sungs- oder
Umgebungsbedingungen (Nelson & Eisenberg 2006a). Mittlerweile sind mehr als 25 menschliche
Proteine identifiziert, die die Fahigkeit zur Fibrillierung besitzen. Die Umsténde, unter denen
Fibrillierungsreaktionen ablaufen, sind noch immer teilweise unverstanden (Westermark 2005).
Merkmale, die Amyloidfibrillen von B-Solenoidproteinen unterscheiden, sind die Bindung von Kongo-
Rot und eine damit verbundene charakteristische, griine Doppelbrechung sowie ein typisches Rontgen-
Diffraktionsmuster. Dieses besitzt einen intensiven, scharf umrissenen Reflex bei ca. 4.7 A und einem
etwas diffuseren Reflex bei ca. 10 A, was die Existenz einer ,,cross-f Struktur andeutet. Bereits 1935
hatte Astbury dieses Diffraktionsmuster als Charakteristikum von Proteinfibrillen beschrieben
(Astbury & Dickinson 1935).

In einer cross-f Struktur sind zwei B-Faltblitter mit einem Abstand von 10 A parallel zur fibrilliren
Achse orientiert. Die B-Strdnge innerhalb der Faltblétter verlaufen senkrecht zur Faserrichtung und
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haben jeweils einen Abstand von 4.7 A. Die Faltblitter konnen eine parallele (Nelson e al. 2005) oder

antiparallele (Makin & Serpell 2005) Orientierung besitzen.

1.5.2. Strukturelle Modelle von Fibrillierungsmechanismen

Mittlerweile existieren zahlreiche Vorschlidge fiir Mechanismen, nach denen aus nativen Proteinen
fibrillare Strukturen entstehen. Nelson & Eisenberg (2006) klassifizierten diese Mechanismen in drei
grundsétzliche Modellklassen, die sich danach richten, wie groB3 die Strukturdnderung ist, die ein Pro-
tein wéhrend der Fibrillierungsreaktion erféhrt (Abb. 1-11). Proteine, die erst entfalten miissen, um
Fibrillen zu bilden, werden unter der Klasse der ,refolding models” zusammengefasst. Proteine
hingegen, bei denen wihrend der Fibrillierung der grofte Teil der nativen Struktur erhalten bleibt, sind
in die Gruppe der ,,gain-of-interaction models* einzuordnen. Fibrillierungsmodelle, die sich keiner der
vorab benannten Modellklassen zuordnen lassen, werden zu ,,models of natively disordered proteins®

zusammengefasst. Keines dieser Modelle ist

ausreichend, um alle Eigenschaften von Amy- Modell- Natives ) -
klsssa e Intermediat Fibrille

loidfibrillen zu erkldren (Nelson & Eisenberg

2006D). R ; E
efolding —> Ef.\% - =

1.5.2.1.  refolding Modelle

- . —

In dieser Modellklasse werden Proteine Natively —
' alid T =

zusammengefasst, die in zwei distinkten disorvered —

Zustinden vorliegen, dem nativen und dem

fibrilliren Zustand. Um vom nativen in den Gain-of-
interaction

fibrilldiren Zustand zu wechseln, muss das

native Protein entfaltet werden. Unabhéngig von  spp. 1-11: Klassifizierung von Strukturmodellen

. . " . . (verdndert entnommen aus: Nelson & Eisenberg (2006))
ihrer Aminosdureaequenz sind die

Fibrillenstrukturen der Proteine, die nach diesem Modell fibrillieren, sehr &hnlich. Auf dieser
Beobachtung beruht die Vermutung, dass Riickgratkontakte bei der Fibrillierungsreaktion bestimmend
sind (Féandrich et al. 2001). Prominente Beispiele fiir Proteine, die nach dem refolding model fibrillie-
ren, sind Insulin, die SH3 Doméne, Myoglobin oder das Prion-Protein (PrP). In allen Féllen wird in

den entstehenden Fibrillen ein ausgepragtes cross-p-Muster gefunden.

1.5.2.2.  Gain-of-Interaction Modelle

In dieser Modellklasse wird davon ausgegangen, dass nur ein Teil der nativen Proteinstruktur entfalten
muss, um die Fibrillenbildung zu bewirken. Dies hat zur Folge, dass in der Proteinfibrille ein groBer
Teil der nativen Struktur noch vorhanden ist. Dies geht konform mit der thermodynamischen
Hypothese von Anfinsen, nach der die Polypeptidkette dem Zustand niedrigster Energie entgegen-

strebt (Anfinsen 1973). In Fibrillen dieses Strukturtyps besitzen die Proteine unter Umstdnden noch
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enzymatische Aktivitdt. Innerhalb der ,,Gain-of-Interaction® Modelle lassen sich vier Typen von
Fibrillierungsmechanismen definieren (Typen I bis IV; vgl. Abb. 1-12).

Typ-I-Modelle beschreiben Mechanismen, in denen Fibrillierung bereits durch geringfiigige
konformationelle Umlagerungen beglinstigt wird. Die Proteinmolekiile bilden nach diesem Modell
langgestreckte Fibrillen; cross-B-Strukturen werden nicht ausgebildet. Ausfiihrlich untersucht ist ein
solches Fibrillierungsmuster im Fall des Transporterproteins Transthyretin, fiir das eine ,,iead-to-
head" bzw. ,tail-to-tail“ Assemblierung vorgeschlagen wurde und das nachweislich cross- Struktur
besitzt (u.a. Serag et al. 2002; Olofsson et al. 2004). Das Beispiel der Superoxid-Dismutase ist
weniger eindeutig. Die Fibrillierung dieses Protein entspricht einer head-to-tail Interaktion ohne das
Auftreten von cross-p Struktur. Im weitesten Sinne entspricht das Typl-Modell dem
Assemblierungstyp, wie er fiir Pel-15 wihrend der Kristallisation beobachet wurde (vgl. Abb. 1-7).
Typ lI-Modelle umfassen Fibrillierungsreaktionen, in denen die entfalteten Teile der Polypeptidkette
einen cross-f§ spine ausbilden. Gemafl dem Modell wird dieser beiderseits durch globulédre Strukturen
gesdumt. Proteine, auf die ein solches Fibrillierungsverhalten zutrifft, sind B2-Mikroglobulin oder
Sup35, fiir dessen cross-b spine seit 2005 eine atomar aufgeldoste Rontgenkristallstruktur zur Verfii-
gung steht (Nelson et al. 2005).

Typ III und Typ IV-Modelle beschreiben den Umstand, dass zwei identische Proteine miteinander

dquivalente Bereiche austauschen, was im einfachsten Fall zu einem ,,domain-swapped dimer* fiihrt.
Fortlaufende (run-away) Fibrillen entstehen, wenn sich der Doménen-Austausch so vollzieht, dass an
beiden Enden der entstehenden Fibrille ,,partnerlose” Doménen verbleiben. Bemerkenswert an dieser
Fibrillierungsform ist, dass fiir einen ,,domain swap* die partielle Entfaltung des Proteins notwendig
ist, dass aber nach Abschluss des Doménenaustausches die einzig dauerhafte Verdnderung in der
Umlagerung des flexiblen Bereiches besteht, der die Doméanen miteinander verbindet. Inwiefern ein
solcher ,hinge loop” mit anderen flexiblen Linkern eine cross-B-Struktur ausbildet oder nicht,

bestimmt letztlich den Unterschied zwischen dem Typ III und dem Typ IV Modell. Fiir die

(i) Direct
stacking

(iii) 3D domain (iv) 3D domain swapping

(1) Gross-P spine swapping with cross-B spine

i

o 00

Abb. 1-12: Einteilung der Gain-of-Interaction Modelle nach der Art der intermolekularen Interaktion
(entommen aus Nelson & Eisenberg (2006))
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Fibrillierung von Cystatin C wird beispielsweise ein Typ III Modell diskutiert. Bei diesem ist noch
ungeklért, ob die entstehenden Fibrillen fortlaufende Strukturen darstellen oder ob Dimere mit jeweils

ausgetauschten Doménen nach einem direct stacking Modell miteinander interagieren.

1.5.2.3. Modelle nativer ungeordneter Proteine (natively disordered proteins)

Proteine, die nach diesem Modell fibrillieren, lassen sich in keine der vorgenannten Klassen
einordnen. Zumindest ein Teil ihrer Struktur ist unter nativen Bedingungen unstrukturiert, weshalb ihr
Faltungszustand als intrinsisch ungeordnet (intrinsically disordered) bezeichnet wird. Durch die
Interaktion mit Partnermolekiilen gewinnen die intrinsisch unstrukturierten Regionen zwar an
Ordnung, allerdings ist noch nicht erhirtend geklart, ob die hierdurch induzierte Struktur einen
Einfluss auf die Konformation der fertigen Proteinfibrille hat (Nelson & Eisenberg 2006b).

In die Modellklasse der ,,natively disordered proteins* fallen unter anderem das Hefeprion Ure2p, die
C-terminale Doméne des Prions HET-s aus dem filamentosen Ascomycet Podospora anserina oder
das humane AP-Protein. Letzteres gehdrt zu den wohl am weitesten erforschten amyloidogenen
Sequenzen, da sich die AP-Fibrillen in Gehirnen von Alzheimer-Patienten zu Plaques formen. Die
Amyloidstruktur des Prions HET-s wurde mittels solid-state NMR gelost (Wasmer et al. 2008 &
2009). Sie hat die Form einer linkshéndigen, parallelen B-Helix, wodurch sich die Frage motiviert, ob

Amyloidfibrillen auch durch rechtsgéngige, parallele b-Helices motiviert werden konnen.

1.6. Die Wechselwirkung von Peptiden mit GAmHCI und
Harnstoff (Kurzzusammenfassung)

Chaotrope Hofmeister-Salze wirken als Denaturierungsmittel von Proteinen. Sie storen das Wasser-

stoffbriickennetzwerk zwischen den Wassermolekiilen des Losungsmittels. Zudem erhohen sie die

Loslichkeit von Proteinen, indem sie mit bestimmten Bereichen der 16sungsmittelzugédnglichen Ober-

fliche bevorzugte Interaktionen eingehen (preferential interaction) (Lee & Timasheff 1974; Timasheff

Abb. 1-13: Cartoon-Repriisentation der Amyloidstruktur des Podospora anserina Prions HET-s(218-289)
Die Fibrille enthdlt 3 B-Stringe pro Windung und #hnelt in der Orientierung ihrer B-Strdnge einer linkshéndigen,
parallelen B-Helix (PDB: 2RNM; Wasmer et al. 2008)
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1992; Nettels et al. 2009). Bei hohen Denaturierungsmittelkonzentrationen fiihrt diese praferentielle
Interaktion zur Entfaltung der nativen Struktur. Der umgekehrte Fall, der Ausschluss von Hofmeister-
Salzen aus der Hydrathiille (excluded volume effect), fordert eine Stabilisierung der Proteinstruktur
und bedingt letztlich die Prézipitation des Proteins. Verbindungen, die einen solchen Effekt verur-
sachen, werden als Kosmotrope bezeichnet. Die Stirke von Denaturierungsmitteln wird durch ihren
spezifischen Verteilungskoeffizienten beschrieben. Er spiegelt das Verhéltnis der Chaotropkonzen-
trationen in der Hydrathiille und im Losungsmittel wider (Courtenay et al. 2000; 2001).

Haufig verwendete Denaturierungsmittel sind Harnstoff und Guanidinumsalze. Das Guanidinium-
Kation (Gdm") ist ein nicht-physiologisches, starkes Denaturierungsmittel mit einem Verteilungs-
koeffizient von etwa 1.6. Es stellt nach neueren Befunden eines der am schlechtesten hydratisierten
Kationen dar. Harnstoff ist wesentlich besser hydratisiert und physiologisch, wird aber im Bereich der
Hydrathiillen weniger konzentriert, sodass sein Verteilungskoeffizient nur etwa 1.1 betrdgt (Courtenay
et al. 2001). Zum besseren Verstindnis der Wechselwirkung zwischen Proteinen und Denaturierungs-
mitteln haben Molekiildynamiksimulationen von Harnstoff und Gdm"™ mit Proteinoberflichen bei-
getragen. Demnach ist die Wechselwirkung von Denaturierungsmitteln mit Peptiden durch direkte und
indirekte Effekte bestimmt. Indirekte Effekte beinhalten die oben angesprochene Stérung der
Loésungsmittelstruktur (Das & Mukhopadhyay 2009). Direkte Effekte beinhalten die Interaktion der
Chaotrope mit spezifischen Proteinregionen. Im Fall von Harnstoff handelt es sich dabei vor allem um
die Region des Peptidriickgrats (Das & Mukhopadhyay 2009; Bennion & Daggett 2003; Lim et al.
2009). Fiir Gdm" wurde eine priferentielle Interaktion mit den planaren Arg-Seitenketten bzw. mit den

n-Elektronensystemen von Trp, Tyr und Gln vorgeschlagen (Mason et al. 2007; 2009).

1.7. Zielstellung

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Faltungsweg von Pel-15 aufzukldren und die Struktur eines vorab
beobachteten Gleichgewichtsintermediates zu charakterisieren. Angesichts der sehr einfachen, soleno-
iden Grundstruktur dieses Proteins wurde davon ausgegangen, dass der Faltungsweg von Pel-15 repré-
sentativ flir die Faltung der Strukturklasse der B-Helices sein wiirde. In diesem Sinne stellte sich
Pel-15 als ein vielversprechender Kandidat fiir das isolierte Studium der B-Helixfaltung dar. In Ergén-
zung zur einzigen, bislang verfiigbaren Quelle biochemischer Daten (Kobayashi et al. 1999) stand am
Anfang der Arbeit die umfassende, biophysikalische Charakterisierung von Pel-15.

Die strukturellen Unterschiede, die Pel-15 zu anderen Pektatlyasen auszeichnen, warfen die Frage auf,
ob sich in der ,neuen* Pektatlyase Regionen identifizieren lassen, die die Funktion von geordneten
Seitenkettenstapeln, flexiblen Schleifenbereichen und terminalen Abschlussstrukturen iibernehmen.
Die evolutiondr konservierte Disulfidbriicke im Zentrum der B-Helix sowie die stabilisierende,
hochaffine Ca®"-Bindestelle im Bereich des T3-furms stellten fiir Fragestellungen dieser Art

vielversprechende Mutageneseziele dar.
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2. Material und Methoden
2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Desoxynukleotide GE Healthcare, Miinchen

GdmHCI (ultra pure) Thermo Fisher Scientific, Bonn
Harnstoff (ultra pure) MP Biomedicals, Eschwege
Hellmanex Hellma (Miillheim)
Polygalacturonsdure (97 %) Sigma Aldrich (Fluka)

Tris USB Corporation, Cleveland (USA)

Chemikalien, die in dieser Liste nicht aufgefiihrt sind, aber in der Arbeit Erwdhnung finden, wurden
von den Herstellern Merck (Darmstadt, Deutschland) oder Sigma (St. Louis, USA) bezogen und hatten
den Reinheitsgrad p.a.. Pufferlosungen wurden mit quartzbidestilliertem Wasser oder mit Millipore-

gereinigtem Wasser hergestellt.

2.1.2. Enzyme

Pfuplusplus-Polymerase New England Biolabs (Schwalbach)
Pfuplus-Polymerase New England Biolabs (Schwalbach)
Taq-Gold Polymerase Applied Biosciences, Foster City, USA
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs (Schwalbach)

Kommerziell erworbene Enzyme wurden entsprechend der Herstellerangaben in mitgelieferten Puffer-

und Additivlosungen (100x BSA, 50x MgCl,) verdiinnt verwendet.

2.1.3. Puffer, Medien und Antibiotika

Bakterienkultivierung, Zellaufschluss, Proteinreinigung
LB-Medium 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefe-Extrakt, 10 g/l NaCl,
mit 1.0 N NaOH auf pH 7.0 eingestellt, autoklaviert
LB-Kulturplatten enthielten zusétzlich 2 % Agar-Agar

Selbstinduktionsmedium Zusammensetzung nach Studier (2005)
Periplasma-Aufschlusspuffer 50 mM MOPS, pH 7, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA
Puffer fiir Hochdruck-Zelllyse (TEC) 50 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, pH 7.5 (25 °C), 5 mM EDTA

Ionenaustauschchromatographie

Tandem-Aqulibierungspuffer 0.5 M Tris/HCI, pH 8.0 (4 °C), 1 mM EDTA
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Tandem-Auftragspuffer
SP-Elutionspuffer

Hydrophobe Interaktionschromatographie

Auftrag

Elution

50 mM Tris/HCI, pH 8.0 (4 °C), | mM EDTA
50 mM Tris/HCL, pH 8.0 (4 °C), 0.5 M NaCl, | mM EDTA

50 mM Tris/HCI, pH 8.0 (4 °C), 1.5 M Amm.-Sulfat
50 mM Tris/HCI, pH 8.0 (4 °C)

Agarose-Gelektrophorese, SDS-PAGE, Farbelosungen

6x DNA-Ladepuffer

TAE-Puffer
SDS-Probenpuffer

2x SDS-PAGE Sammelgel-Puffer
4x SDS-PAGE Trenngel-Puffer
Coomassie-Férbelosung
Coomassie-Entfarbelosung

Fix 1 (Silberfarbung)

Fix 2 (Silberfarbung)

Farbeldsung (Silberfarbung)

Entwickler-Losung (Silberfarbung)

Stop-Losung (Silberfarbung)
Puffer fiir Proteinldsungen

Standard-Nativpuffer

Standard-Denaturierungspuffer

Aktivitdtstestpuffer

Quenchlésung

Stammldsungen:
Ampicillin
IPTG (1000x Stammlosung)
APS-Stammldsung
PGA Stammldsung (bidest.)
PGA Stammldsung (gepuffert)
CaCl,-Stammlosung
EDTA-Stammlosung
dNTP-Mix

0.25 % (w/v) Bromphenolblau, 0.25 % Xylenxyanol, 15 %
Ficoll Typ 400, 20 mM EDTA

40 mM Tris/Acetat, pH 8.0, 1 mM EDTA

325 mM Tris/HCI, pH 6.8, 5% SDS, 500 mg/ml Glycerin,
0.5 mg/ml Bromphenol-Blau, ca. 10 mM DTT

0.25 M Tris/HCI, pH 6.8, 0.4 % SDS

1.5 M Tris/HCI, pH 8.8, 0.8 % SDS

25 % Isopropanol, 10 % Essigsdure, 0.05 % Coomassie Blue R
10 % Essigsdure

30 % EtOH, 10 % Essigséure

0.4 M Natriumacetat, 0.5 % Essigsaure, 30 % Ethanol

(vor Verwendung in 100 ml Fix 2 zu losen:

2 ml 25 % Glutaraldehyd, 100 mg Na,S,05)

0.5 ml 29 % AgNOs;, 25 pl 37 % Formaldehyd

ad 100 ml H,O bd.

5 g NaCO3, 80 pul 37 % Formaldehyd ad 200 ml H,O bd.

50 mM EDTA, pH 8.0

25 mM MOPS/NaOH, pH 7.0

25 mM MOPS/NaOH, pH 7.0, 8 M GdmHCl
(Harnstoff-Denaturierungslosungen wurden mit verschiedenen
Puffersubstanzen und pH-Werten im Bereich zwischen pH 2.0
und pH 7.0 hergestellt)

50 mM Glycin/NaOH, pH 10.5, 0.2 % PGA, 1 mM CaCl,

25 mM MOPS, pH 7.0, var. [GdmHCI], 2 M Acrylamid

100 mg/ml in H,O bidest

1.0 M in H,O bidest

10 % Ammoniumperoxydisulfat in H,O

2 % PGA in H,O bidest.

1 % PGA in 25 mM Glycin/NaOH, pH 10.5
1.05 M CaCl, in H,O bidest.

0.5 M EDTA, pH 8.0

25 mM von jedem dNTP, Lagerung bei -20 °C
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2.1.4. Organismen

Fiir die Vermehrung von Plasmid DNA wurden die E. coli Stimme DH5a und XL1blue verwendet.
Proteine wurden rekombinant im Stamm BI21 DE3 exprimiert.
E. coli XL1 blue Stratagene (La Jolla, USA)
Genotyp: endAl gyrA96(nal®) thi-1 recAl relAl lac gInV44 F'[ ::Tnl0 proAB" lacI
A(lacZ)M15] hsdR17(rg mg ')
Resistenzen: nalidixic acid, Tetracyclin (lokalisiert auf dem F-Plasmid)
E. coli DH5a Grant et al. (1990)
Genotyp: F* endAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15
A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rg” mg ), A-

Resistenzen: nalidixic acid

E. coli BL21 DE3  Novagen (iiber Merck, Darmstadt); Studier & Moffatt (1986)
Genotyp: F" ompT gal dem lon hsdSg(rg” mp’) AM(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 indl sam7
nin5])
Resistenzen: -
(Dieser E. coli-Stamm enthélt den A-Prophagen DE3, auf dem das Gen zur Expression

der T7 RNA Polymerase und das lacI®-Gen lokalisiert sind)

2.1.5. Plasmide und Primer

Plasmide

Das pel-15 Gen, wie es urspriinglich von Thoru Kobayashi zur Verfligung gestellt wurde, war in dem
Bacillus-Vektor pHY300PLK lokalisiert. Fiir eine rekobinante Expression in E. coli BL21 DE3 wurde
das Gen in den Vektor pET22b(+) kloniert. Dieser enthélt eine N-terminale pelB-Signalsequenz, die
den Sec-abhéngigen Export des Expressionsproduktes ins bakterielle Periplasma vermittelt. Das pET -

- ®
Expressionssystem wurde von Novagen  bezogen.

Mutageneseprimer
Mutageneseprimer wurden durch die Firmen Invitek (Berlin) und Sigma Genosys (Sigma Aldrich)
synthetisiert. Basenaustauschpositionen sind durch GroBbuchstaben gekennzeichnet. Stille

Mutationen, die zusétzliche Schnittstellen einfiihren, sind fett dargestellt.

D80Afw 5’ catcctcaccaacaGectcceatatgacatttgtaate Ndel
D80Abw 5’ gattacaaatgtcatatgggaggCtgttggtgaggatg Ndel
VAfw 5’ gtaatcgtAGCatccccgtagacgtgcacceeg Accl
VAbw 5’ cggggtecacgtetacggggatGCTacgattac Accl
Cl148Afw 5’ cactctggaaatgttgGCgttttcaacgttcatcaccac Acll
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C148Abw

(-)PelBfw
(-)PelBbw

Klonierungs-Primer

5’ gtggtgatgaacgttgaaaacGCcaacatttccagagtg Acll

5’ gcagcageggteggeageaggtatttcaCatgtatatctectte AfIIIIL
5’ gaaggagatatacatGtgaaatacctgetgecgacegetgetge AfIIII

(Restriktionsstellen sind fett gekennzeichnet.)

Ncol-forward

Ncol-reverse

2.1.6. Standards und Kits

PCR Kit

PCR purification Kit

GenFElute Plasmid Miniprep Kit
Miniprep Kit

MW-SDS 70L, 4-70 kDa
DNA-GroBenstandards (100bp, 1kb)

2.1.7. Sonstiges Material

Dialyseschlduche
(Ausschlussvolumen: 12-14 kDa)
Millipore-Zentrifugalkonzentratoren

Plastikkiivetten (Typ “UVette®)

Puradisc Spritzenfilter (0.2 um, 0.45 pm)

Membran-Filter (0.45 um)

Chromatographiematerial

5’ aggttgcggecatggegecgac Ncol
5’ tgaggctcaagcttaatactgeg HindIII

Qiagen (Venlo, Niederlande)
Qiagen (Venlo, Niederlande)

Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Qiagen (Veno, Niederlande)

Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
New England Biolabs (Schwalbach)

Spectrum (Houston, USA)

Millipore (Schwalbach)
Eppendorf, Hamburg
Whatman (Dassel)
Renner (Darmstadt)

GE Healthcare (Amersham Pharmacia Biosciences, Freiburg)

(Q-Sepharose FastFlow, SP-Sepharose FastFlow , Phenylsepharose FastFlow , Sephadex SD75,

XK23-Chromatographieséulen)

2.1.8. Kiivetten

Fiir proteinspektroskopische Anwendungen wurden UV-fédhige Quartz-Suprasil-Kiivetten der Firma

(Hellma, Miillheim) verwendet (Messbereich: 200 nm-2.5 pm).

Fluoreszenzkiivetten
Vollkiivetten (10 x 10 mm)
Riihrbar

Nicht riihrbar

Halbmikrokiivetten (4 x 10 mm)
Riihrbar
Nicht riihrbar

101-QS
119.000F-QS

104F-QS
109.004F-QS
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Absorptionskiivetten
Pfadléngen: 1 mm, 4 mm, 10 mm)

Pfadléngen: 0.1 mm, 0.01 mm

2.1.9. Gerite

Absorptionspektrometer:

Abbé-Refraktometer:
CD-Spektrometer:

Chromatographie-Einheiten:

Elektrophoreseeinheiten:

Fluoreszenzspektrometer:

Geldokumentation:
Hochdruckzelllyse (French Press)
Horizontalschiittler

pH-Meter & Glaselektrode
Pipetten

Reinstwasseranlage
Sterilbank
Thermoschréinke
Thermoschiittler
Titrationskalorimetrie:
Vakuum Filtrationseinheit

Waagen

Wasserbader

Zentrifugen

2.1.10.Software

100-QS, 105.004B-QS
106-QS

Cary 50 Probe (Varian, Darmstadt)

ChemStation Diodenarray-Photometer (Typ: 89090A) (Agilent)
Zeiss, Jena

J-715* mit Peltier-Temperierung,

J-815* mit Peltier-Temperierung (Jasco GmbH, GroB3-Umstadt)
AKTA FPLC, AKTA prime, AKTA Purifier (GE Healthcare)
Mighty Small SE260 fiir 10x8x0.075cm (Hoefer)

PROTEAN II xi flir 16x20x0.15¢cm Gele (Bio-Rad)

Agargel Mini (Biometra)

Fluoromax3 mit Peltier-Temperierung (LFI-3751), Fluorolog mit
Peltier-Temperierung (LFI-3751) (Horiba Scientific, Unterhaching)
Flachbett-Scanner

20K und 40K Zellen (SLM Aminco)

Innova 2300 Platform Shaker (New Brunswick Scientific)

pH 979 (WTW) & BlueLine 18 pH (Schott)

Finnpipetten (Thermo)

Multipette (Eppendorf)

Millipore

HERAsafe (Heraeus)

Heraeus

Thermomixer compact (Eppendorf)

Microcal ITC (GE Healthcare (Microcal), Freiburg)

Amicon

Sartorius B 120 S

Feinwaage Kern PB

Huber

Biofuge Pico (Heracus)

Biofuge Fresco (Heraeus)

MR22i (Jouan)

RC-26 Plus (Sorvall)

Sorvall Discovery M 150 (Ultrazentrifuge)

Datenauswertung: IGOR Pro, Sigma Plot 9, MS Office

Primerdesign und Sequenzalignments: gcg, BioEdit, Ape, Jalview, BLAST
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Proteinvisualisierung: PyMOL, RasMol, Coot,
Webbasierte Applikationen (Auswahl): Protein Data Bank, ExPASy, UniProt, PubMed, Web of
Knowledge, Whatlf, IMolProt,

2.2. Methoden

2.2.1. Mikro- und molekularbiologische Methoden

2.2.1.1. Kultivierung und Lagerung von Bakterienzellen

Zur Anreicherung wurden E. coli Zellen bei 37 °C unter aeroben Bedingungen in LB-Kulturmedium
kultiviert. Zu Expressionszwecken wurde die Kultivierungstemperatur auf 30 °C abgesenkt. Nach
Erreichen der stationdren Wachstumsphase wurden 0.8 ml der transformierten Bakterien mit 0.2 ml
87.5 % (v/v) Glycerin tiberschichtet und durch Invertieren gemischt. Nach mehrstiindiger Inkubation
auf Eis konnten die so vorbereiteten Zellen iiber Monate bei -80 °C gelagert werden, ohne ihre Expres-

sionskompetenz zu verlieren.

2.2.1.2. Klonierung des pel-15 Gens in den Vektor pET22b(+)

Das pel-15 gen wurde freundlicherweise von Dr. Thoru Kobayashi (Kao Corporation, Japan) zur
Verfiigung gestellt. Die Umklonierung des Gens aus dem Bacillus- Expressionsplasmid pHY300PLK
in Expressionsplasmid pET22b(+) war nétig, um Pel-15 rekombinant periplasmatisch exprimieren zu
konnen.

Fiir die Amplifikation wurden die PCR-Primer ,,Ncol-forward* und ,,Ncol-reverse* verwendet. Die
amplifizierende PCR und die abschlieBende Reinigung der PCR Fragmente wurden mit Hilfe eines
Quiagen PCR Kits nach Herstellerempfehlung durchgefiihrt. Der Ablauf der PCR Reaktionen folgte
den Herstellerangaben und umfasste 35 Zyklen. Vor der Ligation wurden die PCR-Fragmente und der
Zielvektor mit den Restriktionsenzymen Ncol und HindIIl verdaut und das Ergebnis tberpriift. Nach
abschliefender Ligation mittels T4-Ligase wurde das pET22b(+)-pel-15 Konstrukt in E. coli DH5a
transformiert, vermehrt und nach dem Prinzip der alkalischen Lyse gereinigt. Die Uberpriifung des

Klonierungsfortschrittes erfolgte durch Agarose-Gelektrophorese.

2.2.1.3.  Ortsgerichtete Mutagenese und Nomenklatur der hergestellten Mutanten

Basierend auf dem GC-Gehalt und der Zahl der Basenfehlpaarungen wurden die Schmelzpunkte der
verwendeten Mutageneseprimer berechnet und fiir die Optimierung der PCR-Bedingungen verwendet.
Die Wahl von Polymerase-, Puffer- und Additivkonzentrationen basierte auf den Empfehlungen zur
Quickchange-Mutagenese (Stratagene). Um eine prognostizierte Ausbildung intramolekularer
Sekundérstrukturen zu vermeiden, wurden die Mutagenesen in Gegenwart von 1 mM DMSO
durchgefiihrt. Jeder Mutageneseprimer erzeugte eine stille Mutation, die dem Einbau einer

zusitzlichen Restriktionsschnittstelle in die Zielsequenz diente.
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2.2.1.4. Nomenklatur der hergestellten Konstrukte und Position der eingefiihrten Mutationen

Die hergestellten Pel-15 Varianten enthalten Mutationen an vier verschiedenen Positionen der 3-Helix.
Fiir eine bessere Ubersicht werden die Varianten daher mit Kurzformen bezeichnet, deren Herkunft

sich aus den enthaltenen Mutationen ableitet. Die folgende Tabelle fasst diese Kurzformen zusammen.

Tab. 2-1: Nomenklatur der verwendeten Pel-15 Varianten

Konstrukt-

bezeichnung Pos. 80 Pos. 67 Pos. 71 Pos. 148
Pel-15 WT D C C C
Pel-15 ACCC A C C C
Pel-15 DCCA D C C A
Pel-15 DVAC D v A C
Pel-15 DVAA D A% A A
Pel-15 AVAA A A% A A

Anmerkung: Eingefiihrte Punktmutationen sind fett gekennzeichnet.

2.2.1.5. Transformation von Bakterienzellen mit Plasmid-DNA

Transformationskompetente Bakterienzellen wurden zunichst auf Eis aufgetaut. Nach dem Auftauen
wurde 50-100 ng Plasmid-DNA in die Zellsuspension gegeben und die Zellen fiir mindestens 30 min
auf Eis inkubiert. Die Transformation erfolgte durch einen Hitzeschock bei 42 °C fiir 30-45 s.
Unmittelbar nach dem Hitzeschock wurden die Bakterienzellen fiir weitere 2 min auf Eis inkubiert,
bevor 50 pl der Zellsuspension mittels steriler Glaskugeln auf LB-Agarplatten ausgestrichen wurden.
Die Ampicillinkonzentration im Agar betrug 1 mM. Nach ca. 10 min Lufttrocknung unter sterilen
Bedingungen wurden die Platten im Brutschrank bei 37 °C tiber Nacht bzw. bei Raumtemperatur fiir

eine Dauer von 48 h inkubiert.

2.2.1.6. Restriktionsanalysen von isolierter Plasmid DNA

Restriktionsanalysen erfolgten, um den Erfolg von Klonierungen und Mutagenesen zu dokumentieren.
Die Zusammensetzung der Restriktionsansétze folgte den Herstellerangaben (New England Biolabs)
und wurde flir 2 h bei 37 °C durchgefiihrt. Die DANN-Konzentration in den Restriktionsansitzen
betrug 1-2 ng/ul. Nach abgeschlossenem Verdau wurde 1 pl Restriktionsansatz mit DNA-
Auftragspuffer auf eine DNA-Konzentration von ca. 0.2 ng/ul verdiinnt. Die Taschen von 1 %
Agarosegelen wurden jeweils mit 5 pl Probenlosung beladen. Die Trennung der DNA-Fragmente
erfolgte in Flachbettelektrophorese-Anlagen bei einer Spannung von 80 V. FragmentgréfSen und

-konzentrationen wurden anhand von 1 kb und 100 bp Grofenstandards abgeschétzt.

2.2.1.7. Vermehrung und Priparation von DNA-Expressionsplasmiden
Die Vermehrung von Expressionsplasmiden erfolgte in den high-copy-Stammen DH50 und XL1blue.
Zellen aus 3 ml {iber-Nacht-Kultur wurden durch Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4 °C geerntet.
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Die Resuspension der Zellen und anschlieBende Plasmidpréparation mittels alkalischer Lyse erfolgte
unter Benutzung von QiaPrep Kits und orientierte sich in Durchfithrung und Probenzusammensetzung
an den Herstellerangaben. Im Anschluss an die Pridparation wurden die isolierten Plasmide mit 50 pl
H,O bidest. Eluiert. Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte spektroskopisch anhand der
Absorption bei 260 nm.

2.2.1.8. Rekombinante Expression von Pel-15

i) Einleitung der Expression durch Induktion mit IPTG

Alle Kulturmedien enthielten 1 mM Ampicillin zur Aufrechterhaltung des Selektionsdrucks. Die
Proteinexpression wurde rekombinant in E. coli BL21 DE3 durchgefiihrt. Wahrend der Kultivierung
der Bakterienzellen wurde die Zelldichte als Triibung bei einer Wellenldnge von 600 nm bestimmt.
Bei Erreichen einer optischen Dichte zwischen 0.8 und 1.0 wurde die Kultivierungstemperatur von
37 °C auf 30 °C gesenkt und die Proteinexpression durch Zugabe von IPTG auf eine Endkonzentration
von 1 mM induziert. Die Expression wurde unter aeroben Bedingungen fiir mindestens 4 Stunden,

meist jedoch 16 Stunden durchgefiihrt.

ii) Expression mit selbstinduzierendem Medium nach F. W. Studier (Studier 2005)

Die Zusammensetzung des selbstinduzierenden Mediums wurde unveridndert aus der genannten
Literaturstelle {ibernommen. Bakterienzellen wurden aus einer anreichernden Ubernacht-Kultur 1:100
in steriles, ampicillinhaltiges Kulturmedium verdiinnt. Die Ampicillinkonzentration betrug 1 mM.

SchlieBlich wurde die Expression fiir 48 h unter aeroben Bedingungen bei 30 °C durchgefiihrt.

2.2.2. Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1. Periplasma-Aufschluss

Der Aufschluss von Proteinen aus dem Periplasma erforderte einen sehr sanften Umgang mit den
Bakterien. Der Aufschluss wurde konsequent bei 4 °C durchgefiihrt, um bakterielle Stoffwechsel-
prozesse zu unterdriicken und im spéteren Verlauf Proteaseaktivititen zu minimieren. Zunédchst wur-
den Zellen aus 5 | Kulturmedium durch Zentrifugation bei 5000 rpm und 15 min in lockeren Pellets
gesammelt und in insgesamt 150 ml Periplasma-Aufschlusspuffer mit Hilfe von Kunsthaarpinseln
resuspendiert, die zuvor in 70 % (v/v) EtOH, 10 mM EDTA und H,0 bidest. gereinigt worden waren.
Im néchsten Schritt wurde der Zellsuspension unter langsamem Riithren in der Kéilte 1 ml
150 mg/ml (w/v) PBS zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 2 h wurde die Suspension bei
20.500 rpm und 4 °C fiir 60 min zentrifugiert. Der viskos-gelbliche, leicht opaleszente Uberstand (PA,
ca. 150 ml) wurde dekantiert und mindestens 6 h gegen insgesamt 15 L Chromatographie-Puffer (25
mM Tris/HCI, pH 8.0 (4 °C), 1 mM EDTA) dialysiert.
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2.2.2.2. Reinigung von Pel-15

Reinigung nach periplasmatischer Expression

Alle Prozesse der chromatographischen Reinigung vollzogen sich unter kontinuierlicher Detektion der
Absorption bei 280 nm sowie der elektrischen Leitfdhigkeit. Reinigungsfortschritte wurden mittels
SDS PAGE bewertet.

Der dialysierte Periplasmaaufschluss wurde mit einer Flussrate von 1.5 ml/min auf ein mit Puffer C
aquilibriertes S@ulentandem von Q- und SP Sepharose FF (Gesamt-SV: ca. 100 ml) aufgetragen.
Dabei diente die anionentauschende Q-Sepharose als ,,Fianger fiir einen Grofiteil der bakteriellen
Proteine, wihrend Pel-15 zusammen mit bakteriellen Proteinen hoherer isoelektrischer Punkte durch
die kationentauschende SP-Sepharose gebunden wurde. Das vollstindig beladene Séulentandem
wurde mit mindestens 5 Gesamt-SV Chromatographie-Puffer gewaschen, um unspezifisch gebundene
Proteine von Sdulentandem zu entfernen. Im Anschluss wurde die Q-Sepharose aus dem Fluss-
Schema entfernt und separat mit 2 NaCl unter inversem Fluss gereinigt. Die SP-Sepharose-Séule
wurde isokratisch mit einem ansteigenden Gradienten von 0.0 M (A) auf 0.5 M NaCl (B) eluiert und
das Eluat ab einem Anteil von 10 % B in Fraktionen a 5 ml aufgefangen. Eluat-Fraktionen, die Pel-15
als prominente Bande enthielten, wurden vereinigt und gemiBl dem Ergebnis der fraktionierten
Ammoniumsulfat-Fallung unter langsamem Riihren in der Kélte auf 1.5 M (w/v) Ammoniumsulfat
(AS) eingestellt. Nach einer Inkubationszeit von etwa 2 h wurde das Gemisch mit einer Flussrate von
0.5 ml/min auf eine mit 25 mM Tris/HCL, 1.5 M AS, 1 mM EDTA, pH 8.0 (4 °C) dquilibrierte Phenyl-
sepharose-Sdule aufgetragen, die unmittelbar nach Ende des Probenauftrages durch einen linear auf
0.0 M AS abfallenden Gradienten isokratisch eluiert wurde. Das Eluat wurde in Fraktionen a 3 ml
aufgefangen und mittels SDS-PAGE auf seinen Pel-15 Gehalt hin untersucht. Die qualitative
Bewertung der Reinheit aller Fraktionen erfolgte mittels einer Silberfarbung. Fraktionen, die neben
Pel-15 keine weiteren Proteinbanden aufwiesen, wurden vereinigt und iiber Nacht gegen insgesamt
10 1 Nativpuffer dialysiert. Nach einer Konzentrationsbestimmung anhand der Absorption bei 280 nm
wurde das Endvolumen in Aliquots a 1 ml in 1.5 ml Eppendorf-Reaktionsgefdf3e iiberfiihrt, in fliissi-
gem Stickstoff tiefgefroren und bei -20 °C dauerhaft gelagert.

Hergestellte Aminosadureaustausch-Varianten von Pel-15 wurden gemall dem fiir Pel-15WT etablierten

Protokoll gereinigt und in gleicher Weise gelagert.

Reinigung nach cytosolischer Expression (Ladungsmutante Pel-15 AVAA)

Die cytosolische Expression erfolgte in selbstinduzierendem LB-Medium und wurde ausschlieBlich
mit der cysteinfreien Pel-15 Variante AVAA durchgefiihrt, da hier keine oxidativen Faltungsbedin-
gungen zur Ausbildung nativer Disulfidbriicken realisiert werden mussten. Alle Arbeiten erfolgten auf
Eis, um Proteaseaktivitdten zu unterdriicken.

Zellen aus 5 1 Kulturmedium wurden durch Zentrifugation (4 °C, 5000 rpm, 15 min) gesammelt und in

150 ml TEC Puffer resuspendiert. Nachdem die Zellen mittels Hochdruck-Zelllyse aufgeschlossen
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worden waren, wurden unldsliche Bestandteile abzentrifugiert (4 °C, 18.000 rpm, 45 min). Das
lockere, leicht klebrige Pellet wurde mit 100 ml 20 % SDS in Ldsung gebracht und bis auf weiteres
bei -20 °C gelagert, wiihrend der dunkel-opaleszent gefirbte Uberstand (V = 105 ml) mit 22.05 g AS
auf eine AS-Konzentration von 1.5 M eingestellt wurde. Nach 1h Riihren in der Kélte wurde
ausgefilltes Protein durch eine erneute Zentrifugation abgetrennt. Der erhaltene Uberstand war
deutlich heller und wurde im Folgenden gegen 11 L Puffer C dialysiert. Das leicht gelbliche Protein-
Pellet wurde in 100 ml TEC Puffer gelost und bis zur weiteren Verwendung ebenfalls bei -20 °C
gelagert.

Der dialysierte Uberstand wurde mit einer Flussrate von 1.5 ml/min auf das oben beschriebene Siulen-
tandem von Q- und SP-Sepharose FF aufgetragen. Im Verlauf der Reinigung wurden Fraktionen &
5 ml aufgefangen und mittels SDS PAGE auf ihren Pel-15-Gehalt {iberpiift. Pel-15-haltige Fraktionen
wurden vereinigt, auf 1.5 M AS eingestellt und wie oben beschrieben einer hydrophoben Interaktions-
chromatographie unterzogen. Fraktionen, die neben Pel-15 laut Ergebnis der Silberfairbung keine
weiteren Proteinbanden aufwiesen, wurden vereinigt (ca. 60 ml) und gegen insgesamt 10 L Nativ-
Puffer dialysiert. Nachdem die Pel-15 Losung mittels einer Amicon Ultrafiltrationsmembran
(Auschluss: 10 kDa) auf 7.5 mg/ml eingestellt worden war, wurde die Proteinlosung in Aliquots a 1 ml
in Eppendorfreaktionsgefdle iiberfithrt, in fliissigem Stickstock schockgefroren und bei -20 °C
dauerhaft gelagert.

2.2.2.3. SDS-Polyacrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE)

Elektrophoresen dienten der Auftrennung von Proteingemischen gemif ihrer Grofe und wurden im
Wesentlichen zur Dokumentation von Reinigungsfortschritten und zur qualitativen Analyse von
Enzymaktivitdten verwendet. Die Zusammensetzung der SDS-Gele basierte auf dem von King &
Laemmli vorgeschlagenen, diskontinuierlichen Puffersystem (King & Laemmli 1973). Die
verwendeten Polyacrylamid-Gele hatten eine GroBe von 10 x 8 x 0.075 cm und enthielten im Trenngel
eine Acrylamid-Konzentration von 15 % (w/v). Je nach Anwendung lag die aufgetragene
Proteinmenge in einem Bereich zwischen 1 und 100 ng (Silberfirbung) bzw. 10 und 50 pg
(Coomassie-Férbung) Protein. Vor ihrem Auftrag auf das Gel wurden Proteinldsungen in ein Volumen
SDS-Probenpuffer verdiinnt und 3 bis 5 min bei mindestens 95 °C denaturiert. Die Elektrophorese
wurde diskontinuierlich bei 90 V (Sammelgel) und 150 V (Trenngel) durchgefiihrt. GroBe Gele
(16x20x0.15cm ) der gleichen Zusammensetzung wurden benutzt, um eine bessere Auflésung der

einzelnen Proteinkomponenten zu erreichen.
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2.2.2.4. Firbemethoden

Coomassie-Fdrbung
Coomassie-Firbungen wurden zu Ubersichtszwecken (GroBenvergleich, Pel-15 Gehalt wihrend
Reinigungen, etc.) durchgefiihrt. Sie sind geeignet, Proteinmengen bis zu 0.2 pg zuverldssig zu

detektieren. Die Farbung orientierte sich an der von (Fairbanks ef al. 1971) vorgeschlagenen Methode.

Silberfidrbung

Silberfarbungen wurden durchgefiihrt, um abschlieBende Reinigungserfolge zu dokumentieren bzw.
um Abbauprodukte qualitativ zu analysieren. Die untere Nachweisgrenze der Silberfiarbung liegt etwa
bei 0.1 ng Protein. Der Ablauf der Firbung und die Zusammensetzung der verwendeten Ldsungen

wurde aus der Arbeit von (Heukeshoven & Dernick 1988) iibernommen.

Zymogramm

Zymogramme wurden genutzt, um Proteinen bestimmter Molekularmassen bereits im Vorfeld der
spektroskopischen Charakterisierung enzymatische Aktivitdt zuordnen zu konnen. Zur Herstellung
von Aktivitdtstest-Gelen wurde den Trenngelansdtzen 2 % (w/v) Polygalacturonsidure (PGA)
zugegeben, sodass die Endkonzentration 0.1 % (w/v) PGA betrug. Proteinproben wurden 1:1 in SDS-
Probenpuffer verdiinnt und vor dem Auftragen auf die Gele nicht thermisch denaturiert. In
Abweichung vom Standard-Protokoll erfolgten Zymogramm-Elektrophoresen durchgehend bei 90 V
unter konsequenter Kiithlung durch Metallplatten bzw. durch den Anschluss an Kiihlwasseranlagen.
Nach abgeschlossener Trennung wurden die PGA-Gele 30 min in 2.5 % (w/v) Triton-X 100 bei RT
inkubiert. Die anschlieBende Reaktivierung erfolgte in Aktivitétspuffer fiir 30 min bei 37 °C. Ein
Nachweis von PGA-Spaltungsaktivitit erfolgte durch das Anfiarben im Gel verbliebener
Polygalacturonsdure mit 0.05 % (w/v) Ruthenium-Rot fiir mind. 2 h. Nach der Férbung wurde
iiberschiissiger Farbstoff durch H,O bidest. entfernt und das Gel im Durchlicht dokumentiert.

2.2.2.5. Messung der Ca’*-Bindung

Isothermale Titrationskalorimetrie

Mit dieser Methode wurde die hochaffine Bindung von Ca*" an die Oberfliche von Pel-15 untersucht.
Die jeweils fiir die Titrationen eingesetzten Proteinkonzentrationen sind dem Ergebnisteil zu entneh-
men. Vor ihrer Verwendung wurden die Proteinlosungen in Amicon Zentrifugalkonzentratoren in
aufkonzentriert und im Anschluss daran mit salzfreiem Nativ-Puffer {iber 5Sml-HiTrap-Saulchen
entsalzt. Als Titrationslosung diente eine 0.56 M CaCl, Losung. Die ITC-Messungen wurden mit den

folgenden Parametern durchgefiihrt:

total injections: 27 stirring speed 270 rpm
cell temperature: 20 °C titration volume 2 ul
reference power: 10 pcal/sec duration 4.8 sec
initial delay: 300 sec filter period 2 sec
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Die mathematische Auswertung der ITC Daten nutzte das von MicroCal zur Verfiigung gestellte Re-
gressionspaket. Die Daten wurden an das Modell ,,OneSite” angepasst, das den einfachsten Fall der
Bindung beschreibt und eine Bindestelle pro Proteinmolekiil annimmt.

Nach Beendigung der Titrationsexperimente erfolgte die exakte Bestimmung der Ca®*-Konzentration
mittels ICP. Die Vorbereitung und Durchfiihrung dieser Messungen erfolgte in Zusammenarbeit mit
Dr. Meina Neumann-Schaal aus der Arbeitsgruppe Molekulare Enzymologie an der Universitit
Potsdam. Die zur Titration verwendeten Puffer wurden mit kduflich erworbenem Wasser der Firma
Sigma hergestellt und nach Sterilfiltration durch Amicon Spritzenfilter in Plastikgefden aufbewahrt.
Fiir den als Ca*'-frei betrachteten Nativ-Puffer wurde mittels ICP ein Wert von [CaClL] = 0.9 uM

bestimmt.

Fluoreszenztitration

Fluoreszenztitrationen wurden zur Charakterisierung der niedrigaffinen Ca*"-Bindestelle von
Pel-15WT, Pel-15 DCCA und Pel-15 AVAA durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten in riihrbaren
Fluoreszenz-Halbmikrokiivetten bei 20 °C unter Verwendung einer 0.1 M bzw. einer 1.02 M wéssri-
gen Losung von CaCl,. Die Zugabe von CaCl, erfolgte in Schritten von 2 pl, wobei zwischen Zugabe
und Start der Messung eine Inkubationszeit von 60 s eingehalten wurde.

Die Fluoreszenz wurde bei den Emissionswellenldngen 320 nm und 355 nm detektiert (Integrations-
zeit: 1.0 s, Anregungspfad: 4 mm, Emissionspfad: 10 mm). Leertitrationen von CaCl, in proteinfreien
Nativpuffer dienten bei der Auswertung der Daten als Referenz. Die zur Korrektur der Fluoreszenz-
intensitdten verwendeten Volumenfaktoren sowie die nach jedem Titrationsschritt in der Losung vor-
liegende CaCl,- bzw. Proteinkonzentration sind Tabelle 2-1 zu entnehmen. Die mathematische

Auswertung der Fluoreszenztitrationen wird unter 2.2.4.4 beschrieben (S. 43).

2.2.2.6. Bestimmung der enzymatischen Aktivitit

Fiir die Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt wurde in Anlehnung an Kobayashi et al., 1999 ein
Volumen von 990 ul Aktivititspuffer (50 Glycin/NaOH, 1 mM CaCl,, 0.2 % PGA, pH 10.5) im
Probenhalter fiir mindestens 2 min bei der zu charakterisierenden Temperatur temperiert. Die
Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 10 pl Proteinldsung gestartet. Die Proteinkonzentration im
Reaktionsansatz wurde jeweils an das Experiment angepasst und ist dem Ergebnisteil zu entnehmen
(Standardwert: 1 ug/ml). Nach schnellem Invertieren wurde die Zunahme der Absorption bei 235 nm
iiber einen Zeitraum von 60 s detektiert. Die ersten 10 s jeder Reaktion wurden genutzt, um aus den

Anfangssteigungen (initial rates) die Enzymaktivitit zu berechnen. Hierflir wurde der Zusammenhang
4.6 OD/min = 1 pmol Produkt/min = 1 Unit 2)

verwendet. Alle verwendeten Proteinlosungen und Aktivitétstestpuffer waren cryostatisch temperiert.
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Tabelle 2-1:  Verdiinnungsfaktoren (fy), Protein- bzw. Ligandenkonzentrationen Kursiv gedruckte Zeilen beziehen sich
auf die Titration mit einer 0.1 M CaCl,-Losung. Alle anderen Titrationen erfolgten mit einer 1.015 M CaCl, -

Losung.
£, [CaCl,] [AV3AA] [DC3CA] f [CaCl,]  [Pel-15WT]
(mM) (10" mM) (10™ mM) v (mM) (107 mM)

1.000  0.00 0317 0.479 1.0000  0.00 0.506
1.002  2.00 0.316 0.478 1.0008  0.08 0.505
1.004 3.98 0.315 0.477 1.0016 0.16 0.505
1.006  5.96 0.315 0.476 1.0024  0.24 0.504
1.008  7.94 0.314 0.475 1.0032  0.32 0.504
1.010  9.90 0.313 0.474 1.0040  0.40 0.504
1.012  11.86 0.313 0.473 1.0048 1.21 0.503
1.014  13.81 0.312 0.472 1.0056  2.02 0.503
1.016  15.75 0312 0.471 1.0064 2.82 0.502
1.018  17.68 0.311 0.470 1.0072  3.63 0.502
1.020 19.61 0.310 0.469 1.0080 4.43 0.502
1.022  21.53 0.310 0.468 1.0088 5.23 0.501
1.024  23.44 0.309 0.467 1.0108 7.23 0.500
1.026  25.34 0.309 0.467 1.0128 9.22 0.499
1.028  27.24 0.308 0.466 1.0148 11.20 0.498
1.030  29.13 0.307 0.465 1.0168 13.18 0.497
1.032  31.01 0.307 0.464 1.0188 15.14 0.496
1.034  32.88 0.306 0.463 1.0228  19.05 0.494
1.036  34.75 0.306 0.462 1.0268  22.93 0.492
1.038  36.61 0.305 0.461 1.0308  26.78 0.491
1.040 38.46 0.304 0.460

1.042  40.31 0.304 0.459

1.044  42.15 0.303 0.458

1.046  43.98 0.303 0.458

Die Erfassung der Aktivitdtsdaten erfolgte mindestens als 3-fach Bestimmungen in Kiivetten des Typs
100-QS. Alle Messungen wurden an einem Peltier-gesteuerten Diodenarray-Spektralphotometer

(ChemStation) der Firma Agilent erfasst.

Spezielle Anwendungen

a) Zeitabhdngigkeit der Renaturierung

Fiir dieses Experiment wurde 5.6 mg/ml Pel-15 in 5 M GdmHCI denaturiert. Die Riickfaltung bei
20 °C wurde durch 1:10 Verdiinnung der Probe in Riickfaltungspuffer (25 mM MOPS, 1 mM
CaCl, / EDTA, pH 7.0) eingeleitet, sodass die residuale GdmHCI-Konzentration 0.5 M betrug.
Nach unterschiedlichen Renaturierungszeiten wurde ein Aliquot des Riickfaltungsansatzes 1:4 in

25 mM MOPS, 2.5 M GdmHCI, pH 7.0 verdiinnt und auf Eis inkubiert. Nach 2 bis 3 h wurde die
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Probe 1:40 im Aktivitétstest eingesetzt. Die Proteinkonzentration im Aktivitétstest betrug 0.35
ug/ml.

b) Konzentrationsabhdngigkeit der Renaturierung

Die Renaturierungseffizienz von Pel-15WT und Pel-15AVAA wurde bei den Konzentrationen
5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml, 50 pg/ml, 70 pg/ml und 100 pg/ml fiir die Riickfaltung
bei 20 °C analysiert. Die Herstellung der Riickfaltungsansétze erfolgte in allen Fillen durch die
Verdiinnung einer 1 mg/ml Ldésung denaturierten Proteins in Riickfaltungspuffer. Nach einer
Inkubationszeit von 12 h wurden die Ansétze jeweils 1:100 in Aktivititstestpuffer verdiinnt und
die Wiederherstellung der enzymatischen Aktivitdt bei 30 °C untersucht. Native Kontrollen

identischer Konzentration wurden der gleichen Behandlung unterzogen und dienten als Referenz.

2.2.3. Proteinbiophysikalische Methoden

2.2.3.1. Bestimmung von Extinktionskoeffizienten und Proteinkonzentrationen

Die Extinktionskoeffizienten der denaturierten Proteine wurden berechnet. Alle Messungen zur
Bestimmung des Extinktionskoeffizienten wurden dreifach unabhingig nach Methode von Pace et al.
(1995) durchgefiihrt. Alle Messungen erfolgten als unabhidngige Dreifachwiederholungen in
Quartzkiivetten (Typ 100-QS) bei einer Pfadlinge von 1 cm. Die fiir diese Arbeit verwendeten
Extinktionskoeffizienten der denaturierten und nativen Proteine sind in Tabelle 2-2 zusammengefasst.
Proteinkonzentrationen wurden spektroskopisch mit Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes

bestimmt.

Tabelle 2-2: Extinktionskoeffizienten der verwendeten Pel-15 Varianten

denaturiert (berechnet) nativ (experimentell bestimmt)
molarer molarer spezifischer
Pel-15 Konstrukt Extinktionskoeffizient Extinktionskoeffizient Extinktionskoeffizient
M cm] M cm™] [ml mg" cm’]
Pel-15DCCC (WT) 14770 15260 0.73
Pel-15ACCC 14660 15480 0.74
Pel-15DCCA’ 14770 15260 0.73
Pel-15DVAA 14650 15250 0.72
Pel-1SAVAA™ 14650 15250 0.72

Anmerkung: *) Fiir Pel-15 DCCA wurde der Extinktionskoeffizient von Pel-15 DCCC angenommen.
**) Fiir Pel-15 AVAA wurden die Extinktionskoeffizienten von Pel-15 DVAA angenommen.

2.2.3.2.  Absorptionsspektroskopie

Proteinabsorptionsspektren wurden mit Hilfe eines Diodenarray-Spektralphotometers (ChemStation)
der Firma Agilent erfasst. Wahrend der Messungen betrug die Integrationszeit pro Datenpunkt 3 s. Die
Spektren wurden in einem Bereich zwischen 240 und 350 nm detektiert. Zur Korrektur der

auftretender Basisliniendrifts wurde der Bereich zwischen 320 nm und 350 nm linear extrapoliert. Das
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fiir die Wellenlédnge 280 nm erhaltene Ergebnis als Hintergrundsignal von der gemessenen Extinktion

abgezogen.

2.2.3.3.  Fluoreszenzspektroskopie

Fluoreszenz-Spektren

Fluoreszenz-Spektren wurden mit einer Integrationszeit von 0.5 s und einem Messpunktintervall von
1.0 nm aufgenommen. Je nach Anregungswellenlinge wurde die Emission in einem Bereich zwischen
290 nm und 450 nm (A= 280 nm) bzw. zwischen 300 nm und 450 nm (A= 295 nm) detektiert. Die
spektralen Bandbreiten im Anregungs- und Emissionspfad betrugen 2.5 nm und 5.0 nm. Alle
Messungen erfolgten, sofern nicht abweichend gekennzeichnet, bei 20 °C in Kiivetten des Typs

109.004F-QS. Dabei betrug die Pfadldnge in der Anregung 0.4 cm und in der Emission 1.0 cm.

Fluoreszenz-Kinetiken

Zur Messung von Denaturierungs- und Renaturierungskinetiken wurden Proteinstammldsungen unter
Riihren 1:100 in eine mit Pufferlosung befiillte, temperierte Fluoreszenzkiivette des Typs 104F-QS
verdiinnt. Die Totzeit manueller Mischung wurde durch eine Stoppuhr aufgezeichnet und zur
Korrektur der Zeitachse verwendet. Die Anregungspfadlénge betrug 0.4 cm, die der Emission 1,0 cm.
In allen Experimenten waren die spektralen Bandbreiten 2.5 nm fiir den Anregungspfad und 5.0 nm
fir den Emissionspfad. In allen Fillen betrug die Anregungswellenldnge 280 nm. Die Wahl der
Detektionswellenldnge variierte in Abhdngigkeit von der Fragestellung und ist den entsprechenden
Abbildungen zu entnehmen.

Kinetische Messungen erfolgten, sofern nicht anders vermerkt, bei einer Temperatur von 20 °C. Die
Inkubationszeit vor Start der Kinetiken betrug mindestens zwei Minuten.

Um ein zu starkes Bleichen der Chromophore (photo bleaching) zu minimieren, wurde der
Anregungsstrahl zwischen den einzelnen Messpunkten verschlossen. Aus dem gleichen Grund betrug

das Messpunktintervall 7 s und wurde die Zahl der Messpunkte pro Kinetik auf 250 begrenzt.

Limitierte Doppelsprungexperimente (N — HF — N)

In diesem Experiment wurde das Gleichgewicht zwischen dem nativen und dem intermediédren
Zustand von Pel-15 untersucht. Hierfiir wurde eine 1.36 mg/ml Losung nativer Pel-15 1:5 fiir verschie-
den lange Zeiten in 1.0 M GdmHCI inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung 1:20 in Nativ-Puffer
verdiinnt und die Renaturierungskinetiken bei 325 nm detektiert. Die Pel-15-Konzentration im Riick-
faltungsansatz betrug 13.6 ug/ml. Im Anschluss an jede Kinetik wurden Fluoreszenzspektren der

riickgefalteten Proben aufgenommen und mit dem nativen Ausgangszustand verglichen.
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Inverse Doppelspungexperimente (U — N — U)

Die Planung und Durchfiihrung der inversen Doppelsprungexperimente erfolgte in Zusammenarbeit
mit Dr. Monika Walter und orientierte sich an Vorgaben von Thomas Kiefthaber (Wildegger &
Kiefhaber 1997a).

In Vorbereitung der inversen Doppelsprungexperimente wurde 0.51 mg/ml Pel-15 in 5.01 M GdmHCl
denaturiert und bei 20 °C fiir 24 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden Riickfaltungsreaktionen
durch eine 1:10 Verdiinnung in Nativpuffer eingeleitet. Nach verschiedenen Zeiten wurden die
rliickfaltenden Ensembles 1:5 in Denaturierungspuffer verdiinnt (Endkonzentration: 6.01 M GdmHCI)
und die Denaturierungskinetiken bei einer Anregungswellenlidnge von 280 nm und einer Emissions-

wellenldnge von 353 nm detektiert.

Fluoreszenzloschung mit Acrylamid

Zur Vorbereitung der Fluoreszenzldschexperimente wurden Stammldsungen von 1 mg/ml Pel-15 und
von 1.0 M Acrylamid in 0.0 M, 0.2 M, 0.4 M, 0.6 M 1.0 M, 2.0 M bzw. 5.0 M GdmHCI verdiinnt und
fiir 24 Stunden bei RT inkubiert. Die GdmHCI-haltigen Proteinldsungen hatten eine Endkonzentration
von 50 pg/ml. Die GdmHClI-haltigen Acrylamidlésungen wurden auf eine Konzentration von 0.2 M
Acrylamid eingestellt.

Fir die Acrylamid-Titrationen wurde jeweils 1 ml der Proteinstammldsungen in eine Fluoreszenz-
kiivette (Typ 109.004F-QS) iiberfiihrt und fiir 5 min bei 20 °C inkubiert. Die Zugabe von Acrylamid
erfolgte in Schritten a 10 pl bis zu einer Endkonzentration von 80 mM. Nach jeder Zugabe wurde eine
Inkubationszeit von zwei Minuten eingehalten, bevor ein Fluoreszenzspektrum im Bereich zwischen
305 nm und 450 nm aufgezeichnet wurde. Die Anregungswellenldnge betrug 295 nm, die Integrations-
zeit 0.5 s und der Messpunktabstand 1.0 nm.

Fiir jede GdmHCI-Konzentration wurde eine Leertitration von Acrylamid in proteinfreiem MOPS-
Puffer durchgefiihrt, die als Hintergrundsignal von den gemessenen Proteinspektren abgezogen wurde.
Der durch die Zugabe von Quencher-Losung verursachte Verdiinnungseffekt wurde durch Multiplika-
tion der Spektren mit Volumenfaktoren (fy) ausgeglichen, die sich nach folgender Gleichung errech-

neten:

|4

fV:V_O

3)

Hier kennzeichnet V' das Volumen nach Zugabe von Quencherlosung und V), das Ausgangsvolumen.

Die quantitative Auswertung der Fluoreszenzloschung erfolgte nach der Stern-Volmer-Gleichung:

F
F_o_ 1=1+k470[Q] =1+ Kgy[Q] 4)

Dabei ist k, die bimolekulare Quenchkonstante und 7, die Lebenszeit des angeregten Fluorophors in
Abwesenheit von Quencher. F;, und F sind die Fluoreszenzintensititen in Abwesenheit und in
Anwesenheit von Quencher. Ky ist die Stern-Volmer-Konstante unter Annahme eines dynamischen

Quenchs. Unter nativen Bedingungen wurden die Kg~Werte fiir den Wellenldngenbereich zwischen
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305 nm bis 325 nm bestimmt. Im Fall vollstindig denaturierter Pel-15 wurden K ~Werte aus den
Emissionen zwischen 345 nm und 365 nm bestimmt. Bei einer GdmHCI-Konzentration von 2.0 M
wurden die Tryptophane der entfalteten Molekiile selektiv gequencht. In diesem Fall wurde der
Wellenldngenbereich zwischen 380 nm und 400 nm zur Analyse herangezogen und somit lediglich das

Signal denaturierter Pel-15 ausgewertet.

2.2.3.4. Zirkulardichroismus-Spektroskopie (CD)
CD Spektren wurden mit verschiedenen Kiivetten unter Einsatz variierender Proteinkonzentrationen
aufgenommen. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die gewonnenen Daten unter Nutzung der

folgenden Gleichung zu molaren Elliptizititen ([0]yrw) umgerechnet:
0 - My - 100
C] = 5
[O]mMrw cd-No. (5)
Dabei kennzeichnen 8 die molare gemessene Elliptizitit (grad), My die Molekularmasse des Proteins,
¢ die Proteinkonzentration (mg/ml), d die Schichtdicke der Kiivette (cm) und N,, die Anzahl der

Aminoséuren.

Nah-UV CD-Spektren

Nah-UV CD Spektren wurden in Absorptionskiivetten (Typ 105.004B-QS) erfasst. Die eingesetzten
Proteinkonzentrationen variierten zwischen 250 pg/ml und 1.8 mg/ml. Spektren wurden in einem
Bereich zwischen 350 nm und 250 nm aufgezeichnet und um kiivettenspezifische Basislinien sowie
um pufferspezifische Hintergrundabsorptionen korrigiert. Die verwendeten Geriteeinstellungen
umfassten eine spektrale Bandbreite von 1.0 nm, eine Integrationszeit von 8 sec und einen Messpunkt-

abstand von 1.0 nm. Spektren wurden in aller Regel 10-fach akkumuliert.

Fern-UV CD-Spektren

Fern-UV-CD Spektren wurden in Absorptionskiivetten mit Pfadlingen von 1.0 mm und 0.1 mm in
einem Wellenldngenbereich zwischen 250 nm und 190 nm erfasst. Die in Abhéngigkeit von der Pfad-
lange eingesetzten Proteinkonzentrationen sind den jeweiligen Abbildungsunterschriften zu entneh-
men. Wahrend der Messungen betrug die Bandbreite 1.0 nm, der Messpunktabstand 1.0 nm und die
Integrationszeit 4 s. Spektren wurden mehrfach akkumuliert, um das ungiinstige Signal-zu-Rauschen-
Verhiétnis zu kompensieren. Die Zahl der Akkumulationen ist in den jeweiligen Abbildungen ver-

merkt.

Fern-UV CD-Kinetiken

Fern-UV CD-Kinetiken wurden teilweise in Zusammenarbeit mit Dr. Monika Walter gemessen. Fiir
die Kinetiken wurde eine Pel-15 Stammlésungen unter Rithren 1:20 in Absorptionskiivetten mit Nativ-
bzw. Denaturierungspuffer verschiedener GdmHCI-Konzentrationen verdiinnt. Die finale Proteinkon-
zentration in allen Kinetiken betrug 50 pg/ml. Kinetische Messungen wurden mit einer Bandbreite von
2.0 nm, einer Integrationszeit von 4 s und einem Messpunktintervall von 10 s aufgenommen.
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2.2.3.5. Harnstoff- und GdAmHCI-induzierte Gleichgewichtsiibergéinge

Nah-UV CD Ubergdinge

In Vorbereitung der Ubergangsexperimente wurde eine verdiinnte Pel-15 Losung mit Hilfe von
Amicon Zentrifugalkonzentrator-Réhrchen auf eine Konzentration von 30 mg/ml konzentriert und
anschlieffend 1:1 in Nativ- und Denaturierungspuffer verdiinnt. Nach einer Inkubationszeit von 24 h
wurden jeweils 10 pl Protein-Stammldsungen mit einer Eppendorf Multipette in Eppendorf low
binding ReaktionsgefiBe aliquotiert und mit 990 ul Ubergangspuffer schwallartig auf eine Protein-
konzentration von 300 pg/ml verdiinnt. Proteinfreie Kontrollen wurden auf gleiche Weise hergestellt.
Alle Proben wurden 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert und 14 Tage bei 20 °C inkubiert.

Nach der Inkubationsphase wurde eine bei 20 °C temperierte Absorptions-Kiivette des Typs
105.004B-QS nacheinander mit Puffer-, Denaturierungs- und Renaturierungsprobe befiillt und das El-
liptizititssignal fiir 60 s bei jeweils 5 verschiedenen Wellenldngen (258 nm, 278 nm, 289 nm, 291 nm
und 293 nm) detektiert. Innerhalb dieser 60 s wurden jeweils 6 Messpunkte aufgezeichnet; die
Bandbreite betrug 2.0 nm und die Integrationszeit lag bei 8 s pro Messwert. Die Messwerte wurden
um die korrespondierenden Hintergrundsignale korrigiert und mittels Gleichung (5) in molare

Elliptizitdten umgerechnet.

Fluoreszenz-Uberginge

Die Herstellung der Fluoreszenz-Ubergangsproben erfolgte analog zur Herstellung der
CD-Ubergangsproben. Die Proteinkonzentration in den Ubergangsproben betrug 10 pg/ml. Dazu
wurden native und denaturierte Stammldsungen mit der Schwallmethode 1:100 in Ubergangspuffer
verschiedener GAmHCI-Konzentrationen verdiinnt. Nach einer Inkubationszeit, die in Abhéngigkeit
von der verwendeten Denaturierungsmethode zwischen 8 d und 5 Wochen betrug, wurden die Proben
nacheinander in eine temperierte Fluoreszenzkiivette des Typs 109.004F-QS iiberfiihrt und fiir 2 min
temperiert. AnschlieBend wurden Fluoreszenz-Emissionsspektren unter Anregung der Fluoreszenz bei
Aex =280 nm bzw. bei A =295 nm in einem Wellenldngenbereich von 290 nm und 450 nm bzw.
305 nm und 450 nm detektiert. Die erhaltenen Fluoreszenzemissionsspektren wurden um die mittleren
GdmHCI-abhéngigen Hintergrundsignale korrigiert. Die jeweils verwendeten Proteinkonzentrationen,
Inkubationszeiten und zusitzlich in den Ubergangspuffern enthaltene Additivkonzentrationen sind den

jeweiligen Abbildungsunterschriften zu entnehmen.

2.2.4. Mathematische Auswertung

2.2.4.1. Auswertung von Ubergiingen nach dem 2-Zustandsmodell

Wird ein kooperativer Faltungs- bzw. Entfaltungsiibergang (Abb. 2-1) allein durch den nativen
Zustand N und den denaturierten Zustand U bestimmt, so lassen sich die Anteile fy und fy nach der
linearen Extrapolationsmethode berechnen (Bolen & Santoro 1988). Das Verhiltnis dieser Anteile
bestimmt die Gleichgewichtskonstante Ky:
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Signal (A)

_______________________ T o~ - AU

Denaturierungsmittelkonzentration (D)

Abb. 2-1: 2-Zustands-Gleichgewichtsiibergang.
Der Signalverlauf (durchgezogene Linie) ergibt
sich aus dem Abfall von fy (bzw. der Zunahme
von fy) bei zunehmend entfaltenden Bedingungen.
Gestrichelte Linien zeigen die Extrapolation der
Basislinien 4y und A;; des Vor- bzw. Nachiiber-
ganges auf jeweils entfernte Bedingungen.

_ v _A-Ay

KN_E_AU_A (6)

Die Basislinien Ay und A4 sind durch einfache lineare Funktionen zu beschreiben:

Ay =my D +ny (7)
bzw.

Ay=my-D+ny )

Fiir die Gleichgewichtskonstante Ky gilt nach der Gleichung zur Berechnung der freien Enthalpie
(4Gy):

Ky =e€ _(m.DJrAGR’)/RT ©)

Dabei entspricht AGY der freien Stabilisierungsenthalpie in Abwesenheit von Denaturierungsmittel
und m der Kooperativitit, also der Denaturierungsmittelabhéngigkeit von AGy.
Nach Umstellen und Separation der Variablen in Gleichung (6) ergibt sich fiir die Abhédngigkeit des

gemessenen Signals 4 von der Denaturierungsmittelkonzentration D die Gleichung

0
_(m~D+AGN)/RT — (my D +1y)

—(m-D+AGY) /
RT

KNAU_AU:(mu‘D+nu)e

AD) =——%
N

(10)

1+ e
Insgesamt sind also fiir die nichtlineare Anpassung von Ubergangsdaten sechs Parameter zu bestim-

men. Am Ubergangsmittelpunkt D, ist Ky = 1, d.h. AGy = 0. Damit ergibt sich D,,, gemiB

—— (11)

2.2.4.2. Auswertung von Ubergiingen nach einem linearen 3-Zustandsmodell

Bei Vorliegen eines linearen Faltungs- bzw. Entfaltungsgleichgewichts der Form N = I = U muss das

zuvor beschriebene 2-Zustandmodell erweitert werden. Unter idealen Bedingungen entspricht dann die

41



Methoden

Denaturierungsmittelabhéngigkeit des gemessenen Signals dem Schema in Abb. 2-2, und fiir die
Teilgleichgewichte lassen sich analog zur Herleitung in Abschnitt 2.2.4.1 die Gleichgewichtskonstan-

ten Ky und K aufstellen:

_AGiy+myn-[D]

Knw="f/fyv=e R (12)
_AGy+my;-[D]
Kyi=fulfi=e RT (13)

Dabei bezeichnen AGy; und AGpy die freien Stabilisierungsenthalpien der Reaktionen U — I bzw.
I — N in Abwesenheit von Denaturierungsmittel und m; und my; die entsprechenden Kooperativita-
ten, d.h. Denaturierungsmittelabhéngigkeiten dieser Stabilisierungsenthalpien. Das spektroskopische
Signal jeder der im Ubergang populierten Faltungsspezies besitzt eine eigene Denaturierungsmittel-

abhingigkeit, die sich analog zum 2-Zustandsmodell durch die Basislinien Ey, E; und Ey ausdriicken

lasst.
Ey =myD +ny (14)
Ey=mD +n, (15)
Ey =mpD +ny (16)

Zusammen mit den Parametern, die die Lage der Teilgleichgewichte beschreiben, erfordert die
Regression von 3-Zustandsiibergidngen also die simultane Anpassung von 10 Parametern. Das detek-
tierte Signal Y ergibt sich bei Annahme eines 3-Zustandsiibergangs als Summe aus den Beitrdgen aller
drei Faltungsspezies, was sich in folgendem Zusammenhang verdeutlicht:

Y(D) = YNEN + YIEI + YUEU (17)

10F ] Abb. 2-2: Theoretisches, lineares 3-Zustandsgleichge-
wicht. Im dargestellten idealen Modell ist das beobachtete
Signal Y (z.B. Fluoreszenz) fiir alle drei im Gleichgewicht
populierten Spezies unterschiedlich empfindlich, sodass
gesicherte Aussagen iiber alle Rahmenbedingungen des
Modells getroffen werden kdnnen. Ey, E; und Ey bezeich-
nen die Denaturierungsmittelabhéngigkeiten der nativen,
der intermedidren und der denaturierten Faltungsspezies.
[D] bezeichnet die Konzentration an Denaturierungs-
mittel. Der dargestellte Ubergang wurde mit folgenden Pa-

b
o

o
o

Signal / Y

<
~

02 rametern berechnet:
ny=0.10; my=-002M"  #,=05; m=00M";
0ok 4 =09 my=0.01 M™"; 4Gy = 6.0 keal/mol;
’ Ay =4.0 keal mol' K'; AGy; = 12.0 keal/mol;
! ' ' ; A= 4.0 keal mol”! K''; T=300 K. Dabei sind Yo, Vi bZW.
0 ! 2 D1/ M 3 4 5 yu die Y-Achsenabschnitte und s, s; und s, die Anstiege

der drei Basislinien Ey, E; und Ey. AGpy ist die freie
Enthalpie der Intermediatsentstehung aus N und AGy; die
der Bildung des denaturierten Zustandes aus I. my; und
myy sind die Kooperativititen der jeweiligen Teilgleichge-
wichte.

Dabei reprasentieren Yy, Y; und Yy die Anteile der an der Faltungsreaktion beteiligten Spezies am

Gesamtsignal. Das lineare 3-Zustandsmodell wurde der Formelbibliothek des globalen Analyse-
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programmes SAVUKA (© Osman Bilsel) entnommen. Es beschreibt das gemessene Signal als die

denaturierungsmittelabhingige, additive Verteilung der Faltungsspezies N, [ und U:

KIN KINKUI

Y(D)=E +E +E
(D) M1+ Ky + KKy P14+ Ky KinKyr U 14 Ky + KinKys

(18)

Um die Verlésslichkeit der Regressionsergebnisse zu erhohen, wurden die meisten 3-Zustandsanpas-
sungen global vorgenommen. Hierfiir waren einige ab initio Beschrinkungen notwendig. Diese und
die bei der Regression global angepassten Parameter werden detailliert in Abschnitt 3.3.3.3 des Ergeb-
nisteils dargelegt (S. 60).

2.2.4.3. Auswertung von Faltungs- und Entfaltungskinetiken
Im einfachsten Fall reflektierte die zeitliche Anderung des Fluoreszenzsignals Y eine Reaktion erster
Ordnung und konnte somit an monoexponenzielle Abklingkurven der Art

Y(t) =Y, + Ae(TKD (19)
angepasst werden. Dabei beschreibt Y, den Startwert, 4 die Amplitude und & die apparente Geschwin-
digkeitskonstante der beobachteten Reaktion. Einfache Verldufe dieser Art konnten beispielsweise bei
den meisten Entfaltungskinetiken von Pel-15 beobachtet werden. Komplexere Zusammenhénge, wie
zum Beispiel der GroBteil der beobachteten Riickfaltungsreaktionen oder die Entfaltung in Gegenwart
von niedrigeren Denaturierungsmittelkonzentrationen, wurden an biexponenzielle Zusammenhinge
angepasst. Diese hatten die Form

Y(t) =Y, + Aje b + A, e ket (20)

2.2.4.4. Bestimmung von Dissoziationskonstanten aus Titrationsexperimenten

Titrationsexperimente wurden an hyperbole Bindungsmodelle mit einer Bindestelle angepasst. Diese

hatten die Form

f(x) = 21

x Ky
Dabei beschreibt x die Ligandenkonzentration und K, die Dissoziationskonstante. Im Fall der Fluores-
zenzexperimente wurden die Fluoreszenzdaten zuvor mit den entsprechenden Verdiinnungsfaktoren fy
multipliziert (Tabelle 2-1), wodurch die volumenkorrigierten Fluoreszenzdaten F' erhalten wurden.
Diese Werte wurden anschlieBend auf die maximale Signaldnderung (F),,,,) normiert:

F_FO

(22)

Eyorm = F
‘max

Dabei beschreibt F, die Fluoreszenz vor Zugabe von CaCl, und F,, das maximal erreichbare

Intensitdtssignal. F,,,,, entspricht dem normierten Signal, das als Gleichung (21) angepasst wurde.

2.2.4.5. Berechnung des Modellspektrums des Pel-15 Faltungsintermediates
Zur Entwicklung des Modellspektrums des kinetischen Pel-15 Faltungsintermediates wurde eine Serie

von Riickfaltungsreaktionen unter gleichen Bedingungen induziert und bei verschiedenen Emissions-
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wellenldngen detektiert. Die Messung der Riickfaltungskinetiken erfolgte bei unterschiedlichen Prote-
inkonzentrationen (7.9 pg/ml, 11.3 pg/ml und 22.6 pg/ml). Alle gemessenen Fluoreszenzintensititen
wurden nach ihrer Messung auf die Intensitét einer Pel-15-Losung mit der Konzentration 10 pg/ml
normiert. Ebenso wurde mit den Fluoreszezspektren verfahren, die nach jeder Renaturierungskinetik
zu Kontrolle des Renaturierungserfolges im Bereich zwischen 290 nm und 450 nm aufgezeichnet wur-
den.

Die monoexponentielle Regression der Renaturierungskinetiken erfolgte im Zeitfenster zwischen 15 s
und 1400 s, um Mischungsartefakte auszuschlieBen. Die Rekonstruktion des HF-Spektrums erfolgte
unter der Annahme, dass die Emissionsanteile der zum Gesamtspektrum beitragenden Fluorophore
Tyrosin und Tryptophan unabhéngig voneinander sind, sodass das Emissionsprofil des Intermediates

als eine Summe zweier Gauss-Funktionen der Form

y(,l):a-i—eé]_l(%) (23)

beschrieben werden kann. Desweiteren wurde angenommen, dass ein geringer Anteil der vorliegenden
Proteinmolekiile zum beobachteten Zeitpunkt noch im entfalteten Zustand vorliegt. Die Verteilung der

kinetischen Startwerte (SV) ergibt sich somit als
Ly’ LAy
SV=|[a +te® @ +[a, +ted @ +ulU (24)

wobei u einen Faktor und U das intensititskorrigierte Fluoreszenzspektrum entfalteter Pel-15
beschreibt. Das HF-Modellspektrum ergab sich als Summe der beiden Gauss-Verteilungen. Das

Verhiéltnis zwischen den Fluoreszenzmaxima von HF und U ergab den Korrekturfaktor Z = 1.09.

2.2.4.6. Nutzung des HF-Modellspektrums zur Dekonvolution von Fluoreszenzspektren

Da die Intensitdtsmaxima von U und HF zueinander in einem festen Intensititsverhiltnis standen,
(Z=1.09), war es moglich, aus dem Fluoreszenzmaximum einer denaturierten Pel-15-Probe beliebiger
Konzentration das korrespondierende HF-Fluoreszenzspektrum zu berechnen. Das Maximum dieses

korrespndierenden HF-Spektrums ergab sich geméf

l:max,HF = l:max, denat X 1.09 (25)
Die Anpassung des Pel-15 WT Gleichgewichtsiibergangs erfolgte unter Nutzung der Modellspektren
N, U und HF mittels der Gleichung
f(N,HF,U) = aN + bHF + cU (26)
wobei die Faktoren a, b und ¢ den Einschrinkungen 0 < a,b,c <1 und a + b+ ¢ =1 unterworfen

waren.
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2.2.4.7. Normierung von Daten; Abschitzung der Regressionsqualitit (y>-Tests)

Die Anpassung der experimentellen Daten erfolgte unter Nutzung des Levenberg-Marquardt Algorith-
mus, der die Minimierung der Abweichgungsquadrate zum Ziel hat. Demzufolge wurde die Giite der
fits anhand ihrer y>-Werte abgeschitzt. Der y-Wert eines Regressionsergebnisses berechnet sich

gemil

Xt = z Ax;” (27)
Dabei sind Ax; die Residuen der Regression. Je niedriger der y>-Wert ist, desto zuverlissiger ist also
das Fitergebnis. Das Prinzip der %’-Tests war es, den zu bewertenden Parameter auf einen Wert fest-
zulegen, der in aufeinanderfolgenden Regressionsrunden immer weiter von seinem Optimalwert ent-
fernt wurde. Die daraus resultierende Verschlechterung des Regressionsergebnisses zeigte sich in der
stetigen Erhohung der y’-Werte. Dieses Vorgehen wurde bis sich zu einer Verschlechterung des y’-
Wertes um 10 % wiederholt. Da das Levenberg-Marquardt-Prinzip auf der Reduktion der Abwei-
chungsquadrate beruht, war es fiir die methodeniibergreifende Regression von spektroskopischen
Daten notwendig, alle Messwerte auf einen einheitlichen Amplitudenbereich zu normieren. Diese
Normierung erfolgte gemal
v

Yy =— (28)

wobei Yy die normierten Messwerte und o; die Standardabweichung des zu normierenden Datensatzes

darstellt.

2.24.8. Bestimmung der Aktivierungsenergie nach Arrhenius, gewichtete Regressionen
Die empirische Arrhenius-Gleichung beschreibt den Zusammenhang zwischen der Geschwindigkeit
einer Reaktion und der Temperatur. Sie hat die Form

Ey
Ink(T) =InA ——; 29
nk(f) =Ina--% 29)

Dabei beschreibt & die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion, 4 den Frequenzfaktor und £, die
Aktivierungsenergie. Die erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten wurden nach Gleichung (29)
linearisiert und gewichtet angepasst. Als Gewichtungskriterium dienten die relativen Varianzen (Var)
der Geschwindigkeitskonstanten. Sie berechneten sich geméf
0’ 2
Var = (E) (30)

Dabei bezeichnet ¢ die Standardabweichungen von k.
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3. Ergebnisse

3.1. Klonierung und Expression

3.1.1. Klonierung des Pel-15 Gens in den Expressionsvektor pET22b(+)

Das pel-15-Gen wurde freundlicherweise von Dr. Thoru Kobayashi (Kao Corporation, Japan) zur
Verfiigung gestellt. Die Klonierung des Gens in den Expressionsvektor pET22b(+) wurde im Vorfeld
dieser Arbeit von Dr. Monika Walter durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Klonierung wurden durch

Restriktionsanalysen und Sequenzierung bestitigt und werden hier nicht detailliert diskutiert.

3.1.1.1.  Expressions- und Aktivititstests
E. coli BL21 DE3 Zellen wurden unmittelbar vor Verwendung durch Hitzeschock mit dem Konstrukt
pET22b(+)-Pel-15 transformiert. Die Expression der Pel-15 Konstrukte erfolgte unter aecroben Bedin-

gungen bei einer Temperatur von 30 °C.

Induzierbarkeit der Expression und enzymatische Aktivitdt von Pel-15
Nach einer Dauer von 10 Stunden war in nicht-induzierten Zellkulturen (-IPTG) keine unspezifische

Expression von Pel-15 nachweisbar (Abb. 3-1A). Die Induktion mit IPTG (+IPTG) fiihrte zur

A B C
M 1 2 4 5 6
- = = + + + M PA
e —
66 — o
66
45 - o= = 45 "
6 —
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< —
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Abb. 3-1: Expression und Uberpriifung der enzymatischen Aktivitit von Pel-15 WT

(A) (15 % SDS - Trenngele, Coomassie-Farbung, Auftrag pro Tasche: 15 pl 1:2 verd. Zellextrakt aus Expressionstest in Gegen-
wart (+) bzw. Abwesenheit (-) von 1 mM IPTG). Aufgetragene Fraktionen: (1) Periplasma-Aufschluss (PA), (2) 16sliche
zytosolische Fraktion, (3) unlésliche zytosolische Fraktion; (4) PA, (5) 16sliche Fraktion, (6) unldsliche Fraktion. Pfeile: (weil)
unprozessiertes Pel-15 WT Protein in der unléslichen Fraktion, (schwarz) prozessiertes Pel-15 WT Protein im PA. (B) (Auftrag
pro Tasche: 10 pl 1:10 verd. Zellextrakt aus Periplasmaaufschluss (PA), 16sliche Fraktion (US) und unldslicher Fraktion (Pt).
(C) Nachweis des PGA-Abbaus im Gel (Zymogramm). Der graue Hintergrund zeigt den Bereich, in dem die im Gel enthaltene
0.1 % (w/v) PGA durch den kationischen Farbstoff Ruthenium-Rot irreversibel gebunden wurde. Hellere Banden zeigen den
enzymatischen Abbau von PGA nach 30 min Inkubation in Aktivititspuffer (50 mM Glycin, 1 mM CaCl,, pH 10.5) bei 30 °C.
(B) und (C) stammen aus Parallelexperimenten.
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Entstehung einer 21 kDa Bande im periplasmatischen

. . 15°C 30°C

Aufschluss. Die nach dem Periplasmaaufschluss —r— ——
verbliebenen Zellen wurden durch Hochdruck-Zelllyse M1 2 3 4 5 6
aufgebrochen. Losliche und unldsliche Zellbestandeile
wurden durch Zentrifugation voneinander getrennt. In 66
der unloslichen Zellfraktion ist eine starke Bande bei 45 3
etwa 23kDa erkennbar. Zur Identifikation der 1c B - & — -
Expressionsprodukte wurden Zymogramme angefer- P :
. . . . 26 - =
tigt, mittels derer der PGA-Abbau im Gel nachgewie- i = . <]
sen wurde. (Abb. 3-1B). Dafiir wurden zwei gleich- - - - e
artige SDS-Gele hergestellt, deren Trenngele zusétzlich 20 -

-

0.1 % PGA enthielten. Nach Durchfiihrung der SDS-

e

Gelektrophorese unter schonenden Bedingungen 14 -

(kontinuierliche Trennung bei 80 V und 4 °C) und
Abb. 3-2: Temperaturabhiingigkeit der periplas-
matischen Expression (15 % SDS-Gele, Coomas-

: . e Py siefarbung): Nach Expression bei 15 °C liegen im
wurden die Gele fiir 30 min in Aktivitdtspuffer (50 mM Periplasma-Aufschluss (1) und in der Ioslichen

Glycin, 1 mM CaCl,, pH 10.5) inkubiert. Im Anschluss ~ Zytosolische Fraktion (2) vergleichbare Mengen
des prozessierten Expressionsproduktes vor. Die

wurde der PGA-Gehalt in einem der Gele durch eine  unldsliche zytosolische Fraktion (3) enthélt nur

sehr geringe Mengen unprozessierten Proteins.

Ruthenium-Rot-Farbung qualitativ nachgewiesen. Das  Nach Expression bei 30 °C ist der Anteil prozes-

. . sierter Pel-15 im Periplasma (4) relativ zum prozes-

Referenzgel wurde einer Coomassiefirbung unterzo-  sierten Anteil in der I6slichen, zytoplasmatischen

Fraktion (5) reduziert. Ein groBer Teil des syntheti-

sierten Proteins liegt in unprozessierter Form in der
unldslichen Zellfraktion vor.

anschlieBender Entfernung des SDS aus dem Gel

gen. Der Vergleich beider Gele zeigt, dass die Position
der enzymatischen Aktivitit im Zymogramm der
Position der Expressionsprodukte entspricht. Dies gilt sowohl fiir die 21 kDa Bande als auch fiir die
23 kDa Bande. In der loslichen, zytosolischen Fraktion wurde fiir beide Molekularmassen eine
enzymatische Aktivitit beobachtet.

In Abb.3-2 ist das Ergebnis eines Expressionstests abgebildet, in dem die Effizienz der
periplasmatischen Expression bei den Temperaturen 15°C und 30 °C untersucht wurde. Bei 15 °C
wird das Expressionsprodukt zum groBen Teil in der periplasmatischen und in der loslichen
zytoplasmatischen Fraktion akkumuliert, wihrend die unlésliche zytosolische Fraktion nur sehr
geringe Mengen des unprozessierten Proteins enthilt. Die 16sliche, zytosolische Zellfraktion enthélt
beide Formen des Expressionsproduktes, wobei der Anteil unprozessierten Proteins deutlich hoher ist
als der Anteil prozessierten Proteins. Bei einer Expressionstemperatur von 30 °C verbleibt ein Grofteil
des Zielproteins in unprozessierter Form in der unldslichen Zellfraktion. Der Anteil an prozessiertem
Protein im Periplasma-Aufschluss ist relativ zur Gesamtmenge bakteriellen Proteins reduziert. Die
16sliche, zytosolische Zellfraktion enthélt bei 30 °C etwa zu gleichen Teilen das prozessierte und das

unprozessierte Produkt.
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Die rekombinante, periplasmatische Expression von Pel-15 stellte sich als geeignete Methode heraus,
um das Protein zuverldssig in hohen Ausbeuten zu gewinnen. Die offensichtliche Temperatur-
abhéngigkeit der Expression geht auf die Tatsache zuriick, dass Pel-15 in der Lage ist, unter reduzie-
renden Bedingungen im bakteriellen Zytoplasma zu falten, sodass der Export ins Periplasma in
kinetischer Konkurrenz zur Faltung der Polypeptidketten steht. Dieser Effekt wird in Abschnitt 4.1
(S. 112) niher diskutiert. Expressionen im groBeren Malstab (5 bis 10 Liter LB-Kulturmedium)
wurden aerob fiir ca. 10 h bei 25 °C durchgefiihrt.

3.1.2. Chromatographische Reinigung von Pel-15

Insgesamt wurden aus dem Periplasma von 5 L Bakterienkultur etwa 310 mg Pel-15 WT gewonnen.
Die Expressionsausbeuten der Pel-15 Mutanten DCCA, DVAC, DVAA und AVAA (vgl. Pel-15-
Nomenklatur: Abschnitt 2.2.1.4, S. 29) lagen in einem dhnlichen Bereich mit 210 und 270 mg aus 5 L

* ° J3
PA M~ ~ .
\Ilr 66
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Elution 14 ™ -

Abb. 3-3: (A) Prinzip der Tandem-IEC (Gekoppelte Anionen (AAC)-/Kationenaustauschchromatographie
(KACQ)). Der Periplasmaaufschluss wird auf eine mit 50 mM Tris/HCI &quilibrierte Tandemséule aufgetragen. Nach
vollstindigem Auftrag wird die KAC-Séule separat mit einem aufsteigenden NaCl-Gradienten isokratisch eluiert.
(B) Eluatfraktionen aus KAC-Elution am Beispiel Pel-15 ACCC (15 % SDS-Gele, Coomassiefarbung). Bis auf ein
koeluierendes bakterielles Protein einer ungefdhren Molekularmasse von 30 kDa und einige niedermolekulare Verunrei-
nigungen lag Pel-15 nach dem ersten Reinigunsschritt bereits in sehr reiner Form vor. (¥) Zur Weiterverwendung
vereinigte Eluat-Fraktionen.

Kulturmedium. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Pel-15 Reinigung exemplarisch am Beispiel
der Ladungsmutante Pel-15 ACCC vorgestellt.

Der Kern der Pel-15 Reinigung bestand in einer gekoppelten Anionen-/Kationenaustauschchromato-
graphie, wie sie in Abb. 3-3A abgebildet ist. Hierfiir wurde der Periplasma-Aufschluss nach einer
Dialyse gegen 50 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0 (4 °C) auf ein Sdulentandem aus einer Q- und
einer SP-Sepharosesiule aufgetragen. Bei pH 8.0 bindet der GroBteil der bakteriellen Proteine an die
AAC-Séule. Pel-15 ist ein basisches Protein mit einem isoelektischen Punkt von 10.5 und bindet daher
zusammen mit sehr wenigen weiteren bakteriellen Proteinen an die KAC-Séule. Durch die separate
Elution der KAC-Sédule mit einem linear ansteigenden NaCl-Gradienten wurde Pel-15 auf diese Weise

bereits in sehr reiner Form gewonnen (Abb. 3-3B).
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Abb. 3-4: (A) Fraktionierte Ammoniumsulfatfillung von Pel-15WT (15 % SDS-Gele, Coomassiefarbung) Nach Zu-
gabe von 30 % (2), 40 % (3), 50 % (4), 60 % (5), 70 % (6), 80 % (7) und 90 % (8) Ammoniumsulfat wurden die jeweils
entstandenen Protein-Pellets 25 MOPS, pH 7.0 gelost und 1:1 mit DTT-haltigem SDS-Auftragspuffer versetzt. Zum
GroBenvergleich ist in Spur 1 eine 1:10 Verdiinnung der vereinigten KAC-Eluatfraktionen aufgetragen. Vor dem Auftrag
wurden die Proben fiir 3 min auf > 95 °C erhitzt. (B) Pel-15 ACCC Eluat-Fraktionen nach HIC (15 % SDS Gele,
Silberfarbung).. Durch Vereinigung der Fraktionen 39 bis 69 (*) wurden 110 ml einer 1.2 mg/ml Pel-15ACCC Losung
erhalten. Die ,,Schleifspuren® oberhalb der Pel-15 Banden sind auf die hohe AS Konzentration zuriickzufiihren.

Der wesentliche Vorteil dieser gekoppelten Methode liegt in der Moglichkeit, zwei Chromatographie-
schritte zusammenzufassen und auf diese Weise einen Dialyseschritt einzusparen. Die Pel-15 haltigen
KAC-Eluatfraktionen wurden vereinigt und mittels hydrophober Interaktionschromatographie (HIC)
separiert.

Zuvor wurde eine fraktionierte Ammoniumsulfatfallung fiir Pel-15 durchgefiihrt, um die kritische
Ammoniumsulfat-Konzentration zu bestimmen, bei der Pel-15 aus der wissrigen Losung reversibel
prézipitiert (Abb. 3-4). Das Ergebnis zeigte, dass dies bei einer Loslichkeitskonzentration von ca.
60 % Ammoniumsulfat der Fall ist. Bakterielle Proteine, die bei dhnlichen AS-Konzentrationen aus
der Losung ausfallen, wurden in der HIC durch die Anwendung eines breiten Elutionsgradienten
(500 ml) in Verbindung mit einer langsamen Flussrate (0.5 ml/min) vom Grofteil der eluierenden Pel-
15 Molekiile separiert. Die Analyse der Reinheit mittels SDS-PAGE und Silberfarbung bestitigte nach
Anwendung der HIC eine Pel-15 Reinheit von 99 %.

3.2. Spektroskopische Charakterisierung

Nach ihrer Herstellung wurden die gereinigten Pel-15 Varianten zunidchst spektroskopisch
charakterisiert, um das Auftreten von Aggregationseffekten auszuschlieBen und um den Faltungs-
zustand sowie den Signalunterschied zwischen gefalteter (= nativer) und entfalteter (= denaturierter)
Pel-15 zu analysieren. Das Methodenspektrum der spektroskopischen Charakterisierung umfasste
Fluoreszenz- und Absorptionsspektroskopie sowie Zirkulardichroismus-Spektroskopie (CD) im

Bereich der Aromaten und der Peptidabsorption.

3.2.1. Spektroskopische Eigenschaften des Pel-15 Wildtypproteins

3.2.1.1.  Absorptionsspektroskopie (Abb. 3-5A)
Pel-15 besitzt ein charakteristisches UV-Absorptionsspektrum mit einem doppelschultrigen Maximum

im Bereich zwischen 277 nm und 282 nm sowie einer stark ausgeprigten Absorptionsschulter bei
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290 nm. Durch die Denaturierung verschwindet diese vollstindig, wihrend die Absorption oberhalb
von 290 nm leicht erhoht ist. Die Doppelschulter im Bereich von 277 nm und 282 nm ist auch unter
denaturierenden Bedingungen zu beobachten. Die Intensitét ist in diesem Bereich erniedrigt. Die
Inkubation bei RT fiihrte nach frithestens 72 h im Bereich zwischen 320 nm und 350 nm zu einer
leichten Signalzunahme, die einen Anstieg in der Basislinie verursachte (Daten nicht gezeigt). Die
Filtration der Proteinldsung durch eine Membran aus regenerierter Zellulose mit einer
Ausschlussgrole von 0.2 pm oder die Zentrifugation der Probe bei 40.000 rpm fiir 20 min machte
diesen Effekt riickgingig.

3.2.1.2.  Fluoreszenzspektroskopie (Abb. 3-5B).

Wird die Fluoreszenz der aromatischen Aminosduren Tryptophan und Tyrosin bei einer Wellenlédnge
von 280nm angeregt, weist das Fluoreszenzspektrum nativer Pel-15WT ein einzelnes
Emissionsmaximum bei 310 nm auf. Die Integration der Spektren, d.h. die Berechnung der durch das
Spektrum eingeschlossenen Flache, ergab im Wellenldngenbereich zwischen 290 nm und 450 nm fiir
die native Fluoreszenz 43 % des Signals der vollstindig entfalteten Kette. Bei einer Anregungs-
wellenldnge von 295 nm ergab sich die Fldche unter dem nativen Fluoreszenzspektrum mit lediglich

14 % der Fluoreszenz denaturierter Pel-15.

Tabelle 3-1:  Vergleich der integrierten Fluoreszenzsignale von Pel-15 DCCC und Pel-15 DVAA
in Abhiingigkeit von der Anregungswellenlénge

Integrierte Fluoreszenzintensitit Integrierte Fluoreszenzintensitiit
Konstrukt (hem =280 nm) / cps’ (Rem = 295 nm) / cps*
Nativ Denaturiert Nativ Denaturiert

Pel-15 WT (DCCC) 12.1 x 107 (43 %) 28.2x 107 (=100 %) | 1.37 x 10° (14 %) 9.79 x 10° (=100 %)

Pel-15 DVAA 14.9 x 107 (52 %) 28.6 x 107 (=100 %) | 2.21 x 10° (22 %) 9.89 x 10° (=100 %)

Anmerkung: Die Integration der Fluoreszensignale erfolgte jeweils in den Grenzen des aufgenommenen Spektralbereiches,
also zwischen 290 nm und 450 nm bei Anregung mit 280 nm und zwischen 305 und 450 nm bei Anregunng
mit 295 nm. Prozentangaben bezichen sich jeweils auf die Fluoreszenz der vollstindig entfalteten
Polypeptidkette.

Im Zuge der Denaturierung von Pel-15 in GdmHCI oder in Harnstoff verschiebt sich das Maximum
der Tryptophanfluoreszenz auf 355 nm. Gleichzeitig wird im Emissionsspektrum denaturierter Pel-15
eine Fluoreszenzschulter bei 308 nm erkennbar. Ein Isofluoreszenzpunkt zwischen N und U wird im
Fall von Pel-15WT bei einer Emissionswellenldnge von 325 nm beobachtet. Die selektive Anregung

der W78 Fluoreszenz mit der Wellenldnge 295 nm verschiebt diesen Punkt auf 317 nm.

3.2.1.3.  Zirkulardichroismus-Spektroskopie (Abb. 3-5C,D).

Aufgrund der sekundérstrukturspezifischen Orientierung der Peptidbindungen liefert das im Bereich
zwischen 250 und 180 nm detektierte CD-Signal Informationen iiber den Sekundérstrukturgehalt von
Proteinen. Dagegen wird der Zirkulardichroismus im nahen UV (260-320 nm) durch die chirale

Umgebung der aromatischen Seitenketten und der Disulfide induziert.

51



Ergebnisse

Der Verlauf des Fern-UV CD-Spektrums nativer Pel-15 ist durch ein Elliptizitdtsminimum bei 217 nm
(Ovrw = -10.400 deg dmol” cm?) und ein Maximum bei ca. 198 nm (Oyrw = 7.300 deg dmol™ cm?)
gekennzeichnet. Das Maximum der Elliptizititsdifferenz der Form (N-U) liegt bei 217 nm. Das
erhaltene fern-UV CD-Signal hat alle Charakteristika des CD-Spektrums, fiir das Kobayashi et al.
(1999) einen Helixanteil von maximal 6.6 % bestimmt haben.

Unter nativen Bedingungen besitzt das Nah-UV CD-Spektrum von Pel-15 einen charakteristischen

Verlauf mit einem ausgeprigten Elliptizitdtsminumum bei 293 nm und mehreren Maxima im Bereich
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Abb. 3-5: Spektroskopische Charakterisierung von Pel-15 WT und Vergleich zwischen nativer (N, durchgezogene
Linien) und denaturierter (U, unterbrochene Linien) Form des Proteins in 25 mM MOPS, pH 7.0, 20 °C. Differenzspektren
der Form N—-U sind als Strich-Punkt-Linien dargestellt. (A) UV-Absorptionsspektren ([Pel-15WT] =1 mg/ml) Die
Messungen erfolgten in 1 cm Quartzkiivetten bei RT. Pfeile kennzeichnen isosbestische Punkte bei 258 nm und 291 nm. (B)
Fluoreszenzspektren ([Pel-15WT] =10 pg/ml), Anregungswellenlingen: 280 nm (schwarz) und 295 nm (grau). Die
Messungen erfolgten in Quartz-Halbmikrokiivetten (Anregung: 4 mm, Emission: 10 mm). Pfeile kennzeichnen Isofluores-
zenzpunkte zwischen N und U bei 325 nm fiir die Anregung bei 280 nm bzw. bei 317 nm fiir die Anregung bei 295 nm. (C)
Fern-UV CD-Spektren ([Pel-15SWT] =50 pg/ml). Die Messungen erfolgten in 1 mm Quartz-Kiivetten bei 20 °C. Die
maximale Signaldifferenz zwischen N und U liegt bei 218 nm. (D) Nah-UV CD-Spektren: Die Messungen erfolgten in
Halbmikro-Fluoreszenzkiivetten unter Verwendung einer Pfadlénge von 0.4 cm fiir die native Probe und 1.0 cm fiir die
denaturierte Probe. Die Proteinkonzentration der nativen Pel-15 Losung betrug 1.4 mg/ml und die der denaturierten Probe
0.3 mg/ml. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Hochspannungsverldufe beider Messungen in Absorptionseinheiten
umgerechnet und auf die Absorption einer 1 mg/ml Pel-15 Losung mit 1.0 cm Schichtdicke normiert. Die Umrechnung der
Detektor-Hochspannung in Absorptionseinheiten erfolgte mittels DATAMAX® 2.0 (Jasco). Alle spektroskopischen Signale
wurden um ihre jeweiligen Referenzen korrigiert.
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zwischen 255 nm und 285 nm (Abb. 3-5D). Das nah-UV CD-Signal im Bereich zwischen 293 nm und
295 nm liefert selektive Informationen iiber die Asymmetrie der chemischen Umgebung des einzigen
Tryptophanrests W78. Die molare Elliptizitét nativer Pel-15 WT Losungen betrdgt in diesem Bereich
etwa Oyrw = -20 deg dmol™ cm?. Unterhalb von 260 nm ist im nah-UV CD-Spektrum nativer Pel-15
ein schroffer Elliptizititsabfall zu beobachten.

3.2.2. Spektroskopische Eigenschaften von Pel-15 DCCA, DVAA und AVAA

3.2.2.1.  Absorptionsspektroskopie (Abb. 3-6A)

Die Absorptionspektren nativer und denaturierter Varianten von Pel-15 WT waren nicht von denen
des WT Proteins zu unterscheiden. Das Intensititsverhdltnis zwischen den Absorptionsschultern bei
290 nm und bei 282 nm bzw. bei 280 nm und 260 nm war in allen beobachteten Fillen gleich.
Systematische Anstiege in der Absorptionskennlinie (drifts) zwischen 320 nm und 350 nm lieBen sich
nach einer Inkubationszeit von > 72 h bei Raumtemperatur erkennen und mittels Filtration durch eine
Zellulosemembran mit einer AusschlussgroBBe von 0.2 um oder durch Ultrazentrifugation bei
40.000 rpm fiir 20 min wieder entfernen (Daten nicht gezeigt). Auch bei sehr hohen Proteinkonzentra-
tionen bis 75 mg/ml wurden unter nativen Bedingungen keine Anzeichen spontaner Aggregation beob-
achtet. Der Einfluss hoherer Proteinkonzentrationen auf die Aggregation von Pel-15 wurde nicht

getestet.

3.2.2.2. CD-Spektroskopie (Abb. 3-6B)

An den nah-UV CD-Spektren lassen sich hinsichtlich der Elliptizitdtsamplitude deutliche Unterschiede
zwischen Pel-15 WT und den einzelnen Mutanten erkennen. Diese sind im Wellenldngenbereich
zwischen 255 nm und 291 nm besonders prominent und treten ausschlieBlich bei den cysteinfreien
Varianten DVAA und AVAA auf. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass diese Unterschiede
nicht auf eine verdnderte Tertidrstruktur hinweisen, sondern durch den fehlenden spektroskopischen

Beitrag der Disulfidbriicke verursacht werden. Die nah-UV CD-Spektren von Pel-15 WT und Pel-15
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Abb. 3-6: Spektroskopische Charakterisierung der Pel-15 Varianten DCCA, DVAA und AVAA

(A) UV-Absorptionsspektren von 1 mg/ml Proteinlésungen in 25 mM MOPS, pH 7.0. Die Spektren wurden auf eine
einheitliche Absorption von A,gy = 0.704 normiert. (B) Nah-UV CD - Spektren von 0.3 mg/ml Protein in 25 mM MOPS,
pH 7. Unterschiede in den gemessenen Elliptizitdtsamplituden werden im Text beschrieben. (C) Fluoreszenzspektren von
10 pg/ml Protein in 25 mM MOPS, 1 mM CaCl,, pH 7.0; Die Messung der Fluoreszenzemission erfolgte bei einer
Anregungswellenldnge von 280 nm und bei einer Temperatur von 20 °C.
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DCCA sind im Bereich der Aromatenabsorption nicht voneinander zu unterscheiden, was angesichts
der in DCCA eingefiigten, spektroskopisch unauffilligen Mutation auch erwartet wurde. Auch die
Formen der nah-UV CD-Spektren von DVAA und AVAA sind sehr dhnlich. Die in Pel-15 AVAA
zusitzlich enthaltene Mutation D80A wirkt sich demgeméal unter nativen Bedingungen nicht auf die

Chiralitdt der Umgebung der aromatischen Seitenketten aus.

3.2.2.3.  Fluoreszenzspektroskopie (Abb. 3-6C)

Die Maxima der nativen Tryptophanfluoreszenzen aller betrachteten Pel-15 Varianten lagen wie im
Fall des WT-Proteins bei 310 nm. Die Pel-15 Variante DCCA wies eine WT-artige native Fluoreszenz
auf, und es wurde wie im Fall des WT-Proteins ein isofluoreszenter Punkt zwischen N und U bei
325 nm identifiziert. Unter denaturierenden Bedingungen (25 mM MOPS, >3 M GdmHCI, pH 7.0)
waren die Spektren von Pel-15 DVAA/AVAA identisch mit dem Fluoreszenzspektrum denaturierter
Pel-15 WT. Daraus ist zundchst zu entnehmen, dass die Disulfidbriicke in Pel-15 WT bzw. DCCA
unter denaturierenden Bedingungen keinen Einfluss auf die Losungsmittelumgebung von W78 hat
(Stabilisierung hydrophober Cluster 0.4.).

Die Fluoreszenz von Pel-15 DVAA und AVAA war unter nativen Bedingungen (25 mM MOPS, pH
7.0) im Vergleich zum WT-Protein deutlich erhoht. Aus diesem Umstand ldsst sich erkennen, dass der
grole Anteil des Fluoreszenzverlustes im Fall des WT-Proteins auf eine fluoreszenzldschende
Wirkung der lokalen Disulfidbriicke zuriickgeht. Fiir DVAA/AVAA ergab sich bei 330 nm ein Iso-

fluoreszenzpunkt zwischen N und U von 330 nm.

3.3. Pel-15 im thermodynamischen Gleichgewicht

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse vorgestellt, die unter Gleichgewichtsbedingungen
durchgefiihrt wurden. Hierzu zdhlen neben denaturierungsmittelabhingigen Faltungs- und
Entfaltungsiibergéingen die Untersuchung der Ca®"-Bindung, Experimente zur Induzierbarkeit des
Gleichgewichtsintermediates und die Ergebnisse der Kristallisation der Pel-15 Variante AVAA.
Uberdies werden am Ende dieses Kapitels die Experimente zur Enzymaktivitit von Pel-15 bespro-
chen.

Fiir das Verstindnis der Gleichgewichtsentfaltung ist die Eigenschaft von Pel-15 relevant, Ca**-Ionen
zu binden. Im Zuge der Losung der Kristallstruktur durch Akita et al. im Jahr 2001 wurden auf der
Oberflache von Pel-15 zwei Ca**-Bindestellen identifiziert. Dabei wurde vermutet, dass dem durch die
Reste G34, D80, V81, K103 gebundenen Ca**-Ion eine zentrale Strukturbildungsfunktion zukommt,
wihrend das Ca**-lon, das durch die Seitenketten der Reste D63, E83 und D84 gebunden wird, eine
wesentliche Funktion fiir die enzymatische Aktivitit von Pel-15 besitzt (Akita et al. 2001).
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3.3.1. Isothermale Titrationskalorimetrie zur Bestimmung der hochaffinen Ca®
Bindung

Die Dissoziationskonstanten fiir die Bindung von Ca®*-Ionen durch Pel-15 WT, DCCA, ACCC,
DVAC, DVAA und AVAA wurden mittels isothermaler Titrationskalorimetrie (ITC) bestimmt. Dabei
wurde die Existenz einer hochaffinen Bindestelle bestitigt, die bereits von Monika Walter bestimmt
worden war (Walter, unverdffentlichte Ergebnisse). Exemplarisch sind die Bindungsisothermen fiir die
Bindung von Ca**-Ionen von Pel-15WT und Pel-15 DVAA in Abb 3-7 dargestellt. Die Ergebnisse der
ITC Experimente lassen sich gruppieren. Sie zeigen, dass die Mutation D80A (enthalten in den
Varianten ACCC und AVAA) zu einem vollstindigen Verlust der hochaffinen Ca*"-Bindung fiihrt.
Die gemessenen Enthalpiedifferenzen waren im Fall der betroffenen Mutanten nicht von den
Verdiinnungswirmen zu unterscheiden, die bei Leertitrationen (Ca*" in Pufferldsung) beobachtet
worden waren. Die Pel-15 Variante DCCA entsprach in ihrem Ca”*"-Bindungseigenschaften dem WT
Protein. Fiir beide Proteine ergaben sich nach wiederholten Messungen Dissoziationskonstanten von
11.3+£0.9 uM (WT) bzw. 11.1 £ 0.8 uM (DCCA). Der Austausch der Disulfidbriicke C67-C71 gegen
das hydrophobe Paar V67/A71 im Fall von Pel-15 DVAC fiihrte zu keiner messbaren Verschlechte-
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Abb 3-7: Isothermale Titrationskalorimetrie zur Bestimmung der Dissoziationskonstante K, fiir die Bindung von
Ca®"-Ionen. Die titrationskalorimetrische Bestimmung der Bindungsisothermen erfolgte in 25 mM MOPS, pH 7.0 bei
20 °C. Vor ihrer Verwendung in der ITC waren die Proteinproben iiber 5Sml-HiTrap Sdulen entsalzt und von EDTA-
Riickstinden befreit worden. In den Bindungsisothermen des Wildtyps und der 3-fach Mutante DVAA sind keine
wesentlichen Unterschiede zu erkennen. Die Ergebnisse der Anpassung an das ,,OneSite* Modell des MicroCal
Regressionspaketes ist jeweils durch die rote Linie dargestellt. Die mit Pfeilen markierten Peaks wurden in der
Auswertung vernachldssigt.
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rung der Ca®>*-Bindung. Einzig fiir die Dreifachmutante Pel-15 DVAA ergab sich im Vergleich zum

WT Protein eine um den Faktor 1.3 reduzierte Bindungsaffinitét (14.6 £ 0.8 uM).

Die Quantifizierung der residualen CaCl,-Konzentration mittels ICP war geeignet, den experimen-

tellen Fehler der Titrationsexperimente auf 8.6 %. abzuschitzen. Im Rahmen dieses Fehlers sind die

Bindungsaffinititen von Pel-15WT und Pel-15 DVAA gleich.

Tabelle 3-2: Ergebnisse der Bestimmung der Ca**-Bindung mittels ITC

Konstrukt N Kd/uM AH / kJ/mol [Ca® Nginat / UM
DCCC 0.78 +0.02 113409 -1.01£ 0.03 88.7+2.5
DCCA 1.02 £ 0.02 11.1+0.8 -0.95 £0.02 732+0.2
DVAA 0.71 £0.01 146+0.8 -1.38 £ 0.04 97.8 +18.6
DVAC* 0.56 +0.01 9.45+0.4 -3.24+0.10 76.6

AVAA, ACCC n.a.

Anmerkung: Genutztes Modell: ,,OneSite”, frei bewegliche Parameter. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus
Doppelbestimmungen. Fiir die Pel-15 Varianten AVAA / ACCC war keine Ca*"-Bindung nachweisbar. (*)
Dieses Experiment wurde nur in Einfachbestimung durchgefiihrt.

3.3.2. Fluoreszenztitration zur Bestimmung der niedrigaffinen Ca2+—Bindung

Mit dem Ziel, eine mdgliche Beteiligung der
Disulfidbriicke C67-C71 an der niedrigaffinen
Ca’-Bindung im Bereich des katalytischen
Zentrums zu untersuchen, wurde die W78-
Fluoreszenz von Pel-15 in Abhédngigkeit von
der CaCl,-Konzentration analysiert. Die Titra-
tionen wurden mit zwei verschiedenen CaCl,-
Losungen (c = 0.1 M und ¢ = 1.0 M) durchge-
fihrt, sodass im Bereich zwischen 0 mM und
5mM CaCl, mehr Punkte gemessen werden
konnten. Bei sukzessiver Zugabe von Ca®’
stieg die Fluoreszenzintensitét bei allen Pel-15
Varianten an und erreichte bei etwa 30 mM
CaCl, einen Séttigungswert.

In Abb. 3-8 ist das Ergebnis eines charak-
teristischen Titrationsexperimentes fiir Pel-15
WT dargestellt. Die Dissoziationskonstanten
fiir die Pel-15 Konstrukte DCCA und AVAA
sind in der darunter befindlichen Tabelle

angegeben.

00 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30
[CaCl,] / mM

Abb. 3-8: Bindungsisotherme der niedrigaffinen Ca>" - Bin-
dung von Pel-15 WT. (¢=10.6 pg/ml (0.51 uM); 25 mM
MOPS, pH 7.0, 20 °C; Detektion bei 310 nm). Die durchge-
zogene Linie zeigt die Anpassung der Daten an ein einfaches,
hyperboles Bindungsmodell (Gleichung (22)).

Tabelle 3-3: Dissoziationskonstanten fiir die niedrigaffine
Ca”**-Bindung

Konstrukt K4/ mM

DCCC 3.29+0.12
DCCA 4.50+0.17
AVAA 2.58+0.10

Anmerkung: Ergebnisse aus Doppelbestimmungen, die
Unsicherheit der Ergebnisse betrégt ca. 4 %.
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3.3.3. In-vitro Faltung und thermodynamische Stabilitit von Pel-15WT

3.3.3.1.  Fluoreszenz-Ubergiinge

GdmHCl-induzierte Gleichgewichtsfaltungs- und Entfaltungsiibergéinge wurden in Gegenwart von
1 mM CaCl, bzw. 1 mM EDTA gemessen. Der in Abb. 3-9A dargestellte Gleichgewichtsiibergang
wurde neun Tage inkubiert. In Gegenwart von CaCl, lieBen sich im Ubergang keine populierten
Intermediate erkennen, sodass dieser allein durch die GdmHCIl-abhingige Verteilung der nativen
Spezies N und der denaturierten Spezies U zu beschreiben war. Das Auftreten des isofluoreszenten
Punktes bei 325 nm scheint diesen Befund zu bestitigen. In Abb. 3-9B ist der Ubergang fiir die
Wellenldnge 307 nm dargestellt. Der Mittelpunkt des Renaturierungsiibergangs lag nach einer
Inkubationszeit von drei Tagen in Gegenwart von Ca’" konstant bei etwa D, =1.47 M GdmHCI.

Zwischen dem Renaturierungs- und dem Denaturierungsiibergang liel sich nach dieser Zeit noch eine
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Abb. 3-9: Fluoreszenzspektren zur Bestimmung des Gleichgewichtsiibergangs der Pel-15 Faltung und Entfaltung

(13 pg/ml Pel-15 WT, Inkubationszeit: 9 Tage, Anregungswellenlinge: 280 nm) (A) Fluoreszenzspektren von Pel-15
WT in 25 mM MOPS, pH 7.0, 1 mM CacCl,. Zahlen im Diagramm bezeichnen GdmHCI-Konzentrationen in Molar (B)
Anderung der Fluoreszenz bei 307 nm in Abhingigkeit von [GdmCl]; gefiilite Symbole kennzeichnen den
Denaturierungsiibergang, offene Symbole kennzeichnen den Renaturierungsiibergang (C) Fluoreszenzspektren von
Pel-15 WT in 25 mM MOPS, 1 mM EDTA, pH 7.0. Zahlen im Diagramm bezeichnen GdmHCI-Konzentrationen in
Molar. Im blau dargestellten Fluoreszenzspektrum (0.96 M GdmHC]) ist der Anteil des Intermediates maximal. (D)
Anderung der Fluoreszenz bei 325nm in Abhingigkeit von [GdmCl]; gefiillte Symbole kennzeichnen den
Denaturierungsiibergang, offene Symbole kennzeichnen den Renaturierungsiibergang. Pel-15 WT besitzt bei 325 nm
einen Iso-Fluoreszenzpunkt fiir die Faltungsspezies N und U. Die abgebildeten Daten entstammen der Zusammenarbeit
mit Dr. Monika Walter.
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deutliche Hysterese beobachten. Durch die wiederholte Messung des Ubergangs nach neun Tagen
zeigte sich, dass diese Hysterese das Ergebnis einer sehr langsamen Entfaltungsreaktion ist, die sich
iiber die Zeit an das Renaturierungsgleichgewicht annéhert (Monika Walter, unverdffentlichte Ergeb-
nisse). Aufgrund dieser Hysterese wurde von einer quantitativen Analyse der Faltungs- und Entfal-
tungsiibergéinge abgesehen. Die Basislinie im Bereich des Voriibergangs ist in Gegenwart von Ca*"
linear und folgt einem leicht abfallenden Trend. Wahrscheinlich spiegelt dies eine Reaktion der nativ
gefalteten Pel-15 auf die Erhohung der lonenstirke wider (Kamen et al. 2000). Die Basislinie im Be-
reich des Nachiibergangs ist ebenfalls linear, ldsst aber im betrachteten Konzentrationsbereich keinen
Trend erkennen.

In Gegenwart von EDTA lieB} sich keine Hysterese zwischen Faltung und Entfaltung feststellen. Dafiir
zeigten die Ubergangsspektenspektren sehr deutlich die Population eines zusitzlichen, metastabilen
Gleichgewichtsintermediates an (Abb. 3-9C). Dieses wurde zwischen 0.8 und 1.1 M GdmHCI
maximal populiert und aufgrund seiner hyper-fluoreszenten Eigenschaften als HF-Zustand (HF)
bezeichnet. Bei 307 nm lieBBen sich die Teilgleichgewichte N S HF und HF 5 U optimal analysieren
(Abb. 3-9D). Da der Anteil von HF auch bei sehr geringen GdmHCI-Konzentrationen stetig zunahm,
lieB sich fiir das ,,vordere“ Teilgleichgewicht N S HF keine eindeutige Voriibergangsbasislinie
identifizieren. Der Ubergangsmittelpunkt dieses Teilgleichgewichtes ergab sich ungefihr bei 0.5 M
GdmHCI. Fiir den ,hinteren* Ubergang HF S U ergab sich ein Ubergangsmittelpunkt von ca. 1.35 M
GdmHCI. Der Wert fiir die Kooperativitdt dieses Teilgleichgewichtes entsprach in etwa dem, der fiir
die Kooperativitit des Riickfaltungsiiberganges in Gegenwart von CaCl, gemessen worden war. Die
Steigung im Bereich der Nachiibergangsbasislinie oberhalb von 2.0 M GdmHCI wies keinen Trend auf
und hatte das gleiche Intensitdtsniveau wie bei der Gleichgewichtsfaltung/-entfaltung in Gegenwart

von CaCl,.

3.3.3.2.  Nah-UV CD Ubergiinge

Um zu untersuchen, inwiefern die Entstehung von HF mit einer Verdnderung der Tertidrstruktur
einher geht, wurde die Gleichgewichtsentfaltung von Pel-15 WT anhand der Anderung des Nah-UV
CD-Signals bei den Wellenldngen 258 nm, 278 nm, 289 nm, 291 nm und 293 nm beobachtet. Das
zwischen 258 nm und 291 nm detektierte CD-Signal setzt sich zwar grundsétzlich gemiB der molaren
Absorptionskoeffizienten von Tyrosin und Tryptophan zusammen, wird aber im konkreten Fall
aufgrund des stochiometrischen Verhiltnisses von Tyrosin und Tryptophan (7:1) zu einem grof3en Teil
durch die Tyrosinabsorption bestimmt. Im Gegensatz dazu ist die Elliptizititsdnderung bei 293 nm
eine spezifische Sonde fiir die Asymmetrie der chemischen Umgebung von W78. Der
Zirkulardichroismus im Bereich der Aromatenabsorption ist typischerweise sehr gering. Aus diesem
Grund wurde die Proteinkonzentration auf 300 ug/ml angehoben und betrug damit das 30-fache der
Proteinkonzentration, die in den zuvor dargestellten Fluoreszenz-Ubergiingen eingesetzt wurde. Trotz

dieser hohen Proteinkonzentration erwies sich die GdmHCI-induzierte Entfaltung in Gegenwart von
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Abb. 3-10: Nah-UV CD-Gleichgewichtsfaltungs-/Entfaltungsiibergang Pel-15 WT. Die Proteinkonzentration betrug
0.3 mg/ml (14.3 uM). Die Pufferbedingungen waren 25 mM MOPS, pH 7.0. Inkubation und Messung erfolgten bei
20 °C nach einer Inkubationszeit von 14 Tagen. Entfaltungsiibergénge sind durch gefiillte Symbole dargestellt. Offene
Kreise kennzeichnen Riickfaltungsiibergéinge. (A) Gleichgewichtsiibergang in Gegenwart von CaCl,: Es kann kein
Anzeichen fiir die Population eines Gleichgewichtsintermediates gefunden werden. Inset: Nah-UV CD-Spektrum von
Pel-15 WT unter nativen Bedingungen. Farbige Linien kennzeichnen die unterschiedlichen Detektionswellenlangen
258 nm, 278 nm, 281 nm, 287 nm und 293 nm. (B) Gleichgewichtsiibergang in Gegenwart von 1 mM EDTA.
Durchgezogene Linien geben das Ergebnis der methodenspezifischen Regression durch ein lineares 3-Zustandsmodell
wieder. Die erhaltenen Parameter finden sich in Tabelle 3-4.

EDTA als reversibel. In Gegenwart von CaCl, wurde auch nach der langen Inkubationszeit eine
Hysterese zwischen der Faltungs- und der Entfaltungsreaktion beobachtet, wie dies auch in
Fluoreszenzexperimenten beobachtet wurde. Die Riickfaltungsausbeuten betrugen nach Abschitzung
der Elliptizitatssignale in Abwesenheit von Denaturierungsmittel sowohl in Gegenwart von CaCl, als
auch in Gegenwart von EDTA mindestens 90 %.

Das Ergebnis der nah-UV CD-Experimente zur Gleichgewichtsfaltung ist in Abb. 3-10 zusammen-
gefasst. Die Ubergiinge, die in Gegenwart von CaCl, gemessen wurden, lieBen keine Gleichgewichts-
intermediate erkennen. Die Anstiege der Vor- und Nachiibergangsbasislinien besalen nur unwesentli-
che GdmHCI-Abhéngigkeiten und das nah-UV CD-Signal fiel oberhalb von 1 M GdmHCI kooperativ
ab, wodurch sich ein abzuschitzender Ubergangsmittelpunkt bei etwa 1.6 M GdmHCI ergab. In
Gegenwart von EDTA wiesen die nah-UV CD-Signale bereits unter 1 M Denaturierungsmittel
signifikante GdmHCI-Abhingigkeiten auf (Abb. 3-10B), und es lieB sich ein weiterer Ubergangs-
mittelpunkt bei etwa 0.5 M GdmHCI abschétzen. Besonders deutlich wurde das Auftreten dieses
zusitzlichen Ubergangs am GdmHCl-abhiingigen Verlust des CD-Signals im Bereich von 293 nm. Ein
Elliptizititsverlust in diesem Wellenldngenbereich weist darauf hin, dass die chemische Umgebung
von W78 durch die Zugabe von GdmHCI verdndert wird. Oberhalb von 1 M GdmHCI fiel das CD-
Signal bei allen anderen, kiirzeren Detektionswellenlédngen auch in Gegenwart von EDTA kooperativ
ab, und es ergab sich ein zweiter Ubergangsmittelpunkt im Bereich von etwa 1.5 M GdmHCI. Die
Konzentration an Denaturierungsmittel, bei der das CD-Signal bei 293 nm nicht linger vom CD-
Signal des entfalteten Proteins zu unterscheiden war, betrug in Gegenwart von EDTA ungefihr 1.1 M

GdmHCI und in Gegenwart von Ca®" ungefihr 1.8 M.
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In Abwesenheit von Denaturierungsmittel betrug das nah-UV CD-Signal im Denaturierungsiibergang
von Pel-15 in Gegenwart von 1 mM EDTA mindestens 80 % des CD-Signals, das in Gegenwart von
CaCl, gemessen wurde. Die Anteile nativer Pel-15 in Gegenwart und Abwesenheit von CaCl, waren

demnach sehr dhnlich.

3.3.3.3. Mathematische Beschreibung der Pel-15WT Gleichgewichtsiibergéinge

Das verwendete Modell

Um die GdmHCl-abhéngige Verteilung der Spezies N, HF und U im Gleichgewicht zu quantifizieren,
wurden die nah-UV- und Fluoreszenziiberginge global an ein Modell angepasst, das ein lineares 3-
Zustandsgleichgewicht der Form N S 15 U beschreibt. Da die intermedidre Spezies HF nur in
Gegenwart von EDTA und GdmHCI zu beobachten war, musste sich diese Auswertung auf die
Ubergiinge beschrinken, die in Gegenwart von EDTA gemessen wurden. Abgesehen davon war in den
CaCl,-bestimmten Faltungs- und Entfaltungsiibergingen die Gleichgewichtsbedingung ohnehin nicht
erfillt. Das verwendete Modell wurde der Formelsammlung des globalen Analyseprogramms

SAVUKA (http://www.osmanbilsel.net/software/savuka) entnommen. Es folgt der Form

KIN KINKUI
= EN + EI + EU

Y([D])

und beschreibt die Denaturierungsmittelabhidngigkeiten der spektroskopischen Signale der nativen
(Ey), der intermedidren (£;) und der denaturierten Gleichgewichtsspezies (£y). Die miteinander ver-
kniipften Gleichgewichte N S 1 und I 5 U werden durch die Gleichgewichtskonstanten Ky und Ky,

ausgedriickt. Insgesamt waren somit fiir jeden Ubergang 10 Parameter anzupassen:

Basislinien-Anstiege fiir N, HF und U (slopes): sy, Sur, Su
y-Achsenabschnitte der Basislinien: yy, yur, yu
Freie Stabilisierungsenthalpien: 4Gy, 4Gy

Denaturierungsmittelabhéngigkeiten von 4Gy, und 4Gy (Kooperativitéten): my;, my

Einschrdnkung der Parameter-Beweglichkeit

Angesichts dieser Vielzahl von frei beweglichen Parametern bestand die Gefahr von Nebenlosungen,
die zwar lokal das Minimum der Abweichungsquadrate darstellten, aber im globalen Kontext noch
nicht das Optimum der Anpassung reprisentieren. Umgekehrt war auch zu erwarten, dass ein Ergebnis
die erhaltenen Daten zwar sehr gut beschreibt, aber physikalisch irrelevante Ergebnisse liefert. Um
Derartiges zu verhindern, wurde die Beweglichkeit der Parameter im Rahmen der Mdglichkeiten
eingeschrankt. Es ergaben sich folgende, allgemeine Regressionsbedingungen:

(A) AGy < 0; mpy, my; >0

Erlduterung: Diese Beschriankung schlieft physikalisch irrelevante Ergebnisse aus.
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(B) SN = SHF

Erliduterung: Diese Bedingung wurde ausschlieBlich bei der Regression von nah-UV CD-Daten verwendet. Sie beruht auf
der Beobachtung, dass N und I sehr dhnliche Sekundérstrukturen besitzen und dass die Tertidrstrukturen, wie
sie sich qualitativ aus den nah-UV CD-Daten abschétzen lassen, ebenfalls sehr dhnlich sind. Aus diesem
Grund wurden flir die nah-UV CD-Signale von HF die gleichen Denaturierungsmittelabhidngigkeiten
angenommen wie fiir N.

In Gegenwart von EDTA waren die Basislinien des Voriibergangs des ersten Teilgleichgewichts
N S HF weder anhand der nah-UV CD-Daten noch anhand der Fluoreszenz-Daten mit Sicherheit zu
bestimmen, weil der Anteil von HF bereits bei geringen GdmHCI-Konzentrationen zunahm. Hingegen
waren die GdmHCI-Abhingigkeiten des spektroskopischen Signals von N in Gegenwart von CaCl,
sehr gut abzuschitzen. Fiir die mathematische Auswertung wurde vereinfachend davon ausgegangen,
dass die Denaturierungsmittelabhéngigkeit der spektroskopischen Signale von N in Gegenwart von
1 mM EDTA und 1 mM CacCl, vergleichbar sind. Dies fand wéhrend der Regression Ausdruck in der
folgenden Einschriankung:

(C) SN, CaCl2 = SN,EDTA und Sy, cacl2 = SU,EDTA

Erliduterung: Die Basisliniensteigungen Sy,caci2 und sy cacip bei den entsprechenden Wellenldngen wurden durch einfache
lineare Regressionen der Vor- und Nachiibergangsbereiche bestimmt. Die erhaltenen Werte wurden dann als
Konstanten fiir die Regression der EDTA-bestimmten Gleichgewichtsiibergénge verwendet.

Zusitzlich lieBen sich fiir das Teilgleichgewicht N 5 HF Erwartungen formulieren, die auf den
Ergebnissen der nah-UV CD-Ubergiinge beruhen. In diesen hatte sich herausgestellt, dass N auch in
Abwesenheit von CaCl, zu mindestens 80 % in der nativen Losung vorliegt. Aulerdem ist fiir den
Ubergangsmittelpunkt dieses Gleichgewichts mit groBer Sicherheit ein Wert im Bereich zwischen
04M und 0.5M GdmHCI anzunehmen. Legt man ferner die Annahme zu Grunde, dass die
Denaturierungsmittelabhéngigkeit von sy in EDTA der Denaturierungsmittelabhéngigkeit von sy in
CaCl, entspricht, so ist unter Verwendung von Einschriankung (B) eine Stabilisierungsenthalpie AGy;

von mindestens

[HF] 11 20
AGy; = —RTan = —8314Jmol™ K™+ - 293K - ln% = 3.37 kJ /mol

zu erwarten. Bei einem erwarteten Ubergangsmittelpunkt im Bereich von 0.4 bis 0.5 M GdmHCI
bedeutet dies, dass der Betrag fiir die Kooperativitét my; ungefiahr doppelt so hoch sein muss wie der
Betrag von AGy; Die Beweglichkeit des Parameters my; (sofern dieser nicht festgesetzt war) wurde
daher folgendermalien eingeschrénkt:

(D) AGNI <my; < 3AGN1

Methodenspezifische Regression

Mit diesen Voriiberlegungen wurde zunichst das nah-UV CD-Signal bei 293 nm beschrieben. Wie
bereits erwihnt, ist dieses Signal spezifisch fiir die Anderung der chemischen Umgebung von W78.
Ein kooperativer Ubergang oberhalb von 1 M GdmHCI lieB sich bei dieser Detektionswellenléinge
nicht beobachten, sodass es gerechtfertigt war, die bei 293 nm beobachtete Elliptizitétsinderung

vereinfachend durch ein 2-Zustandssystem zu beschreiben.
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Tabelle 3-4: Methodenspezifische Regressionsergebnisse der Pel-15 WT Gleichgewichtsiibergéinge

Parameter 2-Zustands-Anpassung Ergebnisse der methodenspezifischen Regression
nah-UV CD-Signal (293nm) nah-UV CD Ubergiinge Fluoreszenz - Ubergiinge

AGy; (kJ/mol) 3.32+49.6 3.32 (fest) 3.32 (fest)

myy (kJ/mol/M) 7.5+£2.0 8.91+£0.51 10.00 (obere Grenze)

Dy i (M) 044 +14.9 0.41 0.33

4Gy (kJ/mol) - 27.86 +1.89 25.15+2.12

myy (kJ/mol/M) - 18.44 +1.25 18.30 + 1.31

Dy, 1wv(M) - 1.51+0.10 1.37+0.11

Anmerkung: Spalte 1: Die Anpassung des nah-UV CD-Signals bei 293 nm wurde mit den folgenden Beschriankungen
durchgefiihrt: AGy; > 0; AGy; <my<34Gyp; sy =0.001. Spalten 2 und 3: Die methodenspezifischen
Regressionen durch das lineare 3-Zustandsmodell wurden mit den folgenden Beschrinkungen durchgefiihrt:
AGy;=3.32 kJ/mol; 0 <my < 10 kJ/mol/M, AGy;,0 < myy. sy, syr = 0.001

Die Stabilisierungsenthalpie 4Gy;, die aus der 2-Zustandsanpassung des nah-UV CD-Signals bei
293 nm erhalten wurde, ging als Konstante in die globalen Regressionen der iibrigen Fluoreszenz- und
nah-UV CD-Uberginge ein. Zunichst wurden diese methodenspezifisch, d.h. separat fiir die Fluores-
zenz- und die nah-UV CD-Ubergiinge durchgefiihrt. Fiir die nah-UV CD-Uberginge wurde dabei ein
zufriedenstellendes Ergebnis erhalten, in dem die erhaltenen Werte fiir A4Gy; und my; mit keiner der
festgelegten Grenzen in Konflikt traten. Bei der Regression der Fluoreszenz-Ubergiinge wurde nur das
Teilgleichgewicht HF S U zufriedenstellend beschrieben. Die Signalentwicklung im Bereich
zwischen 0.0 und 0.5M GdmHCI lieB sich trotz der Festlegung von AGy; nur unvollstindig
beschreiben. Die Ergebnisse der methodenspezifischen Regressionen sind in Tabelle 3-4 zusammen-

gefasst.

Methodenunabhdngige Regression

Vor einer methodenunabhingigen Regression, d.h. der gemeinsamen Anpassung aller zur Verfiigung
stehenden Fluoreszenz- und nah-UV CD-Ubergangsdaten, war es notwendig, die absoluten Messwerte
der Elliptizitit bzw. der Fluoreszenzemission auf einen einheitlichen Amplitudenbereich zu normieren.
Auf diese Weise war sichergestellt, dass die Fluoreszenz- und die nah-UV CD-Daten bei der
Minimierung der Abweichungsquadrate gleichberechtigt beriicksichtigt wuden. Die Vereinheitlichung

Tabelle 3-5: Ergebnis der methodenunabhéngigen Anpassung der Pel-15 Gleichgewichtsfaltung

Parameter AGy;=3.32 kJ/mol alleP>0
AGy; (kJ/mol) 3.32 (fest) 0.63 +0.66
my; (kJ/mol/M) 8.96 £0.38 5.25+0.79
Dy i (M) 0.37 +1.38 0.12 + 1.06
AGy (kJ/mol) 27.81+£1.79 2744 +1.42
myy (kJ/mol/M) 18.56 +1.09 18.24 +£0.93
Dy, 1w (M) 1.52 +0.09 1.50 +0.07

Anmerkung: Zusitzlich zu den Einschrinkungen, die im Tabellenkopf vermerkt wurden, wurde die Beweglichkeit der
freien Parameter folgendermafBlen eingeschrénkt: sy =s;. Die grau hinterlegte Spalte enthélt das Ergebnis
einer Regression, in der AGy; keinen zusitzlichen Beschrankungen unterworfen wurde. Diese Ergebnisse
dienten als Basis fiir die Durchfithrung der y*-Tests.
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Abb. 3-11: Fluoreszenz- und Nah-UV CD-Ubergiinge der Faltung und Entfaltung von Pel-15 WT.

Bedingungen: 25 mM MOPS, 1 mM EDTA, pH 7.0, 20 °C; Alle dargestellten Daten wurden auf ihre
Standardabweichung normiert. Die Detektionswellenldngen der verschiedenen Uberginge sind farblich gekennzeichnet.
Durchgezogene Linien entsprechen der globalen, methodenunabhéngigen Regression durch ein lineares 3-
Zustandsmodell. Nah-UV CD-Uberginge: 300 pg/ml Protein, Inkubationsdauer: 14 Tage, Integrationszeit pro
Datenpunkt: 8 sec. Fluoreszenz-Ubergiinge: 10 ug/ml Protein, Messung nach 9 Tagen Inkubation, Anregungswellen-
lange: 280 nm; Anregungs-/Emissionspfad: 10 mm). Im grau hinterlegten Bereich ist die Anpassung der
Fluoreszenzdaten durch die festgelegten Parameter unzureichend. Bei der globalen Regression der Daten war die
Beweglichkeit der freien Parameter folgenden Einschrankungen unterworfen: AGy; =3.32 kJ/mol; my < 10 kJ/mol/M,
AGyr; Sy = Sur

der Signalamplitude wurde erreicht, indem die Messwerte jedes Ubergangs jeweils durch die
Standardabweichung der Ubergangsdaten dividiert wurden.

Im Bereich unterhalb von 0.5 M GdmHCI war das Modell mit den verwendeten Parametern nur
nidherungsweise geeignet, die Fluoreszenz-Daten zu beschreiben. Der betroffene Bereich ist in der
graphischen Darstellung der Regressionsergebnisse (Abb. 3-11) grau hinterlegt. Moglicherweise wirkt
sich in diesem GdmHCI-Bereich eine bislang nicht verstandene, zusitzliche Komponente auf das
Fluoreszenzsignal aus. Wesentlich wahrscheinlicher ist es allerdings, dass die beobachteten Abwei-
chungen auf die GdmHCI-abhéngige Adhésion von Pel-15 mit der Wandung der Reaktionsgeféfe
zurlickzufiihren sind. Hohere Proteinkonzentrationen, wie sie zur Messung der nah-UV CD-

Experimente eingesetzt wurden, reduzieren die Auswirkungen dieses Effektes.

Zuverldssigkeit der ermittelten Parameter

Die Zuverlissigkeit der ermittelten Parameter lieB sich anhand einfacher chi*-Tests () abschétzen.
Hierfiir wurde zundchst eine globale, methodenunabhidngige Regression durchgefiihrt, in der die
Beweglichkeit der globalen Parameter (P) durch die allgemeine Bedingung P >0 eingeschréinkt
wurde. Das Ergebnis dieser Regression ist zur Kenntnisnahme in die grau hinterlegte Spalte in Tabelle
3-5 eingetragen. Das Prinzip der y>-Tests war es dann, den zu bewertenden Parameter auf einen Wert
festzulegen, der in aufeinanderfolgenden Regressionsrunden immer weiter von seinem Optimal wert
entfernt wurde. Die daraus resultierende Verschlechterung des Regressionsergebnisses zeigte sich in

der stetigen Erhohung der y’-Werte. Das Ergebnis des Tests ist fiir die Parameter 4Gy, und AGyy in
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Abb. 3-12 dargestellt. Ohne duBere Einschrinkungen wurde fiir 4Gy; ein optimales Anpassungs-
ergebnis von ca. 0.7 kJ/mol bestimmt. Eine signifikante Verdnderung des Regressionsergebnisses
(Ay* > 10 %) wurde ab 4Gy, =4.5 kl/mol erreicht, was einer Erhohung dieses Parameters um ca.
500 % entspricht. Durch die Festlegung von 4Gy, auf 3.32 kJ/mol wurde das Anpassungsergebnis
demnach um weniger als 5 % verschlechtert.

Der Parameter 4G, wurde durch das verwendete Modell wesentlich zuverldssiger bestimmt als AGy;
Eine signifikante Verschlechterung des Regressionsergebnisses wurde hier bereits erreicht, wenn 4Gy
um 37 % verringert bzw. um 47 % erhoht wurde. Die Xz—Parabel, die beim AGyy-Test beobachtet wird,

ist asymmetrisch. Sicherlich ist dies ein Hinweis auf die Existenz naheliegender, lokaler Minima, in
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Abb. 3-12: y*-Tests zur Bestimmung der Zuverlissigkeit von 4Gy; und 4Gy Dargestellt ist die relative Anderung der
y>-Werte bei Erhéhung bzw. Erniedrigung des betrachteten Parameters. Je steiler die entstehende Parabel, desto sicherer
wird der betreffende Parameter durch das lineare 3-Zustandsmodell bestimmt. Asymmetrische Parabelédste deuten auf die
Existenz alternativer Losungsmoglichkeiten hin. Die Minima der dargestellten y*-Parabeln entsprechen den Regressions-
ergebnissen, die in der grau hinterlegten Spalte in Tabelle 3-5 angegeben sind.

denen sich die Regression bei der Wahl ungeeigneter Startparameter ,,verfangen kann. Der Parameter
AGyy erwies sich als unempfindlich fiir die Lage des ersten Teilgleichgewichts. Mit und ohne

Beschrankung von 4Gy; wurde fiir 4Gy ein Betrag im Bereich um 27 kJ/mol erhalten.

Berechnung der GdmHCI-abhdngigen Verteilung von N, HF und U

Basierend auf den ermittelten thermodynamischen Parametern, die in Tabelle 3-5 zusammengefasst
wurden, ldsst sich die relative Verteilung von N, HF und U berechnen, wie sie sich nach der
methodenunabhéngigen Regression aller Ubergangsdaten darstellt. Die Grundlage dieser Berechnung
bildete das Modell, an das die Ubergangsdaten angepasst wurden. Es zeigt sich, dass das hyper-
fluoreszente Gleichgewichtsintermediat HF im Bereich zwischen 0.75 M und 0.95 M GdmHCI zu ca.
85 % populiert ist. Der Anteil von 80 % N in Abwesenheit von Denaturierungsmittel ergibt sich allein
aus der Festlegung von AGy; = 3.32 kJ/mol, die ihrerseits aus der 2-Zustandsregression des nah-UV
CD-Ubergangs bei 293 nm hervorgegangen ist. Vor dem Hintergrund, dass dieser nah-UV CD-
Ubergang vergleichsweise hohen Streuungen unterworfen war, kann der reale Anteil von N durchaus
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Abb. 3-13: GdmHCI-abhingige Verteilung der Spezies N, HF und U. Geschlossene Kreise zeigen die Ergebnisse, die
aus der methodenspezifischen Regression erhalten wurden. Gestrichelte Linien zeigen in beiden Diagrammen das
Ergebnis der methodenunabhéngigen Regression. Zur Berechnung der Speziesverteilungen wurden die Parameter
verwendet, die in Tabelle 3-4 und in Tabelle 3-5 zusammengefasst sind.

grofler sein. Eine bessere Annahme stand allerdings nicht zur Verfiigung. Signifikante Mengen
denaturierten Proteins (als signifikant werden 5 % des Gesamtanteils betrachtet) werden geméil der
Verteilungsrechnung ab einer GdAmHCI-Konzentration von etwa 1.1 M GdmHCI beobachtet.

Ein Vergleich der Verteilungsberechnungen, die sich aus Fluoreszenz- und aus nah-UV CD-Daten
ergeben, verdeutlicht, dass das Ergebnis der methodenunabhéngigen Regression durch die nah-UV
CD-Uberginge wesentlich stirker beeinflusst wird als durch die Fluoreszenz. Angesichts der
vergleichsweise groen hohen Messwerteunsicherheit der CD-Daten war dieses Ergebnis zunéchst
befremdlich; es zeigt aber im Grunde nur an, dass das Teilgleichgewicht N 5 HF durch die nah-UV
CD-Daten wesentlich besser beschrieben wird als durch die Fluoreszenz-Daten bzw. dass die y*-Werte
im Fall der stirker streuenden CD-Daten stirker von den Fitparametern beeinflusst werden als von den

Fluoreszenzwerten.

3.3.3.4. Das Faltungs- und Entfaltungsgleichgewicht von Pel-15 DCCA, DVAA und AVAA

Das GdmHCl-abhéngige Faltungs- und Entfaltungsgleichgewicht aller Pel-15 Varianten wurde in
Gegenwart von 1 mM Ca’" bzw. 1 mM EDTA vergleichend mittels Fluoreszenzspektroskopie
untersucht. Im Fall von Pel-15 AVAA wurde zusitzlich das Aromaten-CD bei den Absorptions-
wellenldngen 258 nm, 278 nm, 289 nm, 291 nm und 293 nm detektiert und zur globalen Analyse der
Gleichgewichtsfaltung/-entfaltung herangezogen. Alle Ubergiinge befanden sich zum Zeitpunkt ihrer

Untersuchung sodass

im thermodynamischen Gleichgewicht, zwischen Denaturierung und
Renaturierung keine apparenten Hysteresen beobachtet werden konnten. Die mathematische

Auswertung erfolgte global unter Nutzung des linearen 3-Zustandsmodells.

Charakterisierung des Faltungs- und Entfaltungsgleichgewichtes von Pel-15 DCCA
In Anwesenheit von 1 mM EDTA populierte die Pel-15 Variante DCCA zwischen 0.8 und 1.0 M

GdmHCI ein hyperfluoreszentes Gleichgewichtsintermediat. Der Gleichgewichtsiibergang, wie er sich
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fiir DCCA in Gegenwart von CaCl, bzw. EDTA darstellt, ist in Abb. 3-14 gezeigt. Die Ubergiinge in
Gegenwart von EDTA wurden unter Anwendung der iiblichen Beschrinkungen (vgl. Abschnitt
3.3.3.3, S. 60) global an das lineare 3-Zustandsmodell angepasst, das bereits beim WT-Protein ver-
wendet wurde. Die Analyse der y*-Werte, wie sie sich in Abb. 3-15A dargestellt ist, verdeutlicht, dass
sich fiir Teilgleichgewicht N 5 HF im physikalisch sinnvollen Bereich (AGy; > 0) kein zuverldssiges
Minimum ermitteln lieB3.

Aus diesem Grund wurden die DCCA-Ubergiinge durch zwei verschiedene Regressionen mit jeweils
unterschiedlich starken Einschrinkungen fiir AGy; durchgefiihrt. In der ersten Runde wurde die
vergleichsweise tolerante Beschrankung AGy; > 0.5 kJ/mol eingefiihrt, was einer Verschlechterung des
Fitergebnisses um etwa 1 % entspricht. Diese Einschrinkung hatte zum Ziel, das Regressionsergebnis
auf einen physikalisch sinnvollen Bereich zu beschrinken. In der zweiten Anpassungsrunde wurde in
Analogie zur Anpassung des WT-Ubergangs 4Gy, = 3.32 kJ/mol festgelegt. Der y>-Werteverteilung ist
zu entnehmen, dass das Regressionsergebnis durch diese Beschrinkung um mehr als 20 %

verschlechtert wird, was sich allerdings ausschlieBlich im Bereich des ersten Teilgleichgewichts
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Abb. 3-14: DCCA Faltungs- und Entfaltungsiiberginge (Fluoreszenz)

(A) linkes Diagramm: Fluoreszenzspektren aus dem EDTA-abhiéingigen Renaturierungsiibergang von Pel-15 DCCA in
25 mM MOPS, 1 mM EDTA, pH 7.0 bei 0.03, 0.43, 0.90, 1.08, 1.19 und 1.47 M GdmCl. Senkrechte, farbige Linien
kennzeichnen die Wellenlingen, fiir die der Ubergang im rechten Diagramm dargestellt ist. Das blau markierte
Fluoreszenzspektrum wurde bei 0.9 M GdmCl aufgezeichnet. Bei dieser Konzentration ist der Anteil von HF maximal.
Mittleres Diagramm. Rickfaltungsiibergange, detektiert bei 5 unterschiedlichen Wellenléngen (Punkte), sowie das Ergebnis
der globalen Anpassung dieser Ubergiinge an ein 3-Zustandsmodell (farbige Linien). Dargestellt ist das Ergebnis der
Anpassung, in der AGyyauf 0.5 kJ/ mol festgelegt wurde. Rechtes Panel: Residuen (Differenz zwischen Messwert und
Fitergebnis) unter Angabe des fiir den gesamten Fit erhaltenen y>-Wertes. (B) Linkes Diagramm: Fluoreszenzspektren aus
dem CaCl,-abhiingigen Faltungsiibergang von Pel-15 DCCA in 25 mM MOPS, 1 mM CaCl,, pH 7.0 bei 0, 1.24, 1.31, 1.38,
1.42 und 1.53 M GdmCl. In Gegenwart von Ca>" wird im DCCA-Ubergang ein isofluoreszenter Punkt bei 325 nm beobachtet.
Mittleres Panel: Faltungsiiberginge, detektiert bei 3 unterschiedlichen Wellenldngen (Punkte) und das Ergebnis ihrer
nichtlinearen Regression durch ein 2-Zustandsmodell (Linien). Rechtes Panel: Residuen (Differenz zwischen Messwert und
Fitergebnis) unter Angabe des fiir den gesamten Fit erhaltenen y>-Wertes.
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Tabelle 3-6: Ergebnisse der nichtlinearen Regression der Pel-15 DCCA Gleichgewichtsfaltungsreaktion.

Parameter EDTA CaCl,
Regressionsmodell NSISU NSU
AGyg (kJ / mol) 0.50 (fest) 3.32 (fest) --

my; (kJ mol! M™) 4.09 +£0.50 7.79 £0.46 -

Dy a1 (M) 0.12 0.43 -

AGy; (kJ / mol) 29.95 + 1.04 30.08 +1.15 33.57+1.33
my; (kJ mol M) 27.01 £0.86 26.91 £0.97 25.57+1.00
Dy, ur (M) 1.11 +£0.05 1.12+0.05 1.31+0.07

duBert. Die Ergebnisse, die aus beiden Anpassungsrunden fiir das zweite Teilgleichgewicht erhalten
wurden, liegen konsistent bei etwa 30 kJ/mol mit Ubergangsmittelpunkten von ungefihr 1.43 M
GdmHCI. Diese Losung stellt ein stabiles Minimum in der yx>-Werteverteilung dar. Fiir das erste
Teilgleichgewicht werden aus den Fluoreszenzdaten keine verldsslichen Informationen gewonnen.

In Anwesenheit von Ca®" vereinfachten sich die DCCA-Faltungs- und Entfaltungsiiberginge apparent
zu einem reversiblen 2-Zustands-Gleichgewicht der Form N S U, was sich in der Existenz eines
isofluoreszenten Punktes bei 325 nm bestdtigte. Es war aus diesem Grund moglich, die DCCA
Gleichgewichtsfaltung in Gegenwart von CaCl, mittels der linearen Extrapolationsmethode (Bolen &
Santoro 1988) global an ein 2-Zustandsmodell anzupassen.

Die Ergebnisse aller Regressionen sind in Tabelle 3-6 zusammengetragen. Der Stabilititsgewinn, den
Pel-15 DCCA durch die Bindung von Ca®>" erfihrt, betrigt etwa 3.6 kJ/mol. Dies bewirkt eine
Verschiebung des Ubergangsmittelpunktes von Dy, =1.11 (EDTA) auf Dy, = 1.31 (Ca2+).

Im Vergleich zum WT-Protein sind die Ubergangsmittelpunkte von DCCA zu niedrigeren GdmHCI-
Konzentrationen verschoben. Aus diesem Umstand jedoch auf eine Destabilisierung der Mutante zu
schlieBen, ist nicht mdglich, da die Kooperativitit der DCCA-Uberginge deutlich héher war als die
Kooperativitit der WT-Uberginge. Eine mdgliche Erklirung fiir die unterschiedlichen
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Abb. 3-15: y-Wert — Verteilung fiir die globale 3-Zustandsanpassung der Pel-15 DCCA Gleichgewichtsfaltung. Im
Fall der AGy-abhingigen y*-Werteverteilung (linkes Panel) ldsst sich fiir AGy; > 0 kein Minimum feststellen. Fiir das
Gleichgewicht U 5 I war der y>-Wert bei AGyy =30.04 £ 1.02 kJ / mol minimal und wies im Bereich von +4 kJ /mol
keine Anzeichen von zusétzlichen Minima auf.
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Kooperativitdten wird in Abschnitt 4.2.4.4 (S. 126) gegeben. Die aus den Stabilititsdaten von Pel-15
DCCA berechneten, GdmHCl-abhéngigen Gleichgewichtsverteilungen der Spezies N, HF und U sind
vergleichend zu den Speziesverteilungen des WT-Proteins in Abb. 3-18 dargestellt.

Charakterisierung des Faltungs- und Entfaltungsgleichgewichtes von Pel-15 DVAA und AVAA
Die Ubergiinge der Pel-15 Varianten DVAA und AVAA unterschieden sich nicht nachweislich. Daher

1 mM CaCl,
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Abb. 3-16: Fluoreszenzspektren von Pel-15 DVAA zur Analyse von GdmCl-induzierten Gleichgewichtsiibergingen
der Faltung und Entfaltung. (10 pg/ml Pel-15 DVAA in 25 mM MOPS, 1 mM EDTA /1 mM CaCl2, pH 7.0; var.
[GdmCIl]); Messung nach 14 Tagen Inkubation bei 20 °C; Anregungswellenldnge: 280 nm) Farbige senkrechte Linien
kennzeichnen die Wellenldngen, die der globalen Anpassung an ein lineares 3-Zustandsmodell der Gleichgewichtsfaltung
angepasst wurden. Blau markierte Spektren (aufgezeichnet bei [GdmCl] = 0.91 M) mit maximaler Population von HF.
Linkes Diagramm: Fluoreszenzspektren der Gleichgewichtsentfaltung in Gegenwart von 1 mM CaCl,. Dargestellt sind die
bei 0.11, 0.20, 0.60, 0.82, 0.91, 1.01 und 1.81 M GdmCl gemessenen Fluoreszenzspektren. Rechtes Diagramm:
Gleichgewichtsentfaltung in Gegenwart von 1 mM EDTA. Dargestellt sind die bei 0.09, 0.41, 0.65, 0.77, 0.91, 1.00 und
2.71 M GdmClI gemessenen Fluoreszenzspektren. Sowohl in Gegenwart von EDTA als auch von CaCl, war bei 341 nm
ein isofluoreszenter Punkt zwischen HF und U zu beobachten (schwarze Pfeile).

werden sie in diesem Abschnitt gemeinsam behandelt. Die Fluoreszenziiberginge werden
exemplarisch an der Mutante Pel-15 DVAA vorgestellt (Abb. 3-16). Das AVAA-
Faltungsgleichgewicht wurde zusitzlich mittels Nah-UV CD-Spektroskopie im Bereich zwischen
258 nm und 293 nm analysiert.

Im Fall beider Mutanten (DVAA/AVAA) liel sich die Population eines hyperfluoreszenten
Gleichgewichtszustandes (HF) sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit von Ca®" beobachten,
was einen wesentlichen Unterschied zur Gleichgewichtsfaltung von Pel-15 WT bzw. DCCA darstellt.
Die korrekt eingestellte CaCl,-Konzentrationen in den Ubergangsproben von Pel-15 DVAA/AVAA
wurden stichpunktweise mittels ICP bestdtigt (Daten nicht gezeigt). Entgegen dem WT -Protein waren
bei DVAA/AVAA bereits Denaturierungsmittelkonzentrationen im Bereich von 0.5 M bis 0.7 M
GdmHCI ausreichend, um HF maximal zu populieren. Ein isofluoreszenter Punkt zwischen HF und U
wurde bei einer Wellenldnge von 341 nm beobachtet. Er scheint das Faltungsgleichgewicht HF S U
zu charakterisieren. Das Erscheinungsbild der Spektrenschar hat in Gegenwart und in Abwesenheit

von CaCl, sehr grof3e Ahnlichkeit mit dem Muster, das fiir Pel-15 WT in Gegenwart von 1 mM EDTA
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Tabelle 3-7: Ergebnisse der Anpassung der DVAA/AVAA Gleichgewichtsfaltung
Einschrankung: AGy; > 0.5 kJ / mol

DVAA AVAA
parameter CaCl, EDTA CaCl, EDTA
AGy (kJ / mol) 0.50 £2.33 0.50 +1.24 0.50 +£3.12 0.50 +2.00
my (kJ mol™* M) 5.27+3.27 8.45+1.98 6.15+4.96 9.41 +£3.27
Dij. v (M) 0.09 + 0.45 0.06 +£0.15 0.08 £0.51 0.05+0.21
AGy; (kJ / mol) 21.43 £0.26 21.31£0.16 21.11+0.31 21.72+0.15
myy; (kJ mol™! M) 26.29 (fest)

Dy, vt (M) 0.82 +0.04 0.81 +0.04 0.80 + 0.04 0.83 +0.04

Anmerkung: AVAA-Ergebnisse entstammen der globalen Auswertung von Fluoreszenz- und nah-UV CD-Ubergingen.
Die ermittelten Ergebnisse fiir den Parameter 4Gy; stieBBen in allen Fillen gegen die festgelegte, untere
Grenze von 0.5 kJ/mol.

beobachtet wurde. Offensichtlich bewirkt die Doppelmutation C67V, C71A bei den Mutanten DVAA
und AVAA den Verlust der stabilititsrelevanten Ca’"-Affinitit. Ubereinstimmend zeigte sich dies in

den nah-UV CD-Spektren des Faltungs- und Entfaltungsiibergangs von Pel-15 AVAA.

Zusdtzliche Einschrdnkungen fiir die Regression der DVAA/AVAA Ubergdnge

Die Ubergangsspektren von Pel-15 DVAA und AVAA wurden wie die von Pel-15 WT durch das
Modell eines linearen 3-Zustandsgleichgewichtes angepasst. Zusitzlich zu den bereits eingefiihrten
Einschriankungen (globale Parameter P>0; sy=s;) wurden im Fall der AVAA/DVAA
Gleichgewichtsfaltung folgende Einschrankungen angewendet:

1. Die Kooperativitit des U 5 I Gleichgewichtes wurde auf 26.3 kJ/mol festgelegt.

Erlduterung: Dies entspricht der mittleren Kooperativitit des DCCA-Faltungsgleichgewichts. Die Beschrankung wurde
verwendet, um den stabilisierenden Beitrag der Disulfidbriicke C67-C71 abschitzen zu kénnen.

2. Die Regressionen wurden mit AGy; > 0.5

kJ / mol durchgefl'ihrt. .l 258 nm;. 278 Inm 2]91 nm .. 289 nml ® 293lnm
Erlduterung: Der Parameter 4Gy; war nach dem b-;,{‘.“' % »
Ergebnis der chi® Verteilungstests nicht zuverlissig 60~ ove T
zu bestimmen. Die Festlegung auf diesen Wert ist « s &zvgﬁ’ 3
ein  Kompromiss. Sie  verschlechtert das g 40p 3% ﬁ‘bg} ° |
Regressionsergebnis um nur etwa 1 %, beschrankt S 20 ’ i.VA ‘i’h,“ ]
den Ergebnisraum aber auf einen physikalisch £ ‘ ¥ i . .
sinnvollen Bereich. Die Festlegung von AGy; auf 2 ol N ".f: ) 3 gq 9
einen konstanten Wert war angesichts der groflen o o LeTe Ie-:-, i ’
Stabilititseinbuen von DVAA/AVAA nicht 2 20k® 3% . |
berechtigt. R S

. . . 40 F HE J

Eine Besonderheit wurde bei der AVAA-
-60 rl 1 1 1 J 1 1 1 3

Gleichgewichtsfaltung beobachtet, die mittels
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0

nah-UV CD-Spektroskopie analysiert wurde. [GdmCi} /M

Hier wurde nach einer Inkubationsdauer von  Abb. 3-17: Aggregation im AVAA CD-Ubergang
(Nah-UV CD-Daten; 0.3 mg/ml Pel-15 DVAA in 25 mM
14 Tagen im GdmHCI-Konzentrationsbereich ~ MOPS, 1 mM EDTA / 1 mM CaCl,, pH 7.0, Inkubationszeit:
. . . 14 Tage) Kreise: Denaturierung, Dreiecke: Renaturierung.
von 1.4 M bis 2.3 M GdmHCI eine deutliche Der farblich hinterlegte Bereich kennzeichnet den GdmHCI-
Bereich, in dem eine starke Triibung der Ubergangsproben

Tribung der Proteinldsungen beobachtet, die o -0
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Abb. 3-18: GdmHCI-abhiingige Gleichgewichtsverteilung von N, HF und U bei Pel-15 AVAA und DCCA.
Geschlossene Kreise kennzeichnen die Anteile von N, HF und U fiir DVAA/AVAA bzw. DCCA. Unterbrochene
Linien geben die Anteile von N, HF und U des WT-Proteins an. Die Speziesverteilungen wurden mit Hilfe des 3-
Zustandsmodells mit den Werten fiir 4Gy, my;, 4Gy und my; berechnet, die aus den globalen Anpassungen erhalten
worden waren.

sich in einer starken Signalabnahme &uBerte. Dieser konzentrationsbedingte Effekt war bei 1.7 M
GdmHCI maximal. Fiir die mathematische Auswertung der AVAA nah-UV CD-Uberginge wurden
die Elliptizititssignale der betroffenen Losungen vernachléssigt.

Die Regressionsergebnisse fiir die Gleichgewichtsfaltung/-entfaltung sind in Tabelle 3-7 zusammen-
getragen. Die grafische Zusammenfassung der Uberginge befindet sich in den Anhingen A6 und A7.
Aus den erhaltenen Stabilititsparametern lieB sich die GdmHCIl-abhéngige Verteilung der Pel-15
AVAA Faltungszustinde N, HF und U berechnen und mit den Ergebnissen vergleichen, die fiir das
WT-Protein bzw. fiir Pel-15 DCCA erhalten wurden (Abb. 3-18). Gemal dieser Berechnung wird das
Gleichgewichtsintermediat im Fall von Pel-15 DVAA/AVAA bereits bei einer GdmHCI-Konzen-
tration von 0.6 M maximal populiert (86 %). Der Anteil von N in Abwesenheit von Denaturierungs-
mittel liegt im Fall von DVAA und AVAA unterhalb von 60 %. Betrachtet man in Abb. 3-17 die
Intensitédt des nah-UV CD-Signals von AVAA in Abwesenheit von GdmHCI, so ist dieses nur unwe-
sentlich geringer als das WT-Signal (vgl. Abb. 3-10, S. 59). Vor diesem Hintergrund liee sich vermu-
ten, dass der reale Anteil nativer Spezies in Pel-15 AVAA/DVAA deutlich grofer ist als 60 %, und
dass es eventuell berechtigt gewesen wire, auch fiir die Regression der AVAA- und DVAA Uber-
ginge einen Wert von mindestens 3.32 kJ/mol fiir 4Gy, festzulegen. Angesichts des groBen Stabilitéts-
verlustes, der sich bei beiden Mutanten im Ubergangsgleichgewicht HF & U aufzeigte, wurde auf die

Anwendung dieser Einschrankung allerdings verzichtet.

3.3.4. Pel-15 WT und Harnstoff

Das Faltungs-/Entfaltungsgleichgewicht von Pel-15 wurde unter leicht sauren Bedingungen in 25 mM
Acetat, pH 5.15, 1 mM DTT, 1 mM EDTA bzw. 1 mM CacCl, untersucht (Abb. 3-19A). Ein deutlich

vorhandener ,,Knick* im Ubergang der Riickfaltung verschwand mit zunehmenden Inkubationszeiten
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und war nach fiinf Wochen nicht mehr nachweisbar; hierin deutet sich die Existenz sehr langlebiger
Faltungsintermediate an. Der Entfaltungsiibergang hatte keine erkennbaren Stufen; auch nach fiinf
Wochen war er noch nicht vollstindig an den Riickfaltungsiibergang angenéhert. Das gleiche Muster —
ein Entfaltungsiibergang, der sich iiber die Zeit dem Riickfaltungsiibergang annéhert — war bereits von
Monika Walter in GdmHCl-abhéngigen Faltungs- und Entfaltungsiibergingen beobachtet worden
(Walter, unverdffentlichte Ergebnisse). Die Wiederholung des Experimentes in Abwesenheit von DTT

fiihrte im Fall des Riickfaltungsiibergangs zum gleichen Ergebnis. Der Entfaltungsiibergang war unter
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diesen Bedingungen nach Ablauf der gleichen Inkubationszeit zwar wesentlich weiter an den
Renaturierungsiibergang angendhert, dennoch lieB sich noch immer eine Hysterese zwischen Faltung
und Entfaltung erkennen.

Parallel zu diesem Experiment wurde die Faltung/Entfaltung von Pel-15 bei verschiedenen pH Werten
im Bereich zwischen pH 2.8 und pH 6.5 in unterschiedlichen Puffersystemen untersucht. Die
Messungen erfolgten jeweils nach zwei und nach finf Wochen. Sie zeigten, dass die beobachtete
Hysterese bei allen pH-Werten durch eine langsame Entfaltungsreaktion verursacht wird. Unter stark
sauren Bedingungen (pH <2.8) liel sich fiir Pel-15 WT ein reversibles Gleichgewicht zwischen
Faltung und Entfaltung nachweisen. Das Protein war unter diesen Bedingungen sehr stark
destabilisiert, was sich in einer Verschiebung des Ubergangsmittelpunktes um drei Molarititen auf
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unter 1 M Harnstoff und durch das Fehlen einer Voriibergangsbasislinie andeutete. Bereits bei pH 3.13
lieB sich kein Gleichgewicht mehr etablieren.

Ein hyperfluoreszentes Gleichgewichtsintermediat, wie es in GdmHCl-abhingigen Faltungs- und
Entfaltungsexperimenten beobachtet worden war, lie3 sich durch die Gegenwart von Harnstoff nicht
induzieren. Auch der Versuch, das Denaturierungsmittel GdmHCI durch eine Kombination aus
Harnstoff und NaCl zu simulieren, erzielte keine Erfolge. Erst durch den Einsatz von guanidinhaltigen
Salzen war es moglich, das Auftreten der Hyperfluoreszenz zu induzieren, die sich dann genauso
verhielt wie bei der Induktion durch GdmHCI. Angesichts der notwendigerweise sehr langen
Inkubationszeiten war die Nutzung von Harnstoff als Denaturierungsmittel im Fall von Pel-15 nicht
zielfiihrend. Dies begriindete sich zum einen in der Tatsache, dass der pH-Wert wéssriger, leicht
saurer Harnstofflosungen iiber die Zeit um 1 bis 2 pH-Einheiten steigen kann. Zum anderen lieB3 sich
nicht ausschlieBen, dass die Proteinmolekiile durch die Zersetzungsprodukte von Harnstoff

(Ammoniumcyanat, Ammoniak, etc.) kovalent modifiziert wurden.

3.4. Enzymaktivitat

Die Pel-15 katalysierte B-Eliminierung von PGA (Poly-(1,4)-a-D-galacturonan) fithrt zur Entstehung
von Oligosacchariden, deren nicht-reduzierende Enden ungesittigte Galacturonosyleinheiten enthal-
ten. Diese ungesittigten Reaktionsprodukte besitzen ein zusétzliches Absorptionsmaximum bei
235 nm, das es erlaubt, die Zunahme des Spaltungsproduktes spektroskopisch zu analysieren und auf
diese Weise die biologische Aktivitéit der in dieser Arbeit verwendeten Pel-15 Varianten miteinander
zu vergleichen. Die Durchfithrung der Aktivitétstests und die Berechnung der Enzymaktivitit
orientierte sich an den Empfehlungen von Kobayashi ef al., 1999.

Schnelle, qualitative Enzymaktivitétstests erfolgten in der Regel anhand von Zymogrammen, wie sie

im Abschnitt 3.1.1.1 (S. 47) dargestellt sind.

3.4.1. Spezifische Aktivitit und Konzentrationsabhéingigkeit der Renaturierung

Dieses Experiment wurde vergleichend fiir das Pel-15 Wildtypprotein und die am stérksten
destabilisierte Mutante AVAA durchgefiihrt (Abb. 3-20). Die spezifische Aktivitit von Pel-15WT
wurde als Mittelwert aus den Aktivitdten acht verschiedener Proteinkonzentrationen bestimmt. Sie
betrug 350 + 2 U/mg nach 12 h Inkubation in 25 mM MOPS, 1 mM CaCl,, pH 7.0 bzw. 356 + 2 U/mg
nach der Inkubation in Gegenwart von 1 mM EDTA. Unter beiden Riickfaltungsbedingungen und bei
allen untersuchten Proteinkonzentrationen lag die Ausbeute nativer, enzymatisch aktiver Pel-15
Molekiile im Rahmen der experimentellen Unsicherheit bei 100 %. Die spezifische Aktivitdt der Pel-
15 Variante AVAA war in Relation zur Aktivitit des WT-Proteins reduziert. Nach Inkubation in Ca®*'-
haltigem Nativpuffer betrug sie im Mittel 163 +2 U/mg und entsprach damit etwa 47 % der WT-
Aktivitdt. Nach der Inkubation in 1 mM EDTA betrug die spezifische Aktivtdt etwa 53 % der WT-
Aktivitit. Die Riickfaltungsausbeuten von Pel-15 AVAA wurden durch die Anwesenheit von CaCl,
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im Riickfaltungspuffer nicht beeinflusst. Sie schienen bei Proteinkonzentrationen bis zu 50 pg/ml dem
WT-Protein vergleichbar zu sein und sanken oberhalb dieser Konzentration systematisch ab. Bei
100 pg/ml betrugen die Riickfaltungsausbeuten 76 % in Gegenwart von CaCl, und 74 % in Gegenwart
von EDTA.

Die Unsicherheit in der Bestimmung der Enzymaktivitit wurde sehr wahrscheinlich durch eine
fehlerbehaftete Proteinkonzentration bestdrkt. Aus den hier vorgestellten Enzymaktivitétstests geht
nicht hervor, wie hoch der Anteil der denaturierten oder partiell gefalteten Proteinmolekiile ist, die

wihrend der Renaturierung an die GefdBwandungen und/oder beim Transfer in den Aktivittstest an

18 Aktivitaten nach Renaturierung: w CaCl2 © EDTA 18 Aktivitaten nach Renaturierung: w CaCl, © EDTA
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Abb. 3-20: Spektroskopische Bestimmung der spezifischen Aktivititen von Pel-15 WT und Pel-15 AVAA

Die Bestimung der enzymatischen Aktivitdt bei 30 °C erfolgte tiber die Detektion der Absorption bei 235 nm. Dies ist das
Absorptionsmaximum von ungesittigten Galacturonosylresten, die wahrend der B-Eliminierung von PGA entstehen. Die
enzymatische Aktivitit von Pel-15 wurde iiber den Zusammenhang 1 U = 4.6 OD,35/min berechnet. Alle Messungen sind
das Ergebnis von 3-fach Bestimmungen. Vertikale Fehlerbalken geben die Standardabweichung der Mittelwerte wieder.
Horizontale Fehlerbalken entsprechen einer Konzentrationsunsicherheit von 10 %. Insets: Grafische Auftragung der
Renaturierungsausbeuten, angegeben als Anteil wiederhergestellter Enzymaktivitit nach der Riickfaltung in GdmCI-freiem
Renaturierungspuffer in Gegenwart von Ca*>" bzw. EDTA.

die Pipettenspitze adsorbieren. Vereinfachend wurde hierfiir eine Unsicherheit von 10 % der

eingesetzten Proteinkonzentration angenommen.

3.4.2. Zeitabhingigkeit der Reaktivierung von Pel-15

Die Wiederherstellung der enzymatischen Aktivitit von Pel-15WT wurde zeitabhéngig untersucht. In
diesem Experiment wurde analysiert, mit welcher Zeitabhingigkeit sich die enzymatische Aktivitit
wihrend der Riickfaltung von Pel-15 wiederherstellt. Prinzipiell handelte es sich bei dieser Art von
Experimenten um inverse Doppelsprungexperimente der Art U — N — U, wie sie im Ab-
schnitt 3.6.5.1 (S. 98) beschrieben werden. Hierfiir wurde ein Aliquot des Riickfaltungsansatzes nach
unterschiedlichen Zeiten in eine leicht denaturierende Losung von 25 mM MOPS, 2 M GdmHCI,
pH 7.0 (4 °C) transferiert. Geht man davon aus, dass teilgefaltete Intermediate unter diesen Bedin-
gungen schnell entfalten, misst man im darauffolgenden Aktivitétstest nur den Anteil vollstandig
riickgefalteter Pel-15 Molekiile.

In der Fluoreszenz (vgl. Renaturierungskinetiken 3.6.3.1) hatte sich die Riickfaltungsreaktion in

Gegenwart von 0.5 M GdmHCI als eine biphasische Reaktion dargestellt. Die Wiederherstellung der
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enzymatischen Aktivitdit war sowohl in

Gegenwart von CaCl, als auch in Gegenwart

von EDTA nach 150 bis 200 Sekunden zu mehr

1 mM CaCl,
Ay=97.9+0.8% i
A=-619+£38% E

3 -1
als 90 % abgeschlossen. Die Reaktivierungs- k=(18521.7)x10"s 4

1 mM EDTA
L Ap=916+13% g
. =- [
02 A=-86.1£13.3% .
k=(265+46)x10" s |

ausbeuten betrugen unter beiden Bedingungen

nach etwa 600 Sekunden mindestens 95 %.

rel. Aktivitat / norm. Einheiten

Nach dem Faltungsmodell, das in Abschnitt
4.2.1.1 (S. 115) auf Basis der Fluoreszenz- und
fern-UV CD-Kinetiken hergeleitet wird, war

Residuen

die Zunahme der Aktivitit als einfache ;. 3-21: Reaktivierung von Pel-1SWT

Nach der Denaturierung in 5 M GdmCl wurde Pel-15WT in
0.52 M GdmCl renaturiert. Nach unterschiedlichen Zeiten
monoexponentielle Regression der Daten wurde ein Aliquot des Riickfaltungsansatzes in 2 M GdmCl

transferiert, um teilgefaltete Zustinde wieder zu entfalten,
lieferte fiir die Reaktivierung in Gegenwart von native Spezies aber im gefalteten Zustand zu belassen. Die

Messung der Enzymaktivitdt erfolgte 2-3 h spéter bei einer
CaCl, und in Gegenwart von EDTA sehr  Temperatur von 55 °C anhand der Anderung der Absorption

. . Lo . bei 235nm. Die Proteinkonzentration im Aktivitétstest
dhnliche Geschwindigkeitskonstanten (CaCly:  betrug 0.35 pg/ml. Diese Daten entstammen der Zusammen-

. it mit Monik: Iter.
26.5+4.6s"'; EDTA: 18.5+ 1.7 s™"). Diese ent- arbeit mit Monika Walter

Reaktion erster Ordnung zu erwarten. Die

sprachen in Niherung der schnellen Renaturierungsphase, wie sie in Fluoreszenz- und fern-UV CD-

Kinetiken gemessen wurde.

3.4.3. Thermische Stabilitit von Pel-15WT und der Varianten DVAC und DVAA

Die Temperaturabhédngigkeiten der enzymatischen Aktivitit von Pel-15WT, Pel-15 DVAC und
DVAA wurden vergleichend untersucht. Kobayashi et al. hatten fiir Pel-15WT die maximale Enzym-
aktivitét bei pH 10.5 und 55 °C (7,,,) bestimmt. Nach mehrfach unabhéngigen Wiederholungen ergab
sich fiir Pel-15WT ein Temperaturoptimum von etwa 60 °C. Die Pel-15 Variante DVAC entfaltete

Pel-15 Varianten: 1.0F T
24} DCCC 1
—v— DVAC 0.8 -
—/— DVAA
0.6 L
c
E = 0.4 -
£ £ o2 ]
g 0
o~ — -
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-0.4 | Pel-15 WT: Ex= 205+ 18 kimol ™ - -
—— Pel-15 DVAC: E, = 37.7 # 3.5 kJimol S
-08 | _ _ pel-15 DVAA: E, = 33.5 £ 1.2 k/mol ~
by
ot vy e e s
0.00300 0.00310 0.00320 0.00330
1TK’

Abb. 3-22: Temperaturabhéngigkeit der Enzymaktivitit von Pel-1SWT, DVAC und DVAA

Die Messung der enzymatischen Aktivitét erfolgte bei verschiedenen Temperaturen iiber die Zunahme der Absorption bei
235 nm (Absorptionsmaximum der wihrend der PGA Spaltung entstehenden ungesittigenten Galacturonosylreste). Die
Proteinkonzentration im Aktivitétstest betrug 0.5 pg/ml. Vor Start der Messung wurde die Aktivitétstestlosung mindestens
2 min temperiert.

74



Ergebnisse

ihre maximale Aktivitit bei etwa 55 °C, wihrend diese im Fall der Dreifachmutante DVAA auf etwa
T, = 45 °C verschoben war. Unterhalb von 45 °C schien die Aktivitdt von DVAA generell niedriger
zu sein als die von Pel-15WT und DVAC; eine zuverldssige Unterscheidung war aber im Rahmen der
experimentellen Unsicherheiten nicht moglich. Aus den jeweiligen Zunahmen der enzymatischen
Aktivitit mit steigenden Temperaturen lieBen sich gemdB der Arrhenius-Gleichung die
Aktivierungsenergien £, bestimmen (Abb. 3-22). Gemél dieser Ergebnisse ist die Aktivierungs-
energie fiir die Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes im Fall von Pel-15WT am geringsten. Die E
von Pel-15 DVAC und DVAA sind im Rahmen des experimentellen Fehlers nicht voneinander zu
unterscheiden.

Bei der thermischen Denaturierung von Pel-15 betrachtet man einen irreversiblen Prozess. Die
Analyse der thermischen Denaturierung von Pel-15 anhand des fern-UV CD-Signales ergab wihrend
der Aufheizphase einen apparenten Schmelzpunkt, der die Befunde aus den Aktivitétstests bestétigte
(Daten nicht gezeigt).

3.5. Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse der Pel-15
Variante AVAA

3.5.1. Vorbemerkungen

Die Struktur des Pel-15 Wildtypproteins wurde im Jahr 2001 von Akita et al. verdffentlicht. Die
publizierten Kristallisationsbedingungen waren 20 mg/ml Pel-15 in 50 mM MES, 28 % (w/v)
Polyethylenglycol 8000, pH 6.7. Unter diesen Bedingungen und in Abwesenheit von CaCl, in den
Kristallisationsansédtzen waren innerhalb weniger Tage zwei unterschiedliche Kristallformen entstan-
den (Typ I und Typ II), die beide der orthorhombischen Raumgruppe P2,2,2, zuzuordnen gewesen
waren und unterschiedlich gute Streuqualitit besessen hatten. Die schlechter streuenden Typ-I-
Kristalle hatten Reflexe in einem Aufldsungsbereich zwischen 20.0 und 2.3 A geliefert. Im
abgeleiteten Strukturmodell war fiir die Seitenkettenreste E7, K20, N39 keine Elektronendichte gefun-
den worden. Kristalle des Typ-II hatten eine Aufldsung von bis zu 1.5 A erzielt. In diesem Fall war
aufgrund hoher Beweglichkeiten fiir die Reste Al, R10, K20, E38, N39, K41 und K185 keine
Entsprechung in der Elektronendichte gefunden worden.

Die cysteinfreie Pel-15 Variante AVAA enthélt die Mutationen C67V, C71A, D80A und C148A. Sie
besitzt etwa 50 % der enzymatischen Aktivitit des Wildtyp-Proteins, bindet Ca*'-lonen mit
millimolarer Affinitdt und ist im Vergleich zum Wildtyp-Protein weniger resistent gegen das
Denaturierungsmittel GdmHCI. Die Kristallisation von AVAA sollte kldren, wie sich die eingefiihrten

Mutationen auf die lokale Umgebung der Mutationsstelle auswirken.

75



Ergebnisse

3.5.2. Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse

Die Durchfiihrung der Kristallisation und die Losung der Pel-15 AVAA Kiristallstruktur erfolgte in
Kooperation mit Dr. Yvette Roske aus der Arbeitsgruppe Prof. Udo Heinemann am Max-Delbriick-
Zentrum fiir Molekulare Medizin in Berlin-Buch. Der Versuch, Pel-15 AVAA, und testweise auch
Pel-15 WT, unter den publizierten Bedingungen mit der sitting drop Methode zu kristallisieren,
lieferte fiir Pel-15WT sehr kleine, unregelmiBige Kristalle. Die Kristallisation von Pel-15 AVAA hatte
auch nach mehrwochiger Inkubation keinen Erfolg. Durch die systematische Verdnderung der
Kristallisationsbedingungen wurden geeignetere Bedingungen identifiziert. Pel-15 WT kristallisierte
innerhalb weniger Tage in 0.1 M Natriumacetat, 3 M NaCl, pH 4.5 zu grof3en, regelmifBigen Kristal-
len. Pel-15 AVAA kristallisierte unter diesen Bedingungen zwar auch, allerdings waren die erhaltenen
Kristalle wesentlich kleiner und unregelméBiger, weshalb fiir die Mutanten zusétzliche Kristallisa-
tionsbedingungen getestet wurden. Fiir die Mutante erwies sich die Kristallisationsbdingungn 1 M
Ammoniumsulfat, 1% PEG 3350, 0.1 M BisTris, pH 5.5 als optimal. Nach erfolgreicher Kristal-
lisation wurden die Kristalle aus den Kristallisationstropfen in glycerolhaltigen Kryopuffer transferiert
und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Messung der Beugungsmuster durch Dr. Yvette Ros-

ke erfolgte unter Cryobedingungen (100 K) mit Synchrotronstrahlung am Helmholtz-Zentrum Berlin

Tabelle 3-8: Datensatz- und Verfeinerungsstatistik fiir die Strukturbestimmung von Pel-15 AVAA.

Datensatz

Raumgruppe Ci,; (monoklin, azentral)
Aufldsung / A 32.28-1.50

Einmalige Reflexe 108427

Vollstandigkeit / % 96.12

Verfeinerungsstatistik (refinement statistics)

Dimension der Einheitszelle (A)

a 78.08

b 99.84

¢ 69.81
Ebenenwinkel (a./ B /y) / deg 90.00/ 89.96 / 90.00
Aufldsungsbereich / A 1.50 - 1.54
R-Faktor (Ry.) 0.178 (0.265)
Mittlerer B-Wert / A 13.240

Anisotrope B-Werte / A

(B11/B22/B33/B12/BI13/B23) 6.56/-8.90/2.34/0.00/-0.44/0.00

Geschitzter Koordinatenfehler (basierend auf F..) / A 0.018
Korrelationskoeffizienten (FO-Fc) / (FO-Fc free) 0.944/0.919
rms Abweichungen vom Idealwert
Bindungslingen / A 0.018
Bindungswinkel / deg 1.7
cis Peptide Ala59, Pro60
fehlende Elektronendichte B-chain: pos.1, pos. 36-39
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(ehem. BESSYII). Die Kristalle streuten sehr gut und lieferten Reflexe in einem Auflosungsbereich
von 32.28 A bis 1.38 A. Fiir die Lésung der Struktur wurde ein Datensatz mit einer maximalen Streu-
qualitit von 1.5 A verwendet. Die Phasen der Strukturfaktoren wurden durch die Methode des mole-
kularen Ersatzes bestimmt, indem die Struktur von Pel-15 WT als Modell genutzt wurde. Die
Verfeinerungsrunden, die abschlieBende Kontrolle der Seitenkettenposition sowie die Optimierung des
Modells durch die Positionierung von Heteroatomen lag in den Hénden von Dr. Yvette Roske. Die

Datensatz- und Verfeinerungsstatistiken sind in Tabelle 3-8 zusammengefasst.

3.5.2.1. Kristallpackung und strukturelle Besonderheiten von Pel-15 AVAA

Im Gegensatz zum Pel-15 Wildtypprotein ergab sich fiir die Einheitszelle von Pel-15 AVAA die
monokline Raumgruppe C121, die durch ein azentrales Symmetriezentrum gekennzeichnet ist und
deren Ebenen zueinander die Winkel a=90.00 °, B =89.96 ° und y = 90.00 ° einnehmen. Die asym-
metrische Einheit enthdlt im Unterschied zu Pel-15WT drei Molekiile (im Folgenden bezeichnet als

Abb. 3-23: Kristallpackung von Pel-15 AVAA. Stereodiagramme zur Veranschaulichung der Kristallpackung von Pel-
15 AVAA. (A) Rickgrat-Reprisentation der Molekiile der asymmetrischen Einheit. Darstellung der B-Werte der Ca-
Atome als Farbverlauf von rot (heil) bis blau (kalt). Pfeile kennzeichnen die N-Termini der Ketten A (schwarz), B
(grau) und C (weifs). (B) Lage der Ketten der asymmetrischen Einheit in Bezug zu ihren nichsten Symmetrieverwandten.
Schwarz: A-Kette, Rot. B-Kette, Blau: C-Kette. Die jeweiligen Symmetrieverwandten sind blasser gefirbt.

77



Ergebnisse

Ketten A, B und C). Strukturelemente der Ketten A, B und C werden nachfolgend in der Form XX,
XXp und XX angegeben.

In der C-Kette konnte fiir die in T3/2 enthaltenen Reste Q36¢, A37¢, E38¢ und N39. sowie fiir den N-
terminalen Rest Alc keine Elektronendichte gefunden werden. Bei der Verfeinerung der Struktur wur-
den Besetzungszahlen von 0.2 /0.8, 0.7 /0.3 und 0.5/ 0.5 zugelassen. In der B-Kette wurde u.a. den
Atomen des Seitenkettenrests V67 Besetzungszahlen von 0.5 zugewiesen. Eine Ubersicht iiber Reste
mit alternativen Konformationen oder fehlender Elektronendichte ist in Tabelle A1 im Anhang
gegeben.

Ausgehend von der Zahl der Reste mit alternativen Konformationen erscheint die C-Kette rigider zu
sein als die Ketten A und B. In ihr wurden nur die Atome der Seitenketten 19¢, R45¢ und S90c mit
Besetzungszahlen von 0.5 markiert. Auch bei der vergleichenden Uberlagerung der WT-Struktur ist
die Abweichung der Postionen der Riickgratatome fiir Kette C am geringsten. Vergleicht man Rigidi-
tit der einzelnen Ketten allerdings anhand der Ca-Temperaturfaktoren, ist die A-Kette weitaus steifer

als die Ketten B und C. Dies ist mit Blick auf die Position dieser Kette im Kristall verstandlich.

N194g,,
(12.69)

A374
(16.08)

E36, E196g.4
(1517) (7.77)

Abb. 3-24: (A) Stereodiagramm zur Veranschaulichung intermolekularer Wechselwirkung der Ketten A (schwarz) und
B (rof) mit ihren benachbarten Symmetrieverwandten A_; (grau) bzw. By, (lachs). Die Interaktion erfolgt in beiden Fillen
tiber den flexiblen T3/2 furn, der sehr wahrscheinlich ohne eine solche Interaktion nicht auflosbar gewesen wire. (B)
Detailansicht der Interaktionsfliche T3/2p- C’4. Die gesamte Kontaktfliche ist vergleichsweise starr. (C) Detailansicht der
Interaktionsfliche T3/2,-C’p.;. Die Flexibilitit dieser Kontaktfliche ist insgesamt deutlich hoher. Klammerangaben
bezeichnen die B-Werte der jeweiligen Ca-Atome in A%
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Abb. 3-25: Co-iiberlagerte Riickgratstrukturen der Ketten A, B und C der asymmetrischen Einheit der Pel-15
AVAA Kiistallstruktur mit der Riickgratstruktur des Pel-15 WT Proteins (grau). Der Farbverlauf illustriert die
Temperaturfaktoren der Ca Atome. Der N-Terminus befindet sich oben.

Unter den angegebenen Kristallisationsbedingungen richten sich die Pel-15 AVAA Molekiile entlang
ihrer Helixachse aus (Abb. 3-23), wie dies bereits in den Typ-II Kristallen von Pel-15 WT beobachtet
worden war. Im Gegensatz zum Wildtyp sind allerdings die Kristallkontakte bei Pel-15 AVAA nicht
auf die Termini der P-Helix beschrinkt, sondern schlieBen auch einige laterale Kontakte zu
benachbarten Symmetriepartnern ein. Die Ketten B und C haben im Kristall die gleiche Orientierung,
d.h. ithre C- und N-Termini weisen grob in die gleichen Raumrichtungen. Die A-Kette liegt in
umgekehrter Orientierung im Kristall, wodurch ihr C-Terminus mit dem flexiblen T3/2-turn einer
benachbarten A-Kette interagieren kann (AB-Packung). Diese A-Kette packt ihrerseits mit dem
C-Terminus gegen den T3/2-turn einer benachbarten B-Kette (BA-Packung) usw. (Abb. 3-24).

Nach Anwendung entsprechender Symmetrieoperationen wurden die Abstdnde der Seitenketten des C-
Terminus und des T3/2 Bereiches untersucht. Als Ergebnis stellte sich heraus, dass die besondere Art
der intermolekularen Interaktion zwischen C-Terminus und T3/2 durch Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den Seitenketten Q36 (T3/2) und E197 (C,) bzw. A37 (T3/2) und N194 (C,) stabilisiert
wird. An der Kontaktfliiche T3/2,-C’g betragen die Abstinde zwischen den Bindungspartnern 3.00 A
bzw. 3.04 A. Die Bindungspartner an der Kontaktfliche T3/25-C’, sind 2.93 A und 2.81 A vonein-
ander entfernt und damit wesentlich fester. Dieser Umstand spiegelt sich auch in den Temperatur-
faktoren der Bindungspartner wieder. Sie sind auf ein Mal} reduziert, das sich sonst nur in den sehr

zentralen Windungen der -Helix findet.

3.5.3. Einfluss der Punktmutationen C67V, C71A und C148A auf die strukturelle
Integritit von Pel-15

Die Mutationspositionen 67 und 71 betreffen die in Pel-15 enthaltene Disulfidbriicke. Grundsétzlich

ist der Einfluss der eingefiihrten Punktmutationen auf die Gesamtstruktur von Pel-15 AVAA gering.
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Dies war angesichts der nachweislich vorhandenen niedrigaffinen Ca’"-Bindung und der 50 %igen

residualen Enzymaktivitét erwartet worden.

Mutationspositionen 67 und 71

Bei genauerer Betrachtung der Positionen 67 und 71 fiel allerdings auf, dass der Abstand zwischen
den Mutationspositionen 67 und 71 in allen drei Ketten im Vergleich zum Wildtyp-Protein erweitert
ist (Tabelle 3-9). Der Grund hierfiir liegt in einer Relaxation des Bindungswinkels um G69, dem
zentralen Rest des ,,umklammerten® T1/3-furns. Dieser ist im WT-Protein erheblich kleiner als in
AVAA. Die Torsionswinkel an den Mutationspositionen 67 und 71 liegen alle in erlaubten Bereichen
des Ramachandran-Diagramms und unterscheiden sich nur geringfiigig in den einzelnen Ketten der
asymmetrischen Einheit. Fiir die Berechnung des optimalen H-Briickennetzwerkes wurde das Web-
Interface von WHATIF verwendet (http://swift.cmbi.ru.nl/servers/html/index.html). Trotz der veran-
derten Position der Riickgratatome ergab sich fiir alle drei Ketten im Bereich der Mutationspositionen
ein wildtyp-artiges H-Briickenmuster. Auch die Wasserstoffbriicke zwischen dem Riickgratcarbonyl-
sauerstoffatom von G69 zu einem begrabenen Wasser in der Hohe des T1/2 furns war in AVAA in

allen Ketten der asymmetrischen Einheit konserviert.

W78,
(10:20)
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Abb 3-26: Auswirkung der Doppelmutation C67V, C71A auf die strukturelle Integritit von Pel-15 AVAA. Die
Farbverliufe geben die Temperaturfaktoren der Ca-Atome wieder (rot = heiB, blau = kalt). Uberlagerung der WT-Struktur zur
Veranschaulichung der Verschiebung von PB1/4 und T3/4. Die zwischen den Resten W78 und A8S5 ausgebildete Briicke hat
eine Linge von 3.35 A (Kette A), 3.02 A (Kette B) und 2.89 A (Kette C). Umklammerte Zahlen bezeichnen B-Werte der
betreffenden Co-Atome in A2,

Tabelle 3-9: Einfluss der Mutationen C67V und C71A auf die Geometrie des T3/2 Turns:

WT Kette A Kette B Kette C
Riickgrat - Torsion
Position 67 phi -119.5 -124.4 -125.7 -128.9
psi  128.8 126.0 127.3 119.0
Position 71 phi -156.3 -159.6 -158.4 -154.4
psi 1393 159.7 157.9 154.5
Riickgrat - Position
Ca-Bindungswinkel (Y68-G69-D70) 126.5° 133.9° (+ 7.4°) 131.4° (+4.9°) 128.3° (+ 1.8°)
Ca-Distanz 67-71 (4) 6.13 7.09 (+0.95) 7.01 (+0.88) 6.85(+0.72)
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Mutationsposition 80

Die Mutationsposition 80 betrifft den an der Ca*"-Bindung beteiligten Aspartylrest. Er wurde gegen
Alanin ausgetauscht, was die hochaffine Ca’**-Bindung nachweislich vollstindig deletiert. Im Bereich
des an D80 angrenzenden T3-furns ist eine deutlich erhohte Beweglichkeit des Peptidriickgrates zu
verzeichnen. Mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit héngt dies nicht mit der Entfernung der Disulfid-
briicke zusammen, sondern geht auf die deletierte hochaffine Ca’"-Bindestelle zuriick. Im WT-Protein
existiert ein wasservermittelter H-Briickenkontakt zwischen Ca*" und dem flexiblen T3/2 furn. AuBer-
dem wird durch die Koordination des Ca*-Ions auf der Oberfliche die Ausbildung von zwei Salz-
briicken zwischen D80 und K103 ermoglicht, was die lokale, konformationelle Stabilitdt noch erh6hen
diirfte. In diesem Zusammenhang ist anzunehmen, dass der Verlust der hochaffinen Ca’"-Bindung
letztlich auch Konsequenzen fiir die Lagebeziehung von A85 zu W78 hat (Abb 3-26).

Die zwischen dem Indolstickstoff von W78 und dem Carbonylsauerstoff von A85 ausgepriagte H-
Briicke ist in Kette A mit 3.35 A deutlich linger als in Pel-15WT (+ 11.6%) und genaugenommen
nicht mehr als stabilisierende H-Briicke zu bezeichnen. In der B-Kette entspricht die Linge der H-
Briicke mit 3.02 A etwa der H-Briicke im WT Protein, wenngleich auch hier die der Seitenketten stark
verschoben ist. Im Fall der C-Kette ist die H-Briicke dagegen um 0.11 A (-3.6 %) kiirzer als das
Original.

Mutationsposition 148

Die Mutationsposition 148 betrifft den in Pel-15SWT begrabenen, freien Cysteinrest. Die Mutation
C148A hat keinen Einfluss auf die Position der Riickgratatome (Abb. 3-27). Der B-Wert des Co-
Atoms an der Austauschpositionen 148 ist in der B-Kette leicht erhoht (B(A1485) = 9.45 A%), wihrend
er in den Ketten A und C jeweils eine vergleichsweise geringe Beweglichkeit des Riickgrats belegt
(B(A148,) =5.84 A*, B(A148¢) =5.86 A?).
Das H-Briickennetzwerk entsprach in allen
drei Ketten dem des WT-Proteins. Anhand
der hier dargestellten Ergebnisse hat die
Entfernung des begrabenen Thiolrests an
Position 148 keine Auswirkung auf die
Struktur des Proteins, und es wird nicht
evident, warum sich die Temperaturoptima
der Enzymaktivitit von Pel-15 DVAA und

ase” Pel-15 DVAC um 20 K unterscheiden.

%E:r]:;:eAﬁlgxgrgﬁlogn?s;nﬁ?ﬁﬁndg;xtionen 130 bis  Seitenkettenpositionen in benachbarten He-

156 in den Ketten A, B und C mit farblicher Darstellung der L. . . e
jeweiligen B-Werte der Co-Atome (rot=heiB}; blau = kalt). Eine ~ lixwindungen verhielten sich unaufféllig in

mutationsbedingte Abweichung vom WT ldsst sich nicht er-
kennen.

Bezug auf mogliche Umlagerungen oder die

Einnahme alternativer Konformationen, aus
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denen Hinweise auf einen lokalen Rigiditétsverlust zu entnehmen wéren. Alle Seitenketten um die

Mutationsposition herum lagen in WT-dhnlichen Konfigurationen vor.

3.5.4. Theoretische Losungsmittelzuginglichkeit im Vergleich zwischen Pel-15 WT
und Pel-15 AVAA

Die ASA-Berechnungen wurden auf den Web-Servern des Protein interfaces, surfaces and assemblies
service PISA des European Bioinformatics Institute durchgefiihrt (Krissinel & Henrick 2007),
(http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html).

Unterschiede der Losungsmittelzuginglichkeit von Seitenketten in WT und Muntante liefern
Informationen iiber die Giite der hydrophoben Packung eines Proteins (Bhardwaj & Gerstein 2009). Je
kleiner die Werte fir 4S84 sind, desto geringer ist der Anteil des betrachteten Rests an der
losungsmittelzuganglichen Oberfliche des Proteins. Da die Berechnung der A4SA4-Werte die
vollstdndigen Seitenketten betrachtet, lassen sich aufgrund der besonderen Architektur von f-
Helixproteinen in diesen Strukturmotiven kaum vollstindig begrabene Reste finden, und geringste
Abweichungen der Seitenkettenpositionen kdnnen teils erhebliche Unterschiede in der theoretisch
zuginglichen Oberfliche bewirken. Aus diesem Grund wurden nur solche Reste als verstirkt
losungsmittelzuginglich eingestuft, deren AS4-Werte sich in den Strukturen von Pel-15 WT und
Pel-15 AVAA um mehr als 1 Groenordnung unterscheiden. Dies betrifft zum einen die Seitenketten
in PB3/2 (Positionen 55 bis 60) und und in T3/4 (Positionen 80 bis 85), beschrinkt sich also auf den
Bereich um die Mutationsposition D80 (Abb. 3-28, grau hinterlegte Bereiche). Es ist offensichtlich,

dass die erhohte Losungsmittelzuginglichkeit

dieser Reste mit der erhohten Flexibilitdt des
L T3/2-turns zu erkléren ist.

3 . X Um das AusmaBl der hydrophoben
%q 1 !'."":’Lt."'.:*"“ _,..‘:, _#':.{. ..."MV"'.M Interaktionen abzuschdtzen, in die ein
q’é % AP 5 ” . Seitenkettenrest eingebunden ist, besteht die
2 . ’ 1 Moglichkeit, fiir jede Aminosdure die Hohe

ETTTTTW TR T T :iiez_:e_g—; der theoretischen Solvatisierungsenthalpie

, , J ) , . K,:“: c 1 (4Gs) zu berechnen, die sich bei dem Transfer
0 2 %07 P;s?t?on 125 150 175 20 aus ihrer nativen Position in eine ideale

Abb. 3-28: Relative Losungsmittelzugiinglichkeit der Sei-  hydrophobe = Umgebung ergibt.  Durch

tenketten in Pel-15 AVAA. Waagerechte, durchgezogene . . . .
Linien kennzeichnen den Bereich, innerhalb dessen sich die Berechnungen dieser Art lieBen sich zwischen

ASA-Werte um den Faktor 2 vom WT unterscheiden. Unter- .
bro-chene Linien kennzeichnen den Bereich, aullerhalb dessen den Kristallstrukturen von Pel-15 WT und

die ASA-Werte von WT und AVAA um mehr als eine Grof3en-
ordnung voneinander abweichen. Grau hinterlegte Bereiche
weisen auf Sequenzabschnitte hin, die besonders starken Fluk- baren Unterschiede feststellen.
tuationen unterworfen sind. Niheres im Text.

Pel-15 AVAA keine zuverlédssig interpretier-
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3.6. Kinetische Charakterisierung von Pel-15

3.6.1. Die Entfaltungsreaktion von Pel-15 in GdAmHCI

Die Entfaltungsreaktion von Pel-15 wurde mittels fern-UV- und mittels Fluoreszenzspektroskopie
untersucht. Zur besseren Ubersicht werden die Ergebnisse, die mit den unterschiedlichen Methoden
erhalten wurden, nacheinander vorgestellt. Die erhaltenen apparenten Entfaltungsgeschwindigkeiten

sind im Entfaltungsast des Pel-15 WT Chevron-Plots (Abb. 3-31B) zusammengefasst.

3.6.1.1. Charakterisierung der Entfaltung mittels Fern-UV CD-Spektroskopie

In fern-UV CD-Kinetiken stellte sich die Entfaltung von Pel-15 als monoexponentieller Prozess dar.
An der Entfaltung in 6.0 M GdmHCI ist dies beispielhaft dargestellt (Abb. 3-29). Die Entfaltung von
Pel-15 WT war in Gegenwart von 1 mM CaCl, grundsétzlich langsamer als in Gegenwart von 1 mM
EDTA. Unter keiner der getesteten Bedingungen war bei den CD-Entfaltungskinetiken eine Totzeit-
amplitude zu beobachten. Vor dem Hintergrund, dass in Fluoreszenz-Denaturierungskinetiken ausge-
prigte Totzeitamplituden ausgepriagt waren, ist dies ein sehr wichtiger Hinweis darauf, dass sich der
wesentliche Sekundarstrukturverlust wiahrend der Entfaltung bei der Reaktion von HF zu U vollzieht,
das also N und HF dhnliche Sekundarstrukturen ausprigen miissen.

Obwohl die fern-UV CD-Kinetiken der Anpassung an monoexponentielle Zusammenhinge geniigten,
lieB ihre Auftragung im Entfaltungsast des Chevron-Plots eine leicht abwérts gerichtete Kriimmung
erkennen (Abb. 3-31B). Ein solcher Effekt wird typischerweise durch das Auftreten mehrerer Teil-
reaktionen erklért, deren Geschwindigkeitskonstanten unterschiedliche Denaturierungsmittelabhéngig-
keiten aufweisen (Chan & Dill 1998). Da die Krimmung im betrachteten Konzentrationsbereich

vergleichsweise gering ausfiel, lie sich der Effekt bei der Berechnung der theoretischen Halbwertzeit

(A) Fern-UV CD-Kinetiken (B) Fluoreszenz-Kinetiken
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Abb. 3-29: Denaturierung von Pel-15 WT in 6.0 M GdmHCI (25 mM MOPS, pH 7.0, 1 mM CaCl, bzw. 1 mM EDTA,
6.0 M GdmHCI; 20 °C): Durchgezogene Linien sind das Ergebnis monoexponentieller Anpassungen. (A) Fern-UV CD-
Kinetiken. (Bandbreite: 1 nm; Integrationszeit: 1 s) Detektion der Elliptizitit bei 322 nm, Einleitung der Denaturierung
durch 1:20 Verdiinnung auf 50 pg/ml (2.48 uM) Pel-15. (B) Fluoreszenz-Denaturierungskinetiken. Detektion bei
348 nm; Einleitung der Denaturierung durch 1:100 Verdiinnung auf 14 ug/ml (0.67 uM) Pel-15 WT). Die Totzeitamplitu-
den der Denaturierung waren bei allen GdmHCI-Konzentrationen ungeféhr konstant.
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(HWZ) der Denaturierung in Abwesenheit von GdmHCI zunichst vernachléssigen. Die Entfaltungs-
aste der Entfaltungsreaktion in Gegenwart von 1 mM CaCl, bzw. EDTA besitzen sehr dhnliche Stei-

gungen. Dies ldsst vermuten, dass die

550 . . .
. . . . 1 . ~| ‘ T | T T T T T
Ubergangszustinde der Entfaltungsreaktion in 500 F /’” A | _
Gegenwart von Ca’ und EDTA in sehr o 450 HF K Ao 1
W2 400 o 1
dhnlicher Weise durch das Denaturierungsmittel 2 350 \ | i
N
beeinflusst werden. Daher wurde bei der g 300 | 1
. : o 250 | 1
Berechnung der HWZ ein gemeinsamer % 200l A i
(= globaler) Anstieg verwendet. Die HWZ der ; 150 f/ | ; .
. = 100 ¢ 1
Entfaltung war in Gegenwart von 1 mM CaCl, 5oL \ |
etwa um einen Faktor 2 groBer als in Gegenwart ol 10 0 b i -
300 320 340 360 380 400 420 440
von 1 mM EDTA (Tabelle 3-10). Weiterhin Wellenlange A / nm

. . . Abb. 3-30: Fluoreszenzpektren von Pel-15WT in 25 mM
wurde durch die Extrapolation deutlich, dass der  \jops, pH 7.0. Vergleich der Spektren nativer (N) und in
3 M GdmCl denaturierter (U) Pel-15 mit dem Spektrum
des Intermediates (HF). Die Berechnung von HF erfolgte

Anwesenheit von EDTA ceceniiber der Ca2*- durch die globale Anwendung des 3-Zustandsmodells auf
8 17 Wellenlédngen (290 — 420 nm) des Pel-15 Entfaltungs-

beecinflussten Entfaltung um etwa 0.56 M iibergangs. Die senkrechten, unterbrochenen Linien
kennzeichnen die Wellenldngen 325 nm und 348 nm, bei

GdmHCI in Richtung niedrigerer GAmHCI-Kon-  denen die Faltungskinetiken detektiert wurden. Der Pfeil
markiert den Isofluoreszenzpunkt zwischen N und U.

Entfaltungsast der Entfaltungsreaktion in

zentrationen verschoben ist. Dieses Ergebnis

zeigt eine stirkere Destabilisierung der Ca* -freien Pel-15 an, als dies aus den Ubergangsmittelpunk-
ten der Faltungs- und Entfaltungsiiberginge von Pel-15 WT (Abb. 3-9, S. 57) zu schlussfolgern gewe-
sen wire. Dies korrespondiert sehr gut mit den Ergebnissen zur Gleichgewichtsfaltung des Pel-15

Pseudo-Wildtyps DCCA (vgl. Abschnitt 3.3.3.4, S. 65).

3.6.1.2. Charakterisierung der Pel-15 WT-Entfaltung mittels Fluoreszenzspektroskopie

Vortiberlegung: Welche Wellenldngen sind fiir die Beobachtung der Faltungsreaktion interessant?

Die Gleichgewichtsfaltungs- und Entfaltungsexperimente aller Pel-15 Varianten weisen auf die
Existenz eines Faltungsintermediates hin, das in Gegenwart von Guanidin und in Abwesenheit von
Ca®™ induziert wird. Das Fluoreszenzspektrum dieses Intermediates, wie es sich nach seiner Berech-
nung mit einem linearen 3-Zustandsmodell darstellt, unterscheidet sich deutlich von den Spektren der
nativen (N) und der denaturierten (U) Form des Proteins (Abb. 3-30). Es fluoresziert im
Wellenldngenbereich zwischen 310 nm und 420 nm stdrker als N. Aus diesem Grund wird das
Intermediat als HF bezeichnet. Bei einer Emissionswellenlédnge von 325 nm, dem Isofluoreszenzpunkt
zwischen N und U lief sich die Zu- bzw. Abnahme von HF selektiv charakterisieren, da sich die
Signale von U und N an dieser Stelle nicht verdndern. Messungen im langwelligen Fluoreszenzbereich
(353 nm) waren geeignet, die Totzeitamplituden quantitativ zu bestimmen und daraus Riickschliisse

auf den Anteil von HF in der nativen Probe zu ziehen.
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Entfaltungssreaktion im langwelligen Emissionsbereich (353 nm)

In der Fluoreszenz stellte sich die Entfaltung von Pel-15 WT als mehrphasige Reaktion mit einer
schnellen und mindestens einer langsamen Entfaltungsphase dar. Die schnelle Entfaltungsphase wurde
als Totzeitamplitude detektiert. Thr Anteil am Gesamtsignal betrug in Gegenwart von 1 mM CaCl,
etwa 30 % und in Gegenwart von 1 mM EDTA etwa 60 %. Der zeitlich auflosbare Teil der Pel-15
Entfaltung lieB sich durch eine Exponentialfunktion beschreiben. Eine Entfaltungskinetik, wie sie im
langwelligen Fluoreszenzbereich typischerweise gefunden wurde, ist in Abb. 3-29B fiir den Fall der
Denaturierung in 6.0 M GdmHCI abgebildet.

Wurde die Denaturierung von Pel-15 WT bei niedrigen GdmHCI-Konzentrationen (< 5.0 M)
durchgefiihrt, verkomplizierten sich die Entfaltungskinetiken zu sigmoidalen Zusammenhingen, in
denen die Bildung von U um etwa 100 s verzdgert mit einer /ag-Phase entstand (Abb. 3-31). In diesem
Fall wurde die monoexponentielle Regression erst ab 550 s vorgenommen. Sigmoidale Kinetiken
wurden auch in fritheren Experimenten zur Pel-15 Entfaltung von Monika Walter gefunden (Walter,
unverdffentlichte Ergebnisse). Dass es sich bei diesem sigmoidalen Verlauf nicht etwa um eine

artifizielle Beobachtung handelt, die auf fehlerhafte Mischmethoden o.4. zuriickzufiihren ist, wurde

A - Sigmoidale Entstehung von U B - Entfaltungsast — Pel-15 WT
Q\o T T T T '1 »O T 1 I T T T 1
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Abb. 3-31: (A) Sigmoidale Pel-15 WT Fluoreszenz - Entfaltungskinetik von 14 pg/ml Pel-15 WT in 25 mM MOPS,
1 mM EDTA, pH 7.0; 20 °C; Detektion bei 353 nm. (B) Entfaltungsast des Pel-15 WT Chevron-Plots: Vergleich der
Denaturierungsreaktion von Pel-15 WT in Gegenwart von 1 mM CaCl, und 1 mM EDTA. Unterbrochene Linien geben das
Ergebnis der linearen Regression der logarithmierten k,p, der Entfaltung wieder; der Anstieg mgjop, = 1.30 +0.03 sTM!
wurde flir beide Entfaltungsiste global angepasst. Dreieckige Symbole kennzeichnen die schnellen und langsamen k., der
Entfaltung, die mittels inverser Doppelsprungtechnik bestimmt wurden (grau: EDTA, schwarz: CaCl,).

Tabelle 3-10: Entfaltungsgeschwindigkeiten von Pel-15 WT in Abwesenheit von GdAmHCI ( 20 °C)

Entfaltung in 1 mM EDTA Entfaltung in 1 mM CaCl,
Detektionsmethode Kapp (10 5™ HWZ /h Ky (105 HWZ /h
Fluoreszenz 5.36 358 1.52 126.8
Fern-UV CD 4.19 45.9 2.46 78.4
e i 3.45 55.7 1.67 115.3

(methodenunabhéngig)

Anmerkung: Die fiir die Bestimmung der Halbwertszeiten (HWZ) notwendige lineare Extrapolation erfolgte unter
Vernachlédssigung der Abwirtskriimmung, die teilweise in den Entfaltungsésten beobachtet wurde.
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durch die Anwendung unterschiedlicher Mischtechniken und die Messung der Entfaltung in
unterschiedlichen Kiivettentypen nachgewiesen.

Wenn der denaturierte Zustand von Pel-15 in einer sigmoidalen Kinetik entsteht, so ist dies ein siche-
res Anzeichen dafiir, dass das Faltungsintermediat HF im Faltungsweg von Pel-15 eine on-pathway
Position einnimmt (vgl. Diskussion Abschnitt 4.2.1.1, S. 115).

Die in Tabelle 3-10 angegebenen apparenten Raten bzw. Halbwertszeiten der Denaturierung in
Abwesenheit von GAmHCI wurden durch eine einfache, lineare Extrapolation der Entfaltungséste des
Pel-15 Chevron-Plots in den Gleichgewichtsbereich ermittelt. Die leichte Kriimmung der Entfaltungs-
aste wurde hierbei vernachlissigt. Fiir die Pel-15-Entfaltung in Gegenwart von CaCl, entspricht das
Extrapolationsergebnis einer HWZ von ca. 16 Stunden. Das Auftreten der apparenten Hysterese
zwischen den Pel-15-Faltungs- und Entfaltungsiibergéngen in Gegenwart von CaCl, (vgl. Abb. 3-9,
S. 57) steht diesem Ergebnis klar entgegen. Dies kann bedeuten, dass eine lineare Extrapolation der
Entfaltungsraten nicht zulissig ist, weil die Struktur des Ubergangszustandes sehr stark von der
Denaturierungsmittelkonzentration abhéngt. Alternativ liee sich annehmen, dass Faltung und Entfal-
tung iiber alternative Wege verlaufen und dass in beiden Wegen intermedidre Konformationen existie-

ren, die in Abhéngigkeit von CaCl, unterschiedlich stark populiert werden.

Entfaltungsreaktion bei 325 nm (Beobachtung eines HF-Zustands wdhrend der Entfaltung)

Bei einer linearen Entfaltungsreaktion der Form N S HF 5 U, wie sie sich in den sigmoidalen
Denaturierungskinetiken im langwelligen Fluoreszenzbereich andeutet, erwartet man fiir Messungen
von Faltungs- und Entfaltungskinetiken am Iso-Fluoreszenzpunkt von N und U anhand der

Fluoreszenzspektren aus Abb. 3-30 einen Signalverlauf, wie er modellhaft in Abb. 3-32A dargestellt
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Abb. 3-32: (A) Hypothetische biexponentielle Kinetik der Form F = F, + Ajexp(—k t) + Aexp(—k,t)
(A, =-450.000 cps; k; = 0.025 s'; A2 = 500.000 cps; k, = 0.005 s™) mit k, im Bereich der langsamen Entfaltungsphase
von Pel-15 WT. Die schnelle Phase der Entfaltung gerit ab ca. k; > 0.5 s in die Totzeit manueller Mischung (ca. 2 - 3 s)
(B) Fluoreszenz-Entfaltungskinetik von Pel-15 WT (25 mM MOPS, 1 mM EDTA, pH 7.0, 20 °C; Detektion: 325 nm)
Die durchgezogene Linie zeigt das Ergebnis einer monoexponentiellen Regression. Die Residuen bestdtigen die
Giiltigkeit dieses Modells.
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ist. Ist die Entwicklung des Zwischenzustandes im Vergleich zur Mischzeit schnell, verschwindet ein
Grofiteil der Amplitude in der Totzeit des Mischvorganges, sodass nur der zweite Teil der Reaktion
erfasst wird. Um den ersten Teil der Reaktion zu erfassen, muss die Mischzeit verkiirzt bzw. die
ablaufende Reaktion verlangsamt werden.

Die Messung von Kinetiken bei 325 nm bestétigte die Existenz eines hyperfluoreszenten, transient
populierten Totzeit-Intermediates in der Entfaltungsreaktion von Pel-15. Beispielhaft ist dies in
Abb. 3-32B fiir die Denaturierungskinetik bei ca. 5.0 M GdmHCI gezeigt. Der zeitlich auflosbare Teil
der Kinetik lieB sich in guter Naherung monoexponentiell beschreiben, und die erhaltenen Geschwin-
digkeitskonstanten lagen in sehr guter Ubereinstimmung mit den Entfaltungsraten, die bei 353 nm

bestimmt worden waren.

Einfluss von CaCl; auf die Entfaltungsgeschwindigkeit und auf die Totzeitamplitude

Um den Einfluss von CaCl, auf die Entfaltungsreaktion zu systematisieren, wurde Pel-15 WT in
Gegenwart von verschiedenen CaCl,-Konzentrationen durch 6 M GdmHCI denaturiert. Als Sonde fiir
die Denaturierung diente die Tryptophanfluoreszenz bei einer Emissionswellenldnge von 353 nm. Im
zeitlich aufzulésenden Bereich waren alle aufgezeichneten Denaturierungskinetiken durch monoexpo-
nentielle Funktionen zu beschreiben. Totzeitamplituden belegten dariiber hinaus die Existenz min-
destens einer schnell entfaltenden Spezies. In Gegenwart von 1 mM EDTA betrug die Totzeitampli-
tude 50 % des Gesamtsignals. Unter Beriicksichtigung der Intensititsverhéltnisse von N, HF und U
entsprach dieses Ergebnis recht genau der Erwartung (vgl. Abb. 3-45; S. 104). Mit zunehmenden
CaCl,-Konzentrationen nahm die Totzeitamplitude stetig ab und betrug bei der Entfaltung in Gegen-
wart von 10 mM CaCl, nur noch ca. 10 % des Gesamtsignals. Gleichzeitig wurde durch die Erh6hung
der CaCl,-Konzentration eine Reduktion der apparenten Entfaltungsraten erzielt. Es stellte sich heraus,

dass eine zehnfache Steigerung der CaCl,-Konzentration sowohl die Totzeitamplitude als auch die
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Abb. 3-33: (A) Fluoreszenz-Denaturierungskinetiken von Pel-1SWT bei variablen CaCl,-Konzentrationen
(10.2 pg/ml (0.57 uM) Pel-15 WT in 25 mM MOPS, 0.2 mM EDTA, 6.2 M GdmHCI, pH 7.0, 20 °C; Aer, = 353 nm).
Messwerte sind als Punkte dargestellt, schwarze Linien zeigen die Ergebnisse der monoexponentiellen Regression.
Die Kinetiken wurden in Gegenwart von (v.L.n.r.) 0, 2, 5 und 10 mM CaCl, aufgezeichnet. (B) Entfaltungsge-
schwindigkeiten in Abhingigkeit von der Ca?'-Konzentration, betimmt durch monoexponentielle Regression der
Entfaltungskinetiken. (C) Fluoreszenz -Amplituden der dargestellten Denaturierungskinetiken in Abhéngigkeit von
der CaCl,-Konzentration (Die Daten entstammen der Zusammenarbeit mit Monika Walter).
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Entfaltungsgeschwindigkeit etwa um den Faktor 5 reduziert.

Legt man ein lineares Faltungsmodell zu Grunde, wie es in den Gleichgewichtsfaltungsexperimenten
verwendet wurde (vgl. Abschnitt 3.3.3.3, S. 60), bedeutet dies, dass der native Zustand von Pel-15 in
Gegenwart von 10 mM CaCl, und 6 M GdmHCI qualitativ 5 mal stabiler ist als das schnell
entfaltende, kinetische Intermediat.

Obgleich diese Ergebnisse aus qualitativer Sicht das Faltungsmodell von Pel-15 zu stiitzen scheinen,
ergibt sich bei quantitativer Ndherung ein Widerspruch zu den tibrigen Faltungsdaten. Im Diskussions-

teil wird dieser Sachverhalt néher beleuchtet (vgl. Abschnitt 4.2.3.2, S. 120).

3.6.2. Kinetische Stabilitit der Pel-15 Varianten DCCA und DVAA

Um den Einfluss der Disulfidbriicke auf die kinetische Stabilitdt von Pel-15 zu untersuchen, wurden
Denaturierungskinetiken mit den Cystein-Austauschvarianten DCCA und DVAA vorgenommen.
Hinter der Bezeichnung DCCA verbirgt sich die Einfach-Mutante C148A. DVAA ist eine Dreifach-
Mutante, die die Punktmutationen C67V, C71A und C148A enthilt. Die Entfaltungskinetiken von
DCCA, DVAA und AVAA wurden im Bereich der jeweiligen Iso-Fluoreszenzpunkte zwischen N und
U bei den Wellenldngen 330 nm (DVAA/ AVAA) bzw. 320 nm (DCCA) vorgenommen. Die
kinetischen Stabilitdten der Mutanten DVAA und AVAA waren nicht zu unterscheiden, weshalb sich
bei der Ergebnisdarstellung auf die Prasentation der Entfaltungsreaktion von DVAA beschrankt wird.

Wie im Fall des WT-Proteins entstand wihrend der Entfaltungskinetiken von DCCA und DVAA ein
hyperfluoreszentes Intermediat in der Totzeit des Mischens (Représentative Denaturierungskinetiken
von DCCA und DVAA finden sich in den Anhéngen Bl und B2.). Wie im Fall von Pel-15WT
relaxierte die Fluoreszenz anschlieBend im zeitlich erfassbaren Bereich mit einer langsamen,
monoexponentiellen Kinetik. Die apparenten Geschwindigkeitskonstanten, die aus der Anpassung
dieser Kinetiken gewonnen wurden, sind in den Enfaltungsésten der Chevron-Plots von Pel-15 DVAA

und DCCA in Abb. 3-35 dargestellt.

3.6.2.1.  Kinetische Stabilitit von Pel-15 DCCA

Die Chevron-Entfaltungsiiste der Mutante DCCA liegen in sehr guter Ubereinstimmung mit den
Geschwindigkeitskonstanten, die fiir das Wildtyp-Protein bestimmt wurden. Unabhéngig von der
Gegenwart oder Abwesenheit von Ca®" zeigten beide Entfaltungsiste eine deutliche, abwirts
gerichtete Kriimmung. Die Entfaltungsgeschwindigkeit in Abwesenheit von Denaturierungsmittel ist
in Gegenwart von CaCl, gegeniiber der Entfaltung in EDTA ungeféhr um den Faktor 2 erhoht.

Als Besonderheit der DCCA-Entfaltung lieen sich die langsamen HF-Relaxationskinetiken in
Gegenwart von Ca*" biexponentiell anpassen. Hierdurch wurde eine zusitzliche schnellere Entfal-
tungsphase identifiziert. Im DCCA-Chevron Plot stellte sich diese als zusétzlicher Entfaltungsast dar,
dessen Anstieg dem der langsamen Entfaltungsphase sehr dhnlich war (Abb. 3-34). Bei Denaturie-

rungsmittelkonzentrationen von mehr als 6.5 M GdmHCI wichen beide Entfaltungséste in vergleichba-
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Abb. 3-34: Chevron-Entfaltungsast von DCCA bei biex-
ponentieller Regression der Entfaltungskinetiken.
In Gegenwart von CaCl, lieB3 sich die HF-Relaxation der

DCCA-Entfaltung

durch einen

bixponentiellen

Zusammenhang darstellen. In diesem Fall ergab sich zu der
normalerweise beobachteten Relaxationsphase (gefiillte
Kreise) eine schnellere Phase (offene Kreise) mit dhnlicher
Denaturierungsmittelabhéngigkeit.

rer Weise von einem linearen Zusammenhang ab. Die Amplitude der zusétzlich ermittelten, schnel-

leren Entfaltungsphase lag unabhingig von der GdmHCI-Konzentration bei etwa 15 % des Gesamtsig-

nals.

3.6.2.2.

Kinetische Stabilitit von Pel-15 DVAA

Die Entfaltung von DVAA erlaubte nur die gesicherte Beschreibung einer exponentiellen

Faltungsphase. Der Entfaltungsast im DVAA-Chevron-Plot (Abb. 3-35) lieB nur fiir die Denaturierung

A
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Abb. 3-35: Entfaltungsiste der Chevron-Plots von Pel15 DCCA und DVAA
(Entfaltungsbedingungen: 25 mM MOPS, 1 mM EDTA bzw. 1 mM CaCl,, pH 7.0, 20 °C) Die dargestellten

Geschwindigkeitskonstanten

stammen aus

monoexponentiellen Regressionen.

Offene  Dreiecke:

Entfaltungs-

geschwindigkeit in Gegenwart von 1 mM EDTA; geschlossene Dreiecke: Entfaltungsgeschwindigkeit in Gegenwart von
CaCl,. Gepunktete Linien stellen das Ergebnis der linearen Extrapolation auf 0 M GdmHCI dar. Die DCCA- bzw.
DV AA-Entfaltungséste wurden jeweils mit einem global bestimmten Wert fiir die Steigung (m) extrapoliert.

Tabelle 3-11: Entfaltungsgeschwindigkeiten von DCCA und DVAA in Abwesenheit von GdmHCI

1 mM EDTA 1 mM CaCl, iy
Mutante iz f il

kyp (10°s")  HWZ/h kypy (10°s")  HWZ /h (global bestimmt)
DCCA 48+12 40.4 +10.5 23406 83.7+22.1 1.24 +0.02
DVAA 12.6+£2.8 153+3.4 87+1.9 222+4.38 1.19+ 0.01

Anmerkung:

Die fiir die Bestimmung der Halbwertzeiten (HWZ) notwendige lineare Extrapolation erfolgte unter

Vernachlissigung der Abwiartskriimmung, die teilweise in den Entfaltungsésten beobachtet wurde.
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in Gegenwart von 1 mM CacCl, eine leichte Kriimmung erkennen. Die EDTA-bestimmte Entfaltung
wich auch bei sehr hohen GdmHCI-Konzentrationen nicht vom idealen ,,Chevron-Verhalten® ab, was
bedeutet, dass HFpyaa in Gegenwart von Ca*" etwas langsamer entfalten muss, als Gegenwart von
EDTA. Grundsitzlich wurde die Entfaltungsgeschwindigkeit von DVAA durch die Gegenwart von
CaCl, allerdings nur geringfligig beeinflusst. Die HWZ der Entfaltung in Gegenwart von CaCl, und in
Abwesenheit von Denaturierungsmittel war gegeniiber der Entfaltung in Anwesenheit von EDTA
lediglich um das 1.4fache verringert. Die Totzeitamplituden der DV AA-Entfaltungskinetiken zeigten
keine Abhingigkeit von der GdmHCI-Konzentration. Thre Amplitude in Anwesenheit von 1 mM
CaCl, war gegeniiber der Entfaltung in 1 mM EDTA etwa um das 1.3fache erhoht.

Die kinetische Stabilitit von DVAA betriigt in Anwesenheit von Ca®" etwa 25 % der Stabilitéit von
Pel-15 WT bzw. DCCA (vgl. HWZ der Entfaltung bei 0 M GdmHCI, Tabelle 3-11). Die Steigung der
DVAA-Entfaltungséste war geringer als im Fall der anderen Mutanten — ein Hinweis darauf, dass der
Ubergangszustand der HFpyaa-Entfaltung stirker durch GdmHCI destabilisiert wird als die

Ubergangszustéinde, die sich bei der Entfaltung von HFwr bzw. HFpcca einstellen.

3.6.3. Die Riickfaltungsreaktion aus GAmHCI

Die Riickfaltung von Pel-15 WT wurde bei den Wellenldngen 348 nm und 325 nm gemessen. Die
Messungen an beiden Positionen waren konsistent in Bezug auf die Anzahl und die Dimensionen der
beobachteten Geschwindigkeitskonstanten. Die Riickfaltungsreaktion von Pel-15 bestand im
Wesentlichen aus zwei unterschiedlichen Teilreaktionen, von denen eine der spontanen Entstehung
von HF und eine der langsamen Relaxationsreaktion entspricht. Zur besseren Ubersicht sind die
Ergebnisse, die aus den Messungen bei 325 nm und bei 348 nm erhalten wurden, getrennt dargestellt.

Die Messergebnisse der fern-UV CD-Kinetiken werden am Ende des Kapitels vorgestellt.

3.6.3.1. Die Riickfaltungsreaktion von Pel-15 WT in der Fluoreszenz

Die Riickfaltungsreaktion im langwelligen Emissionsbereich (348 nm)

Bei 348 nm lieen sich zwei Riickfaltungsphasen beobachten. Nach Einleitung der Riickfaltung in
Gegenwart von EDTA sank das Signal zunéchst schnell (k> 5 s in 50 mM GdmHCI) auf das Niveau
des Zwischenzustands ab (Abb. 3-37) und relaxierte dann in einer langsameren Reaktion auf das
Fluoreszenzniveau des entfalteten Zustands. Fine Totzeitamplitude war bei 348 nm nicht zu
beobachten. In Gegenwart von EDTA lieen sich die Riickfaltungskinetiken bei 348 nm in guter
Néherung durch die Summe aus zwei Exponentialfunktionen beschreiben. In Gegenwart von
Ca™" stellte sich die Riickfaltung qualitativ sehr dhnlich dar; allerdings wichen die Residuen auch bei
biexponentieller Regression der Daten systematisch ab, was einen Hinweis auf die Existenz einer
weiteren Riickfaltungsphase darstellen konnte. Der Versuch einer triexponentiellen Regression der

Riickfaltungskinetiken lieferte keine eindeutig zu interpretierenden Ergebnisse.
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< 10F Riickfaltung bei 0.05 M GdmCl (348 nm) | _ - _

) i in Gegenwart von 1 mM CaCl, Sowohl in Gegenwart von Ca™ als auch in

S 08 in Gegenwart von 1 mM EDTA -

b . Gegenwart von EDTA unterschieden sich die

o

2 Geschwindigkeitskonstanten der schnellen

c

§ und der langsamen Faltungsphase bei

T

= Abwesenheit von GdmHCI etwa um eine
Groflenordnung (Tabelle 3-12). Die Raten

2

:L.),- werden daher mit kg, und £, bezeichnet. Sie

x

sind als ,schneller Faltungsast”“ und als

,langsamer Faltungsast® in den Pel-15
Abb. 3-36:  Fluoreszenz-Riickfaltungskinetiken  von hevron-Plot eingetragen (A _ 4
Pel-15 WT (Detektion bei 348 nm; 25 mM MOPS, 1 mM Chevro ot eingetragen (Abb. 3-38, 3. 94).
CaCl, bzw. EDTA, 0.05 M GdmHCI, pH 7.0, 20 °C) Durch-
gezogene Linien zeigen die Ergebnisse biexponentieller Re-
gressionen unter Vernachldssigung des ersten Messwertes.

i)  Die Geschwindigkeitskonstanten kps: der schnellen Riickfaltungsphase
(schneller Faltungsast)

Im Bereich unterhalb von 0.4 M GdmHCI lieBen die schnellen Geschwindigkeitskonstanten &, unter
beiden Riickfaltungsbedingungen (Ca** bzw. EDTA) jeweils einen ausgeprigten roll-over Effekt
erkennen, was widerum ein Hinweis auf die Existenz einer weiteren Faltungsphase sein kann.
Oberhalb von 0.4 M GdmHCI zeigten die schnellen Faltungsreaktionen von Pel-15 ein typisches
,,Chevron-Verhalten®, das darauf hindeutet, dass der Ubergangszustand der betrachteten Reaktion
(HF") weniger native, stabilisierende Kontakte ausprigen kann, als der Endzustand (HF) (O'Brien et
al. 2009). Die Extrapolation der linearen Teile der Faltungséste auf entfernte GdmHCI-Konzentratio-
nen lieferte Schnittpunkte mit den extrpolierten Entfaltungsraten. Im Fall von CaCl, lag dieser bei
1.62 =£0.01 M und im Fall von EDTA bei 1.52 + 0.01 M GdmHCI (Pfeile in Abb. 3-38).

ii) Die Geschwindigkeitskonstanten kslow der langsamen Riickfaltungphase
(langsamer Faltungsast)

Die Betréige der langsamen Faltungsphasen k,,, waren fiir die Riickfaltung in Ca®" gegeniiber der
Riickfaltung in EDTA nur geringfiigig erhoht (Faktor 1.4) und wiesen deutlich geringere GdmHCI-
Abhéngigkeiten auf als die schnellen Faltungsraten. In Abwesenheit von Denaturierungsmittel war die
langsame Phase der Riickfaltungsreaktion etwa eine Grofenordnung langsamer als die schnelle

Riickfaltungsphase.

Die Riickfaltungsreaktion im kiirzerwelligen Emissionsbereich (325 nm)
Die Messung von Kinetiken am isofluoreszenten Punkt von N und U eignete sich sehr gut, um die
sprungartige Entstehung und die sich anschlieBende langsame Relaxation der Hyper-Fluoreszenz (HF)

wihrend der Riickfaltungsreaktion getrennt von anderen Effekten zu beobachten (vgl. Abb. 3-30).

91



Ergebnisse

(31193598 SUn3NJIo A INZ I9)[BAN BTUOJA UOA SSIOMISUOI[PUNSL}
uopInm Udje(- (1D 1) ‘IssejoSuotutiesnz uowrerSerq uoSiromal uop Ul puls Iojouwrered-ij USOPIWIS oI ‘SunupiQ ‘[ uonyeay oure ue usyneurysSumye] Jop Sunsseduy Iop smuqaSig
sep s[romal uoS1oz UIuIT 9¢Iom "MZq AZIeMYDS dudF0za3yoIn( "W gzg 19q yenzndifg 10p uonyed "0 Hd ‘V.IAd INW | ‘SdON AW ST Ul LAA ST-19d [w/S1 (S uoA udynaunssunjjepony
-dD AN-YBU :2y12Yy 242pu7) "UIPINM JOUYDIOZIZINE YNOUTY JOp SunssoA yoeu AIp ‘uandddg uadioz uarury auofoza3yonp 9ziemyos ‘uanodszuazsaion],] UoUISSIWIF US[[01UONSTUNIOLINIRUd(
pun -AneN s[e Jop Sun[[eisie( 7Sy "USQIAIYOSaq NZ JYIOUTY us[jenusuodxoouow Jouie i suueds)oyz usuaqagoSue Jop Jne[qy Yoeu JSI0 UoIem Uoje SMODIEW (4) JA "USUIQYISId [eprowsIs
PUSTIYOUNZ UAYIQUTY] JIP SSEPOS ‘SNEISY SUSYOSIJAl SOp 110Z}0 ], Jop she aseyd-3v] aulo P s OO Pun s () USYosImMy "qe JyIess opmidweiwessn) o1p juwiu S [[Hwpn] 10pusSIols A “ZuozsaIon],|
-AI)EN JOp dUoeJQ'] Sep Jne SUSYOSI[A SOp J19Z)0] IOp qreyouur sopueysnyz , JH sourd JunSeidsny oydpnod {De) AW | U0A JIBMUISID Ul LA\ ST-[9d U0A U BIUD{SSUN)[eony
-ZUIZSAION[ :ay1y asapnpy IssedoSue oseyq ofenuouodxd oS1zule duU yYoINp JOIY ISI [DWPD N S0 1°0q Sumjeq oI -USPIOM USQILIYISdq dseyd o[enusuodxs deredes spe
1SQ[eSINe YOIIIeZ uonyeaIsSume,] S[[ouyos dIp uuey] [DWPD JA St'( "€ UOA UOHBNUSZUOY] JOUIS qV "V IAH NW | uoa emusden ur (', Hd ‘SAON INW ST UI ST-1od Twy/S1 o] uoa Sumyepony
‘WU §TE€ 199 JIANYNIIP “UINPIUN-ZUIZSAION] 2419y 242G ‘UISUNSUIPIGSTUNI[LJONY UIUIPIYISIIA 19q LA\ STI-[9d U0A U pIuUn{sunjepony dsidueyqe-[DHWP :LE-€ 'qqV

S/uez S/ ez $/UeZ S/¥9Z S/yez
000c 000} 0 00FL 00CL 000l 008 009 O0OF 00T O 009 00s ooy [e[o3 00c o[o]3 0 00g ooy 00g 00z [e[o% 0 00F 0% 00¢ 0T 00Cc OSL 00 0% 0
© )

L I S e [ S S L B R B s e 7

“ M|

%g_ , E _ oz- Eggiséﬁ i .ﬁ ! 4 _£ oz | °
éﬁ 1 = 17 f =
_ a1- | x_ il - | 2
@
I [ I «
3 zi- - zi-
L e | de- |
N a0
[,01XaL0 % oixgpa= oy i [ 20000 7 £200°0 =" T [ 1000 % 01100 = % i [ 0007 £e00 =" r ]
I BT0¥086=Y o SE0F S50 =Y A I si0Fsrli=v 1" F SiLEeEs=y ¥ or 17
I LEDFE82E =0 . I szosscvz=o . I sz0% 006z - ok E | cioFevsz =08 — 3 g
) . 0 ) 1 . . . . . 0 ) | . . . 0 . ) . . . lo . . . . . . . 0
1SWpPS N 96°0 1DWpPH WGL0 1QwpD W 250 1QWpS W 9¢°0 1QWpD W LL'0
sruez s /yez s /yez Sryez s /¥ezZ
oorl 00ZL 000L 008 009 0OF OOC 0 OOl o00ZL 000, 008 009 0O OQOT 0 00l 00ZL 0O0OL 008 009 00F 00T o 00vl 00Tk O000L 008 009 O0OF Q0T 0 o0oFl 0OZI 000L 008 009 QOF 00T 0
— 11— . ———T———T————7— . - 1
_3;3(,._ s AT M tbgp ._m _., e oA el I T - ._m
T 7 7 } Pl 4 .
E i r 1z | o _ 1z _
@
L Joez | Josz | o o8z oo — T
<4 L 4 - - o
i Dt SR 3
L Yoze | .J.]J/u oze 102€ 1 1 &
L wu / sBuglualaM E r wu ¢ 2Bugjualiap ] r wu 7 aBuguagap 1 I wiu / 3BuglusiRm 1 [ wu 7 sBuglus|Em M
[ore ooy ose oze 098 [ Orr ooy 0% ozt _ 098 pove ooy ose oze No9e [Orb oor 0% o 09 Fopy oor o0se ozE . ¥ =
] z 1 r = i 1 FET = T 3 p FE ] 3 ,” 3 i 2
S L Hoor [ z Hoor tr 00t o Joor tF 1% 2 snovxrz=r §0O¥ B 1000 3 5y gixgp=rery {00 g
\ 00z 8 1 r i 3 1 rL 00z g 1 N ooz 2 00esL="Fy 't 00c 9§ 0005z ="y | @
/&N 008 W S obxbs=y ory [ 2 S0V xEg=2] oy o%w P —. ovP T[ 008 & s oLxreg="% 0PY 'F 00¢ W S 0L xosE=" | [s):44
L Joor ¢ 00zse=v rr g” 001£9=v Mt ooy * “oozer=v | [t 007 o° 0009E1 ="y ] [E 00y oosozk ="y ]
|| TR . P ooezez =4 ooy - Lo on @ o00zoe="4108% L, 0 sl 768 ooosoe =" 087 [La a1t udpes ¥ ooossc=t4 OBV L, L W4 005 ¥, _ Oooesz =04 7 08%
" " " . . . ST bt " ; " ] . A \ , \ \ ; . ! . n n n . : ;
* * 5 00z 39 Torssaibay eoion — T5 001 98 ) Uoissaiboy dxaoon — : : : : : UoISSeIbay dXa1g —— UoISsaIbaY ‘0XS0UOL = - = Uorssaiboy dxalq — Uoissaibey ‘dxaouol - - -
S/uez CRRIEY4 S/¥sZ s/uez S /8zZ
00¥L 00Ch 000L 008 009 0OF OOT 0 00¥L O0O0CL 00OL 008 009 OQOF Q0T 0 ookl 00ZL 000L 008 009 OOF 002 0 oo¥l 00ZL 000L 008 009 OOF 00T 0 O00rL 00CTL O0O0QL 002 Q09 QOF Q0T 0
—r — —r— & — T T . . ——r— .
| 5 " L_o F o PAL, . o _atlo ._m n Wt st e o s - >._m
PEA ol iwAYasn ] it T i~ [T 12 0 N ¥ TPy 79
S \
p [ . [orr 00r 095 0% F a ] o
[ D 3
—TT 0 5 3
w0 & {082 i B 0 qosz | F L T oo B d o8z | - osz ose
1z 1ome [F z 1 [ b g 1 [ 1.+ {oze ©
00z S q0Z¢ L 5 102¢ [ g q0ze F 4 oze w
0oe W e = T rt > T 1 L wu  abuejuajsp 4 o9e a
N\ oy ¢ 09¢ r CN 309¢ m: - 09¢ [ObF 00F 092 Oz€ 409€ [ orr o0Or 0% o0ZE I
. 005 7 i | T g oo : ] [F ) g ] LT S ] 2
r q00¥ [ele] 4 . 400v [ l Hdoor [ [ 4000 o 00F o,
P Apovem, - J ] [ e L+ S ] FE 00z © 1 3
F Horr E , _ oy« _mony, 4 ObY - _ wor, o, LT = L b = Yoy @
! i froorermrmne e ShgOLxLe= ‘Mj 00521 LH?.. xx%ww - .ﬁu ,mw%.w i _EM orv It S, s 0Lx0g="" ory | F 08 = o 0L XL ="
SIL 01Xzl =4 ‘00EL6 = ¥ s/l (0L X 1’67 =" 100069~ = v r = P e g 0008z = v F 0or o 000szz =y |
- 000zzy =94 1 08V | 000k =94 1 08F - g0 PO 0 05 g & ooveee="4 JO8Y F [y 0 v 04 s W 1ope © 00009z =% 4 08F
P R T S SR St S P S TR SR R St S e P T PR E————— PR R R
uoissaiBay dxaouow — uoissaiBey dxalg — Bunsseduy “dxalg — uoissaibay dxaouow — uoissaIbay “dxaouow —

IQWPD W SL0 IJWPO N €970 IDWPD N €570 IDWPO W 220 IQWPO N S0°0

v1d3 nw L

floeD WW |

vid3 nw



Ergebnisse

Bei geringstmdglichen GdmHCI-Konzentrationen (50 mM GdmHCI) nahm die Fluoreszenzintensitit
innerhalb der Totzeit um das 1.9fache (1 mM EDTA) bzw. das 1.6fache (1 mM CaCl,) zu.

In Abb. 3-36 (obere und mittlere Reihe) sind einige reprisentative Riickfaltungskinetiken dargestellt,
wie sie sich in Gegenwart von Ca’" bzw. EDTA bei 325 nm darstellen. Es zeigt sich, dass zwischen
beiden Riickfaltungsbedingungen wesentliche Unterschiede bestehen. Im Fall der Riickfaltung in
Gegenwart von EDTA lieBen sich die HF-Abklingkurven bei allen GdmHCI-Konzentrationen
monoexponentiell beschreiben; die Geschwindigkeitskonstanten lagen in sehr guter Ubereinstimmung
mit den langsamen Riickfaltungsraten, die bei 348 nm detektiert wurden. Unter Ca**-Bedingungen war
dies nicht der Fall. Hier ergab sich die Relaxation von HF bis zu einer Konzentration von 0.35 M
GdmHCI als biphasische Reaktion (vgl. Abb. 3-36, mittlere Reihe). Das bedeutet zwingend, dass die
Riickfaltung von Pel-15 in Gegenwart von Ca’" insgesamt durch die Summe von mindestens drei
Exponentialfunktionen beschrieben werden muss, von denen eine auf die Entstehung von HF und zwei
weitere auf die Relaxationsreaktion von HF zu N entfallen. Da die Amplitude der langsameren
relaxationsphase mit zunehmender GdmHCI-Konzentration abnimmt, vereinfacht sich die
Riickfaltungsreaktion bereits ab 0.33 M GdmHCI apparent zu einem monoexponentiellen Zusammen-
hang. Trigt man vergleichend die bei 348 nm und bei 325 nm bestimmten Geschwindig-
keitskonstanten in einem Chevron-Plot gegen die GdmHCI-Konzentration auf, so erhédlt man drei
Faltungsdste mit unterschiedlichen Anstiegen (Abb. 3-38A). Die Auftragung der apparenten Raten der
EDTA-bestimmten Riickfaltung liefert zwei Faltungsiste (Abb. 3-38B, S. 94).

Unter EDTA-Bedingungen (obere Reihe in Abb. 3-36) dndert sich bei steigenden Denaturierungs-
mittelkonzentrationen die ,,Richtung® der Riickfaltungskinetiken. Die Ursache dieses Phdnomens ist
komplex: Zum einen sinkt mit der Erhoéhung der GdmHCI-Konzentration die Amplitude der
langsamen Phase, die nach dem Faltungsmodell von Pel-15 (vgl. Abschnitt4.2.1.1, S.115) die
Konversion von HF,, zu HFy, anzeigt. Die apparente Rate dieser Reaktion bleibt in etwa konstant
(vgl. Chevron-Plot, Abb. 3-38A, S. 94). Die Amplitude der schnellen Phase, die der Entstehung von
HF entspricht, @ndert sich zwar wenig, allerdings nimmt ihre beobachtete Geschwindigkeit mit
steigenden GdmHCI stetig ab. Als Konsequenz steigt der Endwert der Riickfaltungskinetiken
systematisch an und die Riickfaltung ergibt sich als ein komplexes kinetisches Signal, das sich nur bei

sehr niedrigen und bei sehr hohen GdmHCI-Restkonzentrationen eindeutig einer bestimmten
Teilreaktion zuordnen ldsst. Bei sehr niedrigen GdmHCI-Konzentrationen ist der Anteil von HF im
Renaturierungsansatz sehr gering (Abb. 3-36, obere Reihe, linkes Diagramm). Man beobachtet daher
mit groBer Amplitude die langsame Entstehung von HFgy aus HF,,. Bei sehr hohen GdmHCI-
Restkonzentrationen (> 0.75 M) entsprechen die Renaturierungskinetiken von Pel-15 WT nur noch der

monoexponentiellen Entstehung von HF (Abb. 3-36, obere Reihe, rechtes Diagramm).

Der grundlegende Unterschied zwischen der Riickfaltung in EDTA und der Riickfaltung in CaCl,

besteht — neben der Existenz einer zusitzlichen Riickfaltungsphase — in der Anreicherung von HF am
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Ende der Riickfaltungsreaktion. Wie sich dies bereits in den Gleichgewichtsiibergéingen angekiindigt
hat (vgl. Abb. 3-9; S.57) und wie es sich in den Kontroll-Fluoreszenzspektren (Einschubdiagramm in
Abb. 3-36) andeutet, geniigen millimolare Ca**-Konzentrationen, um den nativen Zustand zu stabili-
sieren und die Anreicherung von HF wéhrend der Riickfaltungskonzentration fast vollstidndig zu unter-

driicken.

3.6.3.2. Die Riickfaltungsreaktion von Pel-15 WT im fern-UV CD

In der unteren Reihe von Abb. 3-36 sind Riickfaltungskinetiken dargestellt, die mittels CD-Spektros-
kopie im Fern-UV Bereich bei einer Wellenldnge von 222 nm gemessen wurden. Die Riickfaltung bei
minimalen GAmHCI-Restkonzentrationen fiihrte zu einer sprungartigen Wiederherstellung des Signals
der nativen Kontrolle. Fiir die Auswertung nach einem monophasischen Modell stand erst ab 0.36 M
GdmHCI eine ausreichend hohe Elliptizitdtsamplitude zur Verfiigung. Hinsichtlich ihrer Betrdge und
ithrer Denaturierungsmittelabhingigkeiten entsprechen die k,,, der Faltung aus den CD-Experimenten
in etwa den ky,, aus den Fluoreszenzexperimenten. Eine Entsprechung fiir die langsame Phase der HF-

Relaxation war in den CD-Kinetiken nicht nachweisbar.

A B
-1 ° BL T T T T T T T -1 T T T T T T T T
Y . -.‘
2F T 1 mM EDTA A ) N 1 mM CaCl, -
‘e
3 O’. 1 -3 [ O, "Q b
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uoreszenz: XN K
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Abb. 3-38: Apparente Geschwindigkeitskonstanten der Riickfaltung von Pel-15 aus GAmHCI. (A) Riickfaltung in
Gegenwart von 1 mM EDTA. (B) Riickfaltung in Gegenwart von 1 mM CacCl,. Kreise entsprechen apparenten Raten
aus Fluoreszenzexperimenten. Dreiecke kennzeichnen Raten aus fern-UV CD-Kinetiken. Punktierte Linien sind lineare
Extrapolationen der Faltungséste. Pfeile kennzeichnen die Schnittpunkte mit den linear extrapolierten Entfaltungsraten.

Tabelle 3-12: Apparente Raten in Abwesenheit von GdmHCI

K X 107/ 87! kx 10% s Keow X 102/ 57!

(schneller Faltungsast) (mittlerer Faltungsast)  (langsamer Faltungsast)

EDTA CaCl, - nur CaCl, - EDTA CaCl,
Fluoreszenz (348 nm) 86.42+22.09 65.62+16.77 5.17+0.74 0.92 +£0.07 0.78 £ 0.42
Peptid-CD 53.69+1595 41.85+16.38 -- - -

Steigung des Faltungsastes (m / sM™"
global (Fluor. & CD)  -7.01 -6.13 -3.11+£0.13 0.90 £0.23 0.58 £0.16

Anmerkung: Die lineare Extrapolation zur Bestimmung von kg (OM GdmHCI) erfolgte unter Vernachldssigung der
roll-over Phase.
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3.6.4. Faltung und Entfaltung der Pel-15 Varianten DCCA und DVAA

Ziel der kinetischen Untersuchungen von DCCA und DVAA war es, die Existenz hyper-fluo-
reszierender Faltungszustéinde in den Riickfaltungsreaktionen beider Mutanten nachzuweisen und den
Einfluss der eingefiihrten Punktmutationen auf den Faltungstyp zu untersuchen. Dabei galt es
festzustellen, inwiefern sich die unter Gleichgewichtsbedingungen beobachtete Destabilisierung von
DCCA und DVAA auf eine verdnderte kinetische Kooperativitit einzelner Faltungsphasen
zuriickfithren ldsst. Die Riickfaltungskinetiken beider Mutanten wurden mittels Fluoreszenz im
Bereich der jeweiligen Iso-Fluoreszenzpunkte zwischen N und U bei den Wellenldngen 320 nm
(DCCA) und 330 nm (DVAA) vergleichend zum Wildtyp-Protein gemessen.

Die Riickfaltungsreaktionen von DCCA und DVAA werden separat voneinander dargestellt.

Die Faltungsreaktion der Pel-15 Variante DCCA

Die oberen zwei Reihen in Abb. 3-41 (S. 95) stellen die DCCA-Riickfaltungsreaktion bei verschiede-
nen GdmHCI-Konzentrationen vergleichend fiir EDTA und CaCl, dar. Sie verdeutlichen, dass DCCA
auch in Gegenwart von Ca®" ein hyperfluoreszentes Faltungsintermdiat (HF) populiert. Dies ist ein
grundlegender Unterschied zur Faltungsreaktion des WT-Proteins, in dem HF nur bie Anwesenheit
von EDTA nachweisbar war. Das Intermediat trat im Fall von DCCA bei GdmHCI-Konzentrationen
von mehr als 0.45 M GdmHCI aus der Totzeit des Mischens heraus und war dann als separate,
kinetische Phase zu beschreiben. Die Kinetik der HF-Relaxation war ein biexponentieller Prozess.
Insgesamt ergeben sich daher fiir die Faltungsreaktion von Pel-15 DCCA im ,,Chevron-Plot* drei
Faltungséste (Abb. 3-39). Die zwei langsameren Faltungsiste charakterisieren die Kinetik, mit der der
HF-Zustand verlassen wird. Der schnelle Faltungsast, der erst bei hdheren GdmHCI-Konzentrationen
aufzuldsen war, charakterisierte die Denaturierungsmittelabhéngigkeit der Entstehung von HF.

In Gegenwart von EDTA lief die Riickfaltung von DCCA deutlich langsamer ab als in Gegenwart von
CaCl,. Das grundlegende Muster der Faltungsreaktion war allerdings nicht veréndert. Die Amplituden
der einzelnen Faltungsphasen belegen, dass jede der ermittelten kinetischen Phasen durch ausreichend
grofle Anteile am Gesamtsignal bestimmt ist. Amplituden mit negativem Vorzeichen wurden jeweils
fiir die Reaktionen erhalten, die die Entwicklung der Hyperfluoreszenz beschreiben. Alle Faltungséste
der DCCA-Chevron-Plots unterlagen sehr &hnlichen Denaturierungsmittelabhingigkeiten. Eine

GdmHCIl-unabhéngige Teilreaktion, wie sie im Fall des WT-Proteins beobachtet wurde, war bei

Umseitige Abbildung:

Abb. 3-39: GdmHCI-abhiingige Renaturierungskinetiken in Gegenwart von 1 mM CaCl, bzw. 1 mM EDTA -
Vergleich der Pel-15 Varianten DCCA und DVAA (Einleitung der Riickfaltung: 1:100 Verdiinnung von 1 mg/ml
GdmCl-denaturiertem Protein in GdmHCI-haltigen Riickfaltungspuffer, 20 °C; Anregungswellenlédnge: 280 nm;
Detektionswellenldnge: 320 nm (DCCA) / 330 nm (DVAA)); die Intensitdtsniveaus nativer und denaturierter Kontrollen
sind als punktierte bzw. unterbrochene Linien in die Diagramme eingezeichnet oder als numerische Angaben iiber den
entsprechenden Diagrammfeldern angegeben. Insets zeigen die Fluoreszenzspektren der Nativ- und Denaturierungskon-
trollen sowie die nach Beendigung der jeweiligen Messung aufgezeichneten Fluoreszenspektren der renaturierten Probe.
Konzentrationsangaben iiber den Diagrammen geben die GdmHCI-Konzentration an, bei der die jeweilige Riickfaltungs-
reaktion beobachtet wurde.
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Chevron-Plots (Faltungséste) Verteilung der Signalamplituden
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Abb. 3-40: Ubersicht iiber die Faltungsreaktion von Pel-15 DCCA Obere Reihe: Faltung in Gegenwart von 1 mM
CaCl,. Geschwindigkeitskonstanten und Amplituden, aufgetragen iiber die residuale GdmHCI-Konzentrationen;
schwarze Symbole: k,,, aus biexponentieller Regression; rot: k,,, aus triexponentieller Regression. Untere Reihe:
Faltung in Abwesenheit von CaCl,. Die Durchfiihrung triexponentieller Regressionen war in diesem Fall nicht
notwendig, da die HF-Abklingurve ab etwa 0.5 M GdmCl einer Reaktion 1. Ordnung entsprach.

Tabelle 3-13: Geschwindigkeit der Pel-15 DCCA Riickfaltung in Abwesenheit von Denaturierungsmittel

Riickfaltungsraten k,,, x 102 /s Steigung der Faltungsiste m / (sM)™!

k; k; ks my m; ms
ImMCaCl2 1.2+0.3 62+1.6 153114 -6.40 + 0.45 -7.78 £0.31 -4.78 £0.73
I mM EDTA 3.8+1.3 18.1£4.9 222.8 £316.0 -7.19+£0.62 6.82 £0.26 -7.54 +£0.99

Anmerkung: Riickfaltung in Gegenwart von 25 mM MOPS, 1 mM CaCl, bzw. 1 mM EDTA, pH 7.0, 20 °C; k;, &,
und k; bezeichnen die schnelle, die mittlere und die langsame Faltungsrate von DCCA. Die
Steigungen der Faltungsiste sind in der gleichen Weise gekennzeichnet.

Pel-15 DCCA unter keiner Bedingung festzustellen.

Die lineare Extrapolation der schnellen Faltungsiste auf GdmHCI-freie Bedingungen ergab fiir die
DCCA-Riickfaltung in Gegenwart von CaCl, eine HWZ von t;, = 0.3 £ 0.59 s. Die Bildung von HF
unter EDTA-Bedingungen war mit einer HWZ von t;, =4.5+0.17 s fast um eine GréBenordnung

langsamer.
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2 T T T T T T T T T

Die Faltungsreaktion der Pel-15 Variante DVAA L |
Die Faltung der cysteinfreien Pel-15 Variante al _
DVAA wurde bei den GdmHCI-Restkonzentratio- 5p B 5 ]
nen 0.06 M, 0.12 M, 0.18 M, 022 M, 028 M und ~ » [ LI ]
< T} .

0.33 M analysiert (Abb. 3-41, untere zwei € 8 LovAA-Faung mit 1 mM EDTA: |

. K5 (schnelle Faltungsphase)
Relhen). 9F Ksow (langsame Faltungsphase) B
DVAA-Faltung mit 1 mM CaCl,

Das Muster der DVAA-Riickfaltung aus GdmHCI 101 0 kaus monoexp. Regression |
A= ko von Pel-15 WT (1 mM EDTA) . g

war den Riickfaltungskinetiken von DCCC bzw.
000 010 020 030 040 050

DCCA schr éhnlich: In allen Féllen wurde [GdmCil/ M
Abb. 3-41: DVAA Chevron-Plot (Faltungsast)
innerhalb der Totzeit ein hyperfluoreszenter  Vergleich der DVAA-Faltungsraten in 1 mM CaCl, und
. . . 1mM EDTA. Die Faltung unter Ca*'-Bedingungen
Zustand populiert, der in einer langsamen Folge-  erlaubte nur die Auswertung der langsamen HF S N
Reaktion. Unter EDTA-Bedingungen lieBen sich beide
Phasen ermitteln. Schwarze Symbole kennzeichnen die
Kqpp der Faltung in Gegenwart von 1 mM CaCl,, graue
Symbole kennzeichnen die Faltung in Gegenwart von
Zeitkonstanten dieser Abklingreaktion unterschied 1 mM EDTA. Die Faltung wurde eingeleitet durch eine
1:100 Verdiinnung von 1 mg/ml Pel-15 DVAA (3 M

sich DVAA gravierend von den anderen Pel-15 GdmCl) in Renaturierungspuffer bei 20 °C. Die Kinetiken
wurden bei 330 nm und bei 348 nm gemessen.

reaktion wieder abklang. Lediglich in der Stabilitét

des hyperfluoreszenten Zustands sowie in den

Varianten. So verkomplizierten sich die beobach-

.. . . ) . . Tabelle 3-14: Riickfaltung von DVAA in 0 M GdmHCI
teten Kinetiken bereits bei vergleichsweise nied-

. . . kSOW mSOW kﬂS’ m&lS
rigen GdmHCI-Restkonzentrationen zu biexpo- l : B
CaCl, 1.06+0.21 -7.22+0.45 nd.
nentiellen Zusammenhdngen. In Gegenwart von EDTA 0394010 -6.65+050 n.d.

EDTA wurde es hierdurch moglich, die schnelle Anmerkung: Ky, langsame Ky, der Faltung in 107 s
Entstehung von HF .., ab 0.12M GdmHCI als Myioy: Anstiege der langsamen Faltungséste
eigene kinetische Phase zu beschreiben (=schnelle Phase). In Gegenwart von Ca>" war dies nicht
mdglich, da sich die Entstehung von HF in diesem Fall lediglich als /ag-Phase abzeichnete.

Die Totzeitamplituden, die die Entstehung von HF,., zu Beginn der Riickfaltungsreaktionen
anzeigten, wurden in allen Féllen durch steigende GdmHCI-Konzentrationen verringert; dies
begriindet sich in einer verlangsamten Entwicklung von HF ... Die in den Einschubdiagrammen in
Abb. 3-41 dargestellten DVAA-Fluoreszenzspektren, zeigen an, dass die renaturierten Proben mit
zunehmender Denaturierungsmittelkonzentration eine langwellige Emissionsflanke hinzugewinnen.
Wie im Fall des WT-Proteins ist dies ein Hinweis auf einen steigenden Anteil von HF .. Die
Gegenwart von CaCl, reduzierte diesen Effekt erheblich.

Die ,,Chevron-Faltungséste” der langsamen HF .,,.-Relaxation sind ungeféahr linear und weisen, ganz
im Gegensatz zum WT-Protein, jeweils deutliche Denaturieungsmittelabhdngigkeiten auf.

Die Tatsache, dass Ca**-Ionen die Riickfaltung von DVAA im beobachteten MaBe beeinflussen, ist
aufféllig und widerspricht den Gleichgewichtsexperimenten; anhand dieser hétte man erwartet, dass

die Kinetiken in Gegenwart und Abwesenheit von CaCl, identisch sind (vgl. Abschnitt 3.3.3.4, S. 65).
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3.6.5. Entstehung einer schnell entfaltenden Spezies wihrend der Riickfaltung:
Inverse Doppelsprungexperimente

Wihrend der Entfaltung einer Ldsung nativen Proteins ist die Identifizierung von transient
auftretenden Faltungsintermediaten normalerweise nicht mdglich, da diese energetisch ungiinstigen
Spezies nicht populiert werden, sondern sofort zu einem energetisch giinstigeren Faltungszustand
weiterreagieren. Durch inverse Doppelsprungexperimente ist es moglich, die Zeitabhédngigkeit der
Population solcher produktiven Faltungsintermediate zu {iberpriifen. Die Identifikation der
unterschiedlichen Faltungsspezies erfolgt anhand ihrer charakteristischen k,,, der Entfaltung. Hierzu
wird eine vollstdndig denaturierte Proteinlosung zum Zeitpunkt #, renaturiert und nach Ablauf eines
bestimmten Zeitintervalls (A7) wieder denaturiert. Nach kurzen A¢ wird ein Grofiteil der Molekiile des
Riickfaltungsansatzes noch im entfalteten (U) oder bereits in einem intermedidren (I, I;, etc.) Zustand
vorliegen. Der Anteil nativer Spezies N wird zu diesem Zeitpunkt noch gering sein. Uberfiihrt man ein
solches Speziesgemisch in denaturierende Bedingungen, wird die Signalintensitit zu Beginn der
Entfaltungskinetik durch das Mischungsverhéltnis aller in der Losung vorliegender Faltungsspezies
bestimmt. Die detektierte = Abklingkurve ergibt sich als Summe der apparenten
Geschwindigkeitskonstanten aller ablaufenden Teilreaktionen, wobei partiell gefaltete Zustinde in der
Regel schneller entfalten als die N-Form. Wird die Entfaltung des gleichen Renaturierungsansatzes
nach unterschiedlichen At wiederholt, kann die Verdnderung der k,,,-spezifischen Amplituden
analysiert und daraus die Zeitabhiangigkeit der Entstehung von I und N geschlossen werden. Fiir die in
Abb. 3-42 zusammengefassten inversen Doppelsprungkinetiken wurde Pel-15 in Gegenwart von
1 mM CaCl, bzw. 1 mM EDTA in 6.3 M GdmHCI entfaltet. Die Differenz zwischen den Fluoreszenz-
intensitdten von Losungen vollstindig denaturierter (Fp) und nativer Pel-15SWT (Fy) diente als
Normierungsgrundlage fiir die Kontroll-Kinetiken und fiir die nach A4¢ aufgezeichneten Denaturie-
rungskinetiken. Die Totzeit-Amplituden der Denaturierungskinetiken betrugen 49.1 % bei der
Entfaltung in Gegenwart von 1 mM EDTA und 35.9 % bei der Entfaltung in Gegenwart von 1 mM
CaCl,.

Die Riickfaltungsreaktion von Pel-15 WT wurde in einem zeitlichen Bereich zwischen 15 s und 1800 s
bei einer Restkonzentration von 0.5 M durchgefiihrt, um die Entstehung von N zu verzdgern und
dadurch die Population transienter Intermediate zu begiinstigen. Die nach verschiedenen Renaturie-
rungszeiten (4f) aufgezeichneten Entfaltungskinetiken wurden auf die Niveaus nativer und dena-
turierter Kontrollen normiert und biexponentiell angepasst. Aus den Fits ergaben sich zwei unter-
schiedlich schnell entfaltende Spezies, die gemil ihrer Entfaltungsgeschwindigkeit mit Xy, und Xy,
bezeichnet wurden. Die Entfaltungsgeschwindigkeiten von X, und X, unterschieden sich um etwa
eine GroBenordnung und betrugen fiir die Entfaltung in Gegenwart von 1 mM EDTA kyyepra =
0.18£0.06 s und Kiow,epra = 0.010 £ 0.001 s, Die Gegenwart von 1 mM CaCl, verlangsamte die
Entfaltung von Xy, um den Faktor 1.9 auf ky cucr =5.28 x 10°+0.26 x 10°. Die Geschwindigkeit

der Entfaltung von X,,, war kaum verdndert und betrug Kkyo,coo+=0.12+0.04 s'. Die
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Abb. 3-42: InvDS Experimente [Denat. (5.0 M GdmHCI) > Renat. (0.5 M) > Denat. (6.2 M GdmHCI)]

(A), (B) Darstellung reprisentativer Denaturierungskinetiken. Zeitangaben entsprechen der Renaturierungsdauer Az.
Die Kontroll-Kinetiken der Denaturierung zum Zeitpunkt A7 =o0 sind als dicke, unterbrochene Linie dargestellt. Alle
Denaturierungskinetiken wurden vor ihrer biexponentiellen Anpassung auf den maximalen Signalunterschied zwischen der
nativen (N) und der denaturierten (U) Kontrolle normiert. Die Abweichungen der Fitergebnisse von den jeweiligen
Messwerten sind als Residuen in verschiedenen Graustufen iiber den Diagrammen abgebildet. /nsets: Kontroll-Kinetiken
der Denaturierung in 6.2 M GdmCl (/) bzw. der Renaturierung in Gegenwart von 0.5 M GdmCl (2). (C) Aus
biexponentiellen Regressionen erhaltene Amplituden der schnellen (offene Symbole) und der langsamen
Entfaltungsphase (geschlossene Symbole), aufgetragen iiber die Renaturierungsdauer A¢. Durchgezogene Linien im oberen
Diagrammfeld illustrieren die Ergebnisse der biexponentiellen Anpassung der Amplitudenverteilungen. (D) Zu- und
Abnahme von A, Durchgezogene Linien zeigen das Ergebnis der biexponentiellen Regression der Zu- und Abnahme
von X, im Vergleich zwischen Ca* (grau) und EDTA (schwarz). Sterne (*) markieren jeweils die Renaturierungszeit
Atyay, nach Ablauf derer X, maximal populiert ist. Alle Fluoreszenz-Kinetiken wurden bei einer Wellenlédnge von 353 nm
detektiert.

Entfaltungsgeschwindigkeiten von X, finden ihre Entsprechung in den zuvor dargestellten
Entfaltungsexperimenten (vgl. Pel-15SWT Entfaltungsast, Abb. 3-31).

Mit dem Fortschreiten der Renaturierungsreaktion liel sich aus den verénderten Amplitudenanteilen
der schnellen und der langsamen Entfaltungsphase die An- bzw. Abreicherung von Xj, und Xy,
ablesen. Die Entstehung von Xj,,,, lie sich bei Renaturierungszeiten von At > 60 s durch eine mono-
exponentielle Funktion mit einer Rate von 8.7 x 10° £ 0.5 x 107 s beschreiben. In Gegenwart von
EDTA war diese Rate auf 6.5 x 10° + 0.3 x 10” s verlangsamt, unterschied sich also nur geringfiigig
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Tabelle 3-15: Ergebnisse der Inversen Doppelsprungexperimente in 1 mM CaCl, und 1 mM EDTA

Biexponentielle Anpassung der Denaturierungs-Amplituden

1 mM EDTA 1 mM CaCl,

Kk x10° /s kyx10° /s Kk x10° /s kyx10° /s
Entstehung/Verschwinden X, 21 + 14 7+3 44 +£22 13£5
Entstehung* X,,, - 8.7+0.5 - 6.5+£0.3

Mittlere Geschwindigkeitskonstanten der Kontroll-Kinetiken

k;x10° /s kyx10° /s k;x10° /s kyx10° /5™
Renaturierung (0.5 M GdmHC) 16.1+0.1 3.52+0.04 225+0.1 5.59+0.04
Denaturierung der Renat.-Proben  0.18 +0.06 - 0.12 +£0.04 -

*) berechnet nach einer Renaturierungszeit 4¢ = 60 sec.

vom Ca’'-Fall. Xpuse war nach 4t,,,=53s (1 mM CaCl,) bzw. nach 4t,,. =67 s (EDTA) maximal
populiert und nahm dann wieder ab. Die Entstehung und das Verschwinden von X, wurde durch eine
biexponentielle Funktion beschrieben. Es ergab sich fiir die Entstehung von Xj,, in Gegenwart von
EDTA eine Rate von 0.021+0.014 s und in Gegenwart von CaCl, von 0.044 +0.022 s'. Die
Abklingphasen waren in beiden Fillen deutlich langsamer. Sie betrugen 0.007 + 0.003 s™ fiir die Ab-
nahme von X, in Gegenwart von EDTA und 0.013 £ 0.005 s fiir die Abnahme von Xus: In Gegen-
wart von CaCl,. Bei der Entstehung von X, wurde die Existenz einer Totzeitamplitude beobachtet,

deren Anteil am Gesamtsignal GdmHCI-unabhéngig zwischen 10 % und 20 % liegt.

3.6.5.1. Limitierte Doppelsprungexperimente (N — HF — N)

Nach dem Faltungsmodell, das anhand der in dieser Arbeit zusammengetragenen Daten postuliert wird
(vgl. Abschnitt4.2.1.1, S.115), muss sich HF als heterogener Zustand darstellen. Das Ziel der
limitierten Doppelsprungexperimente war es, zu iiberpriifen, inwiefern die fiir diesen heterogenen
Zustand vorhergesagten Spezies HF ., und HFp, in einem Isomerisierungsgleichgewicht stehen. Dazu
wurde eine Losung nativer Pel-15 fiir verschieden lange Zeiten in 25 mM MOPS, 1 mM GdmHCI,
1 mM EDTA, pH 7.0 inkubiert, bevor ein Aliquot dieses Ansatzes in GdmHCIl-freien Riickfaltungs-
puffer verdiinnt und die damit einhergehende Anderung des Fluoreszenzsignals detektiert wurde. Im
Fall einer langsamen Isomerisierung zwischen konformationell unterschiedlichen HF-Zustinden wiir-
de man erwarten, dass die beobachtete Riickfaltungsreaktion bei kurzen At schneller ist bzw. eine
groflere Totzeitamplitude besitzt als nach langen Az. In Abb. 3-43 sind die Start- und Endwerte der
Riickfaltungskinetiken gegen At aufgetragen. Sie zeigen im Zeitraum von 100 s keine Verdnderung —
die Kinetik der Bildung von N war stets in der Totzeit des Mischens abgeschlossen. Die Entstehung
einer zweiten HF-Konformation deutete sich weder in einer verdnderten Fluoreszenzemission des

Entfaltungsansatzes an, noch war diese anhand einer verdnderten Riickfaltungsreaktion aufzuldsen.
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3.7. Eigenschaften des hyperfluoreszenten Intermediates HF
In diesem Ergebnisteil sind Ergebnisse dargestellt, die den Kenntnisstand zu strukturellen und
dynamischen Eigenschaften von HF vertiefen und die spitere Postulation eines giiltigen Faltungs-

modells unterstiitzen.

3.7.1. Rekonstruktion des Fluoreszenzspektrums von HF aus Kinetischen Daten

3.7.1.1. Kurzzusammenfassung

Bei der Riickfaltung von Pel-15 WT aus einem GdmHCI-induzierten Entfaltungszustand entwickelt
sich das hyperfluoreszente Intermediat HF innerhalb der Totzeit des manuellen Mischens. Unter Ca*'-
freien Bedingungen konnten die aufgezeichneten Kinetiken in guter Néherung als monoexponentielle

Abklingkurven beschrieben werden, die im Faltungsweg der Reaktion HF S N zugeordnet wurden.

3.7.1.2. Rekonstruktion des Fluoreszenzspektrums von HF aus kinetischen Daten

Fiir eine Rekonstruktion der Fluoreszenzeigenschaften von Pel-15 zum Zeitpunkt to=0s wurden
Riickfaltungskinetiken bei unterschiedlichen Wellenldngen detektiert und unter Vernachldssigung der
ersten 10 s monoexponentiell angepasst. Aus den Startwerten der fits lie sich das Fluoreszenz-
spektrum des Pel-15 Riickfaltungsansatzes zum Zeitpunkt ty = 0 s rekonstruieren. Die Spektren aller
renaturierten Proben wurden gemittelt und den Endwerten der Fits {iberlagert, um die
Reproduzierbarkeit der Riickfaltungsreaktion zu iiberpriifen. Die Faltungskinetiken wurden
vergleichend bei 7.9 pg/ml, 11.3 pg/ml und bei 22.6 ug/ml gemessen, um den Einfluss der Protein-
konzentration auf das Riickfaltungsergebnis zu tiberpriifen.

Abb. 3-44 verdeutlicht noch einmal das Prinzip des Experimentes. Zur besseren Ubersicht sind nur die
Riickfaltungskinetiken gezeigt, die bei einer Proteinkonzentration von 7.9 pg/ml gemesssen wurden.
Punkte bei t=0 s entsprechen den Startwerten, die aus den monoexponentiellen Regressionen der
Kinetiken gewonnen wurden. Die durchgezogene Linie am Ende der Zeitachse stellt das Spektrum der
renaturierten Probe dar, wie es sich als Mittel aus allen in diesem Experiment gemessenen Kinetiken

ergibt. Dies zeigt die sehr gute Reproduierbarkeit des Experimentes an.
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Im Vergleich zu dem Spektrum einer

nativen  Kontrolllosung  weisen  die
Fluoreszenzspektren der renaturierten Pel-
15 Proben bei allen
Riickfaltungskonzentrationen eine lang-
wellige Fluoreszenzflanke auf, die sich mit
steigender Proteinkonzentration stérker
auspragt. Die Raten der Riickfaltungs-
reaktionen lieBen keine Abhdngigkeit von
der Proteinkonzentration erkennen. Sie
lagen im Mittel bei k,,, = 0.007 £ 0.002 s
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Abb. 3-44: Pel-15 Fluoreszenz - Riickfaltungskinetiken zur
Rekonstruktion von HF (7.9 pg/ml Pel-15 in 25 mM MOPS,
I mM EDTA, pH 7.0 bei [GdmCl],=0.03 mM; 20 °C).
Messung von Riickfaltungskinetiken bei Wellenldngen im
Bereich zwischen 300 nm und 420 nm. Die gemessenen
Abklingkurven sind punktiert dargestellt. Pfeile: (a) Startwerte
der Kinetiken, erhalten aus monoexponentiellen Fits. Die Fits
selbst sind nicht abgebildet. (b) Die Endwerte der Kinetiken
ergeben das Fluoreszenzspektrum renaturierter Pel-15 WT.

pg/ml  Losung normiert, wobei als

Normierungsfaktor jeweils das Intensitdtsverhdltnis der entsprechenden Denaturierungskontrollen
verwendet wurde.

Die experimentell bestimmte Startwerte-Verteilung (SV.,,) wurde einer Regression nach Gleichung
(25) unterzogen. Das aus dieser Regression erhaltene Ergebnis ist die theoretische Startwerteverteilung
SVieor- Die verwendete Gleichung besal3 die allgemeine Form SV, = G; + G, + U. Die Maxima der
Gaussverteilungen G; und G, wurden auf den Emissionsbereich von Tryptophan und Tyrosin (290 nm
bis 450 nm) festgelegt. Zusétzlich gestattete das verwendete Modell zum Zeitpunkt 7, die Anwesenheit
denaturierten Proteins (U) im Renaturierungsansatz. HF ., ergab sich als Summe der Gauss-Faktoren
G, und G, (G; + G, = SVjjeor - U). Fiir die Anpassung an das Modell wurden lediglich die Startwerte
aus den Renaturierungsexperimenten bei 7.9 pg/ml bzw. bei 22.6 pg/ml genutzt. Die Startwerte der
Kinetiken, die bei 11.3 ng/ml gemessen worden waren, trugen aufgrund hoher Abweichungen nicht
zum Anpassungsergebnis bei (Daten nicht gezeigt). Die Parameter der ermittelten Gauss-Kurven
sowie der theoretische Anteil denaturierten Proteins sind Tabelle 3-16 zu entnehmen. In Abb. 3-45 ist
das Ergebnis dieser Berechnung graphisch dargestellt.

Wie bereits erwihnt, liel sich fiir das Verhdltnis zwischen U und SV, keine Konzentrations-
abhéngigkeit feststellen. Das Intensitétsverhéltnis Z zwischen dem Emissionsmaximum denaturierter
Pel-15 WT (Fuxdenas = 355 nm) und dem von HF ..., (Fuenr = 319 nm) betrug Z = 1.1. Dieser Wert

wurde als Korrekturfaktor verwendet, um HF,,., anhand einer beliebig konzentrierten Losung

denaturierter Pel-15 WT zu berechnen.

3.7.1.3. Dekonvolution von Pel-15WT Fluoreszenzspektren mittels HF .,

103



Ergebnisse

A B
40 T T T T T T T T T T T T T T ;‘ 5 T '\l
140 - o * o/ A 7.9uml e 0pA
F é@ © o/ A M3ugm {1 = -5
120 } ® 0© o e/ A 226ugml |
2 @GD ° A 140 1
o [ 2 @ 1 o
. 100 [ A o % % ] m8120 1
N 8 c o
S 80f o W 4 =100 E
2 i £ 80
% 60 | /2 1 =
i -/ 2 60 _
< 40¢ 1 3
e 8 £ 40 :
L N
20 20 ]
300 320 340 360 380 400 420 440 300 320 340 360 380 400 420 440

Emissionswellenlédnge / nm Emissionswellenlange / nm

Abb. 3-45: Wellenliingenabhéngige Startwerte-Verteilung von Fluoreszenzkinetiken; Rekonstruktion von HF
(Renaturierungsbedingungen: 7.9 pg/ml Pel-15 in 25 mM MOPS, 1 mM EDTA, pH 7.0; [GdmCl],,s = 0.03 mM; 20 °C).

(A) Start- und Endwerte aus Fluoreszenzkinetiken, erhalten durch monoexponentielle Regression und normiert auf die
Fluoreszenzintensitit einer 7.9 pg/ml Losung denaturierter Pel-15 bei 355 nm (F . denar = ca. 130000 cps) (*). Spektren:
(grau) Fluoreszenzspektren der nativen (N) und der denaturierten (U) Kontrollen; (schwarz) Mittelwert aus allen
Fluoreszenzspektren, die nach der Renaturierung von Pel-15 gemessen wurden. Symbole: (Dreiecke) Endwerte nach Ablauf
der Renaturierung, erhalten aus monoexponentiellen Regressionen. (Kreise) Startwerte der Renaturierungskinetiken, erhalten
aus monoexponentieller Regression. Unterschiedliche Schattierungen (weill, hellgrau, dunkelgrau) kennzeichnen die
Proteinkonzentrationen in den Renaturierungsansitzen. (B) Die Anpassung der empirischen Startwerte-Verteilung SV,
(Kreise) an Gleichung (24) ergibt die berechnete Startwerteverteilung SV, Das modellhafte Fluoreszenzspektrum von
HF (HF ,,) ergibt sich als Differenz aus SV,,, und dem Anteil denaturierten Proteins (U). Das Emissionsmaximum von
HF 00r liegt bei 319 nm (*) und betrédgt im konkreten Fall F),,,, yr = 118700 cps. Das Intensitéitsverhdltnis zwischen F,,; senar
und F,, yr betrigt 1.1.

Tabelle 3-16: Parameter fiir die Anpassung der Startwerteverteilung an Gleichung (24).

Parameter  Gauss 1 Gauss 2 Anteil U
al 66.2+13.4x103 83.9+18.5x 103 -

bl 3364+4.4 3124+1.9 -

cl -183+1.7 155+£0.7 -

u -- -- 0.24 £ 0.01

Durch eine Komponentenanalyse der Fluoreszenzspektren des Pel-15SWT Ubergangs sollte gezeigt
werden, dass es moglich ist, den Gleichgewichtsiibergang der Faltung und Entfaltung von Pel-15WT
mit dem aus kinetischen Daten rekonstruierten Intermediat HF zu beschreiben. Fiir die Dekonvolution
wurde jedes Fluoreszenzspektrum (F) des Pel-15 WT Gleichgewichtsentfaltungsiiberganges als Sum-
me aus den modellhaften Spektren von N, HF und U beschrieben (F = aN + bHF + cU). Die Anteile
von N, HF und U bei unterschiedlichen Proteinkonzentrationen gehen als Faktoren in die
Dekonvolutionsgleichung ein. Sie wurden auf Werte zwischen 0 und 1 beschrinkt. Ein
Anpassungsergebnis von a = 0.2, b= 0.6 und c = 0.2 bedeutet, dass das vorliegende Spektrum zu 20 %
aus N, zu 60 % aus HF und zu weiteren 20 % aus U zusammengesetzt ist. Wenn im Folgenden von
, Verteilungsberechnungen® die Rede ist, meint dies die GdmHCIl-abhingige Zu- oder Abnahme der

Faktoren a, b und c.
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Abb. 3-46: Dekonvolution von Pel-15 Fluoreszenzspektren mit Hilfe von Modellspektren fiir ,,N, ,,U* und ,,HF*
(A) Modellspektren denaturierter (U), intermedidrer (HF) und nativer (N) Pel-15WT in 25 mM MOPS, pH 7.0 bei
20 °C (Messgerit: JobinYvon Fluoromax3). Die Spektren wurden iiber eine Faktorkorrektur an das Intensitdtsniveau des
in Abschnitt 3.3.3.1 (S.57) vorgestellten Gleichgewichtsiiberganges angepasst. (B) Ergebnis der Dekonvolution:
GdmHCI-abhéngige Verteilung der relativen Anteile von U, HF und N . Unterbrochene Linien geben die Speziesvertei-
lung wieder, die unter Nutzung des linearen 3-Zustandsmodelles berechnet wurde. (C) Darstellung ausgewihlter Uber-
gangsspektren (grau punktiert) und der jeweilgen Dekonvolutionsergebnisse (rot). Zahlen kennzeichnen die GdmCl-
Konzentration in Molar. (D) Residuen der Spektren-Fits. Die Skalierung aller Residuenachsen ist identisch.

Fiir die Dekonvolution war die Kenntnis der Fluoreszenz aller am Ubergang beteiligten Komponenten
erforderlich. Fiir das modellhafte Fluoreszenzspektrum der denaturierten Komponente U wurde das
nach 9 Tagen bei 3 M GdmHCI gemessene Fluoreszenzspektrum aus dem Entfaltungsiibergang von
Pel-15 WT verwendet. Die native Komponente N wurde vereinfachend durch das Ubergangsspektrum
beschrieben, das in 25 mM MOPS, 1 mM CacCl,, pH 7.0 aufgenommen worden war. Das modellhafte
Fluoreszenzspektrum der intermedidren Komponente HF ergab sich, wie vorab dargestellt, aus den
Startwerten der Riickfaltungskinetiken und wurde mittels Korrekturfaktor Z auf die korrekte Protein-
konzentration (¢ = 14 ug/ml) normiert.

Die Modellspektren N, U und HF sind in Abb. 3-46A dargestellt. Das Ergebnis der Komponenten-
analyse ist exemplarisch in Abb. 3-46C-D fiir 10 verschiedene Ubergangsspektren im Bereich
zwischen 0.28 M und 2.89 M GdmHCI abgebildet. Die Residuen, die sich als Differenz aus den Uber-
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gangsdaten und dem berechneten Spektrum ergaben, betrugen im Bereich zwischen 0.28 M GdmHCl
und 1.35 M GdmHCI bis zu 3% des gemessenen Signals und dhnelten sich in ihrem Verlauf. In diesem
Konzentrationsbereich enthalten die Ubergangsspektren einen hohen Anteil an HF, wie sich an der
blau dargestellten Verteilungsberechnung in Abb. 3-46B zeigt. Besonders hoch sind die Residuen-
abweichungen in der langwelligen Fluoreszenz-Flanke zwischen 340 nm und 400 nm. Zwischen
1.93 M und 2.89 M GdmHCI sind die Spektren im Wesentlichen durch das Modellspektrum von U
und nur zu einem geringen Anteil durch HF definiert, was ebenfalls aus der olivgriin dargestellten
Verteilungsberechnung in Abb. 3-46B hervorgeht. Im Fall des Fluoreszenzspektrums von Pel-15 WT
in 2.89 M GdmHCI war die Abweichung der Messwerte vom berechneten Spektrum auBlergew6hnlich
hoch (Abb. 3-46D, untere Reihe).

An diesem Beispiel lésst sich eine wichtige Grenze des verwendeten Modells veranschaulichen: Als
ideales Spektrum fiir U wurde das Ubergangs-Fluoreszenzspektrum verwendet, das bei der hdchsten
GdmHCI-Konzentration im Ubergang gemessen wurde. Muss wihrend des Anpassungsprozesses ein
Spektrum X dekonvolutiert werden, das ebenfalls einen vollstindig denaturierten Zustand
reprasentiert, dessen Fluoreszenzintensitét aber hoher ist als die des Modellspektrums fiir U, liefert das
Modell das Ergebnis a = 0.0, b = 0.0 und c = 1.0. Die erhaltenen Fehler reflektieren in diesem Fall das
Differenzspektrum zwischen U und X.

Die GdmHCl-abhéngige Verteilungsberechnung fiir die Faktoren a, b und c ist in Abb. 3-46B
dargestellt. Der Vergleich mit den Anteilen fir N, HF und U, die mittels der globalen
3-Zustandsanalyse erhalten wurden (unterbrochene, graue Linien), zeigt fiir den Ubergang HF S U
eine sehr gute Ubereinstimmung beider Auswertemethoden. Im Fall des Teilgleichgewichtes N S HF
liegen zumindest die Ubergangsmittelpunkte und die GdmHCI-Konzentrationen, bei denen HF jeweils
maximal populiert wird, in guter Ubereinstimmung. Die Fits der Ubergangsspektren im Bereich
zwischen 0.0 M und 0.5 M GdmHCI erfolgten mit der Beschrinkung 0 <U < 0.02. Ohne diese
Beschriankung lieferte das Regressionsergebnis einen ansteigenden Anteil denaturierten Proteins, was
kein sinnvolles Ergebnis darstellt.

Durch die Kenntnis des HF-Fluoreszenzspektrums war es moglich, quantitative Informationen iiber
Riickfaltungsausbeuten zu erhalten. Abb. 3-47 zeigt dies am Beispiel einer Riickfaltungsreaktion in
Gegenwart von 0.75 M GdmHCI. Gegeniibergestellt sind die Fluoreszenzspektren von unbehandelten
Nativkontrollen (Pel-15 in 25 mM MOPS, pH 7.0, 1 mM CaCl,/ EDTA, 0.75M GdmHCIl) und
Spektren von renaturierten Proben (Renaturierung aus 3 M GdmHCI). In beiden Nativkontrollen war
der Anteil denaturierten Proteins zu vernachldssigen; das Gleichgewicht N S HF war, ebenfalls
erwartungsgemal, in Gegenwart von EDTA deutlich in Richtung von HF verschoben, wihrend es
unter Ca”-Bedingungen fast vollstindig auf der Seite von N lag. Die Konzentrationsverhltnisse in
den renaturierten Proben folgten diesem Muster und bestétigten damit die Erwartungen: In Gegenwart
von EDTA betrug die Riickfaltungsausbeute, gemessen als der Anteil von N, nur etwa 12 %. Die
Riickfaltungsausbeute in Gegenwart von CaCl, betrug etwa 62 %. Die Anteile fiir N, HF und U sollten
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in der Summe stets 100 % ergeben. Dies ist zumindest fiir die Nativkontrolle in Gegenwart von EDTA
nicht der Fall; die Summe aller Spezies betrdgt dort etwa 90 %. Drei unterschiedliche Erklarungen
kommen hierfiir in Frage. Zum einen konnte dies als Hinweis darauf verstanden werden, dass eines
der verwendeten Modellspektren nicht ideal ist. Sehr wahrscheinlich betrifft dies das Modellspektrum
von HF, fiir das allerdings keine genauere Bestimmung mdglich ist. Zum anderen wére es vorstellbar,

dass die Fluoreszenzspektren von N und HF nicht GdmHCIl-unabhéngig sind, wie dies vereinfachend
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Abb. 3-47: Zerlegung von Fluoreszenzspektren nativer Kontrollen und renaturierter Proben

(Pufferbedingungen: 25 mM MOPS, 1 m CaCI2/EDTA, 0.75 M GdmCl, pH 7.0, 20 °C) graue Linien: Messwerte;
schwarze Linien: Ergebnisse der Dekonvolutionen und die entsprechenden Residuen. Links: Fluoreszenz ,,nativer
Pel-15 unter den angegebenen Bedingungen (= Nativkontrollen). Rechts: Fluoreszenz von Pel-15 nach Abschluss der
Renaturierung aus 3 M GdmHCI (= renaturierte Proben).

angenommen wurde. Die dritte Erklarungsmoglichkeit wire, dass durch die Gegenwart von CaCl,
nicht nur die Konzentrationsverhéltnisse zwischen N und HF verdndert werden, sondern dass die

Bindung von CaCl, auch die spektralen Eigenschaften nativer Pel-15 beeinflusst.

3.7.2. Fluoreszenzloschung durch Acrylamid

Fluoreszenzloschung (quenching) wird beobachtet, wenn ein angeregtes Fluorophor seinen
Anregungszustand strahlungslos verlédsst, indem es diesen auf ein anderes Molekiil (Quencher)
ubertragt.

Ausgewihlte Spektren aus Quenchversuchen mit Pel-15 sind in Abb. 3-48 dargestellt. Sie zeigen die
bei 295 nm angeregte Tryptophanfluoreszenz von Pel-15 vor und nach Zugabe von 80 mM Acrylamid
bei 0M, 2M und 5M GdmHCI. Die Einschubdiagramme zeigen Stern-Volmer-Diagramme, aus
denen der lineare Zusammenhang zwischen der relativen Fuoreszenz (Fy/F) und der eingesetzten
Quencher-Kozentration hervorgeht. Die aus den linearen Regressionen erhaltenen Anstiege sind in
den Diagrammen als Stern-Volmer-Konstanten (Kgy) angegeben. Sofern alle Pel-15-Molekiile in der
Losung dhnliche Konformationen besaBen, war in der Losung nur eine Klasse von Fluorophoren
vorhanden. In diesem Fall waren die erhaltenen Kg~Werte unabhéingig von der Detektionswellen-

lange, und die Fluoreszenzemission sank bei Zugabe von Acrylamid bei jeder Emissionswellenlédnge
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mit der gleichen Rate. Dies war bei den GdmHCI-Konzentrationen zwischen 0 M und 1 M bzw. 5 M
der Fall.

Lediglich bei Quench-Versuchen in Gegenwart von 2.0 M GdmHCI wurde beobachtet, dass die
Fluoreszenz der Proben im langwelligen Emissionsbereich viel stirker geloscht wurde als im kurz-
welligen Bereich. Der Grund hierfiir lag nachweislich in der konformationellen Heterogenitdt der
Pel-15 Probe: Bei 2.0 M GdmHCI denaturiert Pel-15 mit einer Zeitkonstante von etwa 6 Stunden. Da
die Pel-15 Probe zum Zeitpunkt ihrer Verwendung etwa 15 Stunden alt war, lag nur ein Teil der
Pel-15 Molekiile in der Losung denaturiert vor, sodass die Fluorophore unterschiedlichen Losungs-
mittelzuginglichkeiten besallen. Jene, die sich in entfalteten Ketten befanden, wurden mit der Kgy
geldscht, die fiir die vollstidndig entfaltete Kette beobachtet wurde. Solche, die noch in kompakten
Strukturen begraben waren, lieferten nativ-typische Kg~Werte. Um die symmetrische bzw. asym-
metrische Abnahme der Fluoreszenz wihrend der Titrationsexperimente zu verdeutlichen, wurden die

Spektren der maximal gequenchten Proben nach Abschluss des Experimentes auf die Fluorezsenz des
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Abb. 3-48: Loschung der Pel-15 Fluoreszenz mittels Acyrylamid (AA). Fluoreszenzspektren von Pel-15 WT in 25 mM
MOPS, 1 mM EDTA (rot)/CaCl, (schwarz), pH 7.0 bei 20 °C vor und nach der Zugabe von 80 mM AA. Die
Fluoreszenzspektren der maximal gequenchten Proben (Punkte) wurden durch den Faktor (F¢/F)370,n normiert
(unterbrochene Linien) und dem Ausgangszustand (Linien) liberlagert. Bei GdmCl - freien Losungen (Diagramm A —
0 M GdmCl) erfolgte die Normierung aufgrund der geringen Signalamplitude anhand von (Fy/F)s30nm. Graue Bereiche
geben die Wellenlédngen an, die zur Auswertung der AA-abhéngigen Fluoreszenzldschung herangezogen wurden. Insets
zeigen die Stern-Volmer Auftragung der Fluoreszenzdaten fiir alle ausgewerteten Wellenldngen. Geraden zeigen das
Ergebnis der linearen Regression zur Bestimmung der Kgy. Die Anstiege der Geraden entsprechen den Kgy; sie sind in den
entsprechenden Diagrammfléchen angegeben.
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ungequenchten Ausgangssignals normiert. Bei Proben, in denen die Losungsmittelzugénglichkeiten
der Fluorophore einheitlich waren, bildete sich das normierte Spektrum der gequenchten Proben sehr
gut auf das Ausgangsspektrum ab. Fiir das Quenchexperiment in Gegenwart von 2.0 M GdmHCI wich
das Spektrum der maximal gequenchten Probe stark vom Ausgangsspektrum ab. Neben dieser
Normierungsmethode lisst sich die Inhomogenitét der Fluorophor-Umgebungen einer zu analysieren-
den Probe einfach daran erkennen, dass die Stern-Volmer-Auftragung von einem linearen Zusammen-
hang abweicht. Dies ist fiir das Titrationsexperiment von Pel-15 in 2.0 M GdmHCI definitiv der Fall,
obwohl der Unterschied zwischen nativer und denaturierter Fluoreszenz im betrachteten Emissions-
bereich sehr gering sein sollte. Die Emissionsbereiche, die jeweils genutzt wurden, um die Kg-Werte
zu bestimmen, sind in Abb. 3-48 blau hinterlegt.

In Abb. 3-49 sind die erhaltenen Quenchkonstanten gegen die jeweils vorherrschende GdmHCI-
Konzentration aufgetragen. Die Fluorophorumgebungen waren bis zu 1.0 M GdmHCI homogen. Die
Stern-Volmer-Konstanten betrugen im Bereich nicht-denaturierender GdmHCI-Konzentrationen im
Mittel Kg, = 1.9 M'"; sie lieBen keine Ca2+—Abhéngigkeit erkennen.

Die Effizienz von Kollisionsquenchs ist unter anderem eine Funktion der Viskositit des
Losungsmittels. Da es in diesem Experiment nicht darum ging, die Quench-Effizienz zu

quantifizieren, kann der Viskositétseffekt vernachlassigt werden.
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3.7.3. HF wird durch eine Wechselwirkung mit Gdm" induziert.

Die Tatsache, dass HF sich in Gegenwart von GdmHCI nachweisen lieB3, aber durch Harnstoff (bzw.
durch Harnstoff & NaCl) nicht zu induzieren war, provozierte die Frage, inwiefern die Entstehung von
HF mit der Guandin-Gruppe von GdmHCI im Zusammenhang steht und ob sich HF auch in nicht-
denaturierenden, guanidinhaltigen Kosmotropen (K) nachweisen lésst.

Die Inkubation von 10 pg/ml Pel-15 WT in 0.8 M Argininhydrochlorid (ArgHCI) bzw. Guanidinium-
sulfat (Gdm,SO,) bewirkte die Induktion eines HF-dhnlichen Zustandes, wie er bereits zuvor in

Gegenwart von GdmHCI beobachtet worden war (Abb. 3-50). Durch die Zugabe von Ca®" lieB sich
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dieser Zustand wieder depopulieren, sodass das im Anschluss gemessene Fluoreszenzspektrum wieder
dem Spektrum der Ca**-haltigen K-freien Kontrolle entsprach.

Fiir die Pel-15 Variante DVAC wurden in ArgHCI die gleichen Effekte beobachtet wie in Pel-15 WT.
Die Depopulation des durch Gdm,SO, induzierten Zustandes durch die Zugabe von Ca®" war
unvollstindig. Dies zeigte sich daran, dass das Fluoreszenzspektrum von Pel-15 DVAC in 25 mM
MOPS, 1 mM EDTA, 2 mM CacCl, sich im langwelligen Emissionsbereich vom Fluoreszenzspektrum

der entsprechenden Ca®*-haltigen, K-freien Kontrolle unterschied.

In der Pel-15 Mutante ACCC, einer Pel-15 Variante mit deletierter, hochaffiner Ca**-Bindestelle, sind
ArgHCl und Gdm,SO, bei der Induktion von der Hyperfluoreszenz unterschiedlich effizient. Dies
konnte darauf hindeuten, dass die Guanidingruppe von Arginin besser mit der Proteinoberflédche
interagieren kann, als das freie Gdm-Kation. Ca®*-Ionen sind im Fall von ACCC nicht in der Lage,
den HF-Zustand zu negieren. Vielmehr wirkt die Zugabe von Ca”" additiv und verursacht eine weitere

Erhohung des Fluoreszenzniveaus.
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Abb. 3-50: Fluoreszenzspektren von Pel-15 WT, Pel-15 DVAC und Pel-15 ACCC in ArgHCl und Gdm,SO,

(Pel - 15 WT in 25 mM MOPS, 1 mM EDTA, pH 7.0; Messung nach 5 min; Anregung: 280 nm, 20 °C, Kosmotrope (K):
[ArgHCI] = 0.8 M, [Gdm,SO4] =0.8 M) Einer Ca®' - freien Losung von Pel-15 (rotbraune Spektren) wurde ArgHCl bzw.
Gdm,SO, zugegeben (orange Spektren). Anschliefiend wurde Ca®' auf eine Endkozentration von 2 mM zugegeben (griine
Spektren). Oliv gefirbte Spektren ergaben sich nach Messung einer Ca*" haltigen, nativen Kontrolle.
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Aus der Titration von Pel-15 mit den kosmotropen Guanidiniumsalzen leiten sich folgende

Erkenntnisse ab:
1. Der hochaffinen Ca®**-Bindestelle kommt bei der Stabilisierung von N eine kritische Funktion zu.

2. Die Entwicklung der Hyperflureszenz wird durch die Interaktion von Gdm'-Kationen mit
Regionen in der Nihe der hochaffinen Bindestelle verursacht. Die Negation der Hyperflurores-
zenz konnte auf elektrostatische AbstoBung zwischen Gdm" und oberflichlich gebundenem Ca®*

zurickzufithren sein.

Die Interaktion von Gdm' mit der Proteinoberfliche von Pel-15 ist nach diesen Ergebnissen ein
unspezifischer Effekt. Er wird nicht nur durch exponierte planare Seitenketten, sondern auch durch

losungsmittelzugangliche Carboxylgruppen begilinstigt.
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4. Diskussion

4.1. Proteinexpression und in-vivo Faltung

4.1.1. Identifikation von Pel-15 im Rohextrakt und Temperaturabhingigkeit der
periplasmatischen Expression

Die Klonierung von Pel-15WT in ein pET-Expressionssystem ermoglichte die Expression von Pel-15
mit einem N-terminalen pelB-/eader. Dieses erlaubte es, Pel-15 unter Nutzung des Sec-abhingigen
Transportsystems ins bakterielle Periplasma zu transportieren (Stephenson 2005). Der Grund fiir die
periplasmatische Expression von Pel-15 bestand, neben einer Verringerung des Reinigungsaufwands,
vor allem in der Tatsache, dass Pel-15WT drei Cysteine enthélt, von denen im nativen Molekiil zwei
zu einer Disulfidbriicke verbunden sind (vgl. Einleitung, Abschnitt 1.3.2.4, S. 14). Im Periplasma von
E. coli wird die Ausbildung von Disulfidbriicken durch das Protein DsbA katalysiert, wobei ein Inter-
mediat auftritt, in dem DsbA eine Disulfidbriicke zu einem Thiolrest des Zielproteins auspragt
(Bardwell et al. 1991). Aus dem Periplasma wurde das Protein in vergleichsweise hohem Malistab
(>60 mg/L Kulturmedium) gewonnen und in insgesamt drei Chromatographieschritten zu einer homo-

genen Losung aufgereinigt.

Der Sec-abhingige Transport ins bakterielle Periplasma wird durch eine Interaktion zwischen dem
membranstindigen Translokon SecA mit dem cytoplasmatischen Chaperon SecB vermittelt. Da SecB
ausschlieBlich an ungefaltete Polypeptidketten binden kann, ist der Sec-abhéngige Transport nur
solchen Polypeptidketten vorbehalten, deren Faltungs- bzw. Aggregationsraten nicht mafigeblich mit
der SecB-Bindung konkurrieren (Randall & Hardy 1986). In spektroskopischen in-vitro Experimenten
zeigte sich, dass Pel-15 in der Lage ist, ohne die Hilfe von Chaperonen vollstindig aus chemisch
induzierten Entfaltungszustinden zuriickzufalten. Ferner wurde deutlich, dass die Faltungsreaktion
auch unter stark reduzierenden Bedingungen (10 mM DTT) ohne einen nachweisbaren Verlust der
Renaturierungsausbeute ablduft. Die Faltung in eine kompakte, nativ-dhnliche Struktur ist schnell,
wodurch eine temperaturabhéngige Konkurrenz zur SecB-Bindung entsteht (Hardy & Randall 1991).

Sehr wahrscheinlich ist die Geschwindigkeit der Pel-15-Faltung in-vivo wesentlich niedriger als die
Faltungsgeschwindigkeit unter in-vitro-Bedingungen. Grund fiir diese Annahme liefert die Arbeit von
Hardy & Randall, nach der eine wesentliche Rolle von Signalpeptiden darin besteht, die Faltungs-
geschwindigkeit von precursor-Proteinen zu senken und hierdurch die Wahrscheinlichkeit der SecB-

Bindung zu erhéhen (Hardy & Randall 1991).

In Testexpressionen wurde durch Zymogramme festgestellt, dass Pel-15 sowohl in seiner prozessierten
als auch in seiner unprozessierten Form aus SDS-induzierten Entfaltungszustinden zuriickfalten und

seine enzymatische Aktivitdt zuriickgewinnen kann. Dieser Befund deckt sich mit Ergebnissen zur
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Struktur der katalytischen Untereinheit von Erwinia chrysamthemi Pektatlyase Pell (Creze et al.
2008). Pell stellt hinsichtlich seines extrazelluldren Vorkommens, seines Katalysemechanismus,, und
der Struktur seiner katalytisch aktiven Doméne den nichsten ,,Verwandten* der Alkalischen Pektat-
lyase Pel-15 dar. Die rechtsgéngige, parallele f-Helix von Pell ist an eine ausgedehnte, N-terminale
Doméne gekoppelt, deren Funktion bislang nicht vollstindig verstanden ist, die aber die Faltung der

parallelen B-Helix nicht beeinflusst (Creze et al. 2008).

Bei einer Expressionstemperatur von 15 °C ist die Bindung von SecB an entfaltete Pel-15 Molekiile
offenbar schneller als die Faltung unprozessierter Pel-15. Daher ist in der unldslichen Fraktion nur ein
geringer precursor-Anteil nachzuweisen. Dass auch in der 16slichen, zytosolischen Fraktion nur wenig
prozessierte Pel-15 detektiert wird, belegt einen effizienten Transport iiber die innere, bakterielle
Membran. Bei 30 °C ist die Expressionsrate erhoht. Zudem ist die Faltungsgeschwindigkeit bei dieser
Temperatur wahrscheinlich hoch genug, um in Konkurrenz zur Rate zu treten, mit der SecB an
entfaltete Ketten bindet. In der Konsequenz erhoht sich die Konzentration unprozessierter Pel-15
Molekiile im Cytosol, bis es zur konzentrationsbedingten Aggregation kommt. Neben diesen
precursor-Aggregaten befinden sich in der unléslichen French-Press-Fraktion sehr wahrscheinlich
auch Polypeptidketten, die zum Zeitpunkt der Zellernte mit zelluliren Komponenten assoziiert waren.
Demnach ist es vorstellbar, dass ein Teil der unldslichen Pel-15-Fraktion auf eine Uberlastung der
SecA-Translokons zuriickzufiihren ist. Mit den temperaturabhidngigen Expressionstests wurde das von
Randall & Hardy aufgestellte Modell der kinetischen Konkurrenz zwischen der Bindung von SecB an
entfaltete Pel-15 Molekiile und der Faltung der unprozessierten Form von Pel-15 bestitigt (Randall &
Hardy 1986).

Bislang sind keine zielgerichteten Experimente auf dem Gebiet der in-vivo Aggregation von Pel-15
beschrieben worden. Die einzige Evidenz fiir die Bereitschaft von Pel-15, bei hohen Proteinkonzentra-
tionen fibrillendhnliche Strukturen auszubilden, stammt aus Kristallisationsexperimenten des Wildtyp-
Proteins (Akita et al. 2000) (siehe Abschnitt 1.3.2.2 in der Einleitung).. Es ist nicht abwegig zu vermu-
ten, dass Pel-15 auch in der Zelle head-to-tail-Interaktionen ausbildet, die zur Entstehung von -3-
Solenoiden fiihren. Dass die Interaktionen innerhalb eines solchen B-Solenoids geeignet sind, lange
Fibrillen zu stabilisieren, wurde in der Literatur fiir das Beispiel des Hefe-Prions HETs(218-289) ge-
zeigt. Dieses bildet — wenn auch mit anderer Héndigkeit — eine dreizéhliche Fibrille mit cross-p-artiger
Struktur aus (Wasmer et al. 2008).

Fiir die zukiinftige Optimierung der Expressionsausbeuten von Pel-15 wire es zum einen denkbar, die
Expression von Pel-15 durch die gleichzeitige Uberexpression von SecA zu verbessern. Experimente
dieser Art wurden bereits 1999 erfolgreich durchgefiihrt (Cook & Kumamoto 1999). Eine andere
Moglichkeit wire es, die Expressionstemperatur einfach soweit abzusenken (3 < 20°C), dass die

Geschwindigkeit der Faltung von Pel 15 nicht mehr mit dem Sec-vermittelten Export konkurrieren
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kann. Die in dieser Arbeit verwendete Pel-15 entstammt noch einer Expression bei 30 °C (aerob,
10 h).

Die beschriebene kinetische Kompetition zwischen SecB-Bindung und precursor-Faltung bietet die
vielversprechende Moglichkeit, die Faltungsgeschwindigkeit von Pel-15 in-vivo zu studieren und diese
beispielsweise mit unterschiedlichen, faltungsdefizienten Mutanten des Proteins zu vergleichen. Die
Detektion konnte mit einem verfeinerten Zymogramm-Assay erfolgen. Hierfiir miissten wahrschein-
lich nur die Konzentration von PGA im Gel etwas erhoht und die Entwicklungstemperatur deutlich

herabgesetzt werden.

4.2. Die Faltung von Pel-15

In diesem Diskussionsteil werden die Ergebnisse zusammengefiihrt, die das Verstidndnis fiir die
Faltung von Pel-15 vertiefen. Die ersten beiden Abschnitte dienen dazu, die Informationen aus
Gleichgewichts- und kinetischen Experimenten in einem Minimalmodell der Pel-15-Faltung
unterzubringen. Im Anschluss daran werden die Teilgleichgewichte des Modells niher betrachtet, und
Experimente, die ihre Existenz begriinden, werden evaluiert. AnschlieBend werden die Erkenntnisse
zur Faltung der Mutanten DCCA, DVAA und AVAA zusammenfassen disktiert.

Der Auffassung von Thomas Kiefhaber folgend validiert sich ein Faltungsmodell nicht einfach da-
durch, dass es keinem beobachteten Effekt widerspricht (Wildegger & Kiethaber 1997a). Hierfiir
geniigt es schlieBlich, immer noch ein ,,Intermediat in der Hinterhand“ zu haben. Ein Modell kann erst
als gesichert gelten, wenn die mikroskopischen Geschwindigkeitskonstanten aller seiner Teilreaktio-
nen reproduzierbar bestimmt wurden. Dies war durch diese eine Arbeit nicht zu leisten. Zukiinftige
Schwerpunkte, deren Bearbeitung sich an diese Arbeit anschlieBen sollte, sind im Ausblick

zusammengefasst.

4.2.1. Mogliche kinetische 3-Zustandsmodelle (Wildegger & Kiefhaber 1997b)

Betrachtet man die Zustdnde N, HF und U vereinfachend als kinetisch separierte Ensembles von
Konformationen dhnlicher Energie, dann konnen die Gleichgewichtsspezies N, HF und U kinetisch
auf drei unterschiedliche Weisen miteinander in Beziehung stehen (Abb. 4-1).

Typ 1 Typ2 Typ 3
(linear) (off-pathway) (triangular)

kui kin k P
U=—]I=—=N Ul U
kiu ki

kl,lN
Uge—=N

kNU

Abb. 4-1: Mégliche 3-Zustandsmodelle (I = HF). Die Gleichgewichte, iiber die die Faltungszustinde N (nativ), U
(entfaltet) und U (Intermdiat) in Beziehung stehen, sind durch die Denaturierungsmittelabhéngigkeit der
mikroskopischen Geschwindigkeitskonstanten kyy, kyy, kyy und kpy bestimmt.
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Im Typ-1-Modell liegt das Intermediat I (=HF) auf dem (Ent-)Faltungsweg zwischen N und U.
Betrachtet man ein Signal, das spezifisch fiir U ist, erwartet man eine /ag-Phase der Entstehung von U.
Im umgekehrten Fall, der Riickfaltung, wiirde man eine /ag-Phase der Entstehung von N erwarten,
sofern sich N und I spektroskopisch voneinander unterscheiden lassen.

Fiir die Unterscheidung von Typ II und Typ III Faltungsmodellen muss die Renaturierung in Abhén-
gigkeit eines externen Parameters, beispielsweise der Temperatur oder der Denaturierungsmittelkon-
zentration, gemessen werden, um die in vitro Stabilitdt der einzelnen Faltungszustéinde relativ zuein-
ander zu verschieben. Stehen diese so zueinander in Beziehung, wie es fiir das Typ 2 Modell gezeigt
ist, entspricht dies im Grunde einer Konkurrenzreaktion zwischen I und N um die entfaltete Spezies U.
Da I weniger stabil ist als N, beschleunigt sich die Entstehung von N mit steigenden
Denaturierungsmittelkonzentrationen. Die Entstehung von N setzt in diesem Szenario die Entfaltung
von U voraus, sodass sich I bei niedrigen Denaturierungsmittelkonzentrationen in einer kinetischen
Falle befindet. Der Faltungsast im ,,Chevron-Pot“ wiirde in diesem Fall von einem linearen
Zusammenhang ab, und es lassen sich rol/l-over Bereiche bzw. Faltungséste mit positiven Anstiegen
identifizieren. Ein derartiges Verhalten wurde beispielsweise von Thomas Kiefhaber fiir die Faltungs-
reaktion von Lysozym verdffentlicht. Fiir Barnase und mehrere Varianten von Ubiquitin
(Khorasanizadeh et al. 1996) wurden dhnliche Effekte dokumentiert. Auf der Grundlage dieser drei

moglichen Modelle ldsst sich fiir Pel-15 ein vorldufiges Faltungsmodell herleiten.

4.2.1.1. Herleitung des vorliufigen Faltungsmodells fiir Pel-15

HF muss anhand der Erkenntnisse aus den Fluoreszenz-Denaturierungskinetiken im Faltungsweg
zwischen N und U positioniert sein (vgl. Abschnitt 3.6.1.2, S. 84). Dies suggeriert ein lineares
Faltungsmodell, wie es in Abb. 4-1 reprisentiert ist.

Der in Pel-15 an Position 60 befindliche Prolylrest liegt in cis-Konfiguration vor. Das Fluorophor
W78 befindet sich zu P60 in enger, rdumlicher Nachbarschaft, sodass davon auszugehen ist, dass
strukturelle Verdinderungen, die mit der Anderung der P60-Konfiguration einhergehen, durch W78
sehr sensitiv detektiert werden.

Ersetzt man im linearen 3-Zutandsmodell den denaturierten Zustand U durch ein prolinabhéngiges
Isomerisierungsgleichgewicht der Art U S U, S0 ergeben sich zwei mogliche, lineare Faltungs-
wege (Abb. 4-2). Mit keinem dieser beiden Modelle lassen sich alle kinetischen Eigenschaften von
Pel-15 erhdrtend erkldren. Zunéchst sei Variante B ausgeschlossen. Wire dieses Modell giiltig, dann
lieBe sich der HF Zustand bei der Entfaltung nicht innerhalb der Totzeit populieren, da die cis-/trans-
Prolylisomerisierung an dieser Stelle geschwindigkeitsbestimmend wire. Die Bildung von HF
wiahrend der Entfaltung wire ein GdmHCIl-unabhangiger Schritt, und man wiirde im Entfaltungs-
bereich des Chevron-Plots einen flachen Entfaltungsast erwarten. Dies ist nicht der Fall. Die umge-
kehrte Betrachtungsweise ist geeignet, das Modell A auszuschlieBen: Bei Giiltigkeit dieses Faltungs-

weges miisste HF in einer langsamen, prolinabhingigen Reaktion entstehen. Die Population des Inter-
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k, cis k, cis kg cis
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UCIS k, frans «, HFtrans ke Ncis

Abb. 4-2: Hypothetische, lineare Faltungsmodelle bei Erweiterung des einfachen 3-Zustandmodells um den Aspekt
der Prolylisomerisierung im entfalteten Zustand. In vereinfachender Annahme betrachtet dieses Modell nur die
Konfiguration von P60 (cis-. oder trans-Konfiguration). Keines der beiden Modelle erklart den Faltungs- und
Entfaltungsweg von Pel-15.
mediats in der Totzeit der Riickfaltungsreaktion lieBe sich mit diesem Modell nicht erkldren. Die Tat-
sache, dass die kinetischen Eigenschaften von HF sich in keines der beiden Modelle einordnen lassen,
macht es wahrscheinlich, dass im Faltungsweg von Pel-15 mindestens zwei verschiedene Intermediate

auftauchen, die eine HF-Charakteristik besitzen.

Auf Basis aller in dieser Arbeit erhobenen kinetischen Daten, der Voriiberlegungen in diesem Kapitel
und den Betrachtungen in den nachfolgenden Abschnitten wird fiir den Faltungsweg von Pel-15 das

folgende Minimalmodell vorgeschlagen (Abb. 4-3):

(20 T __schnell
fast 160h {80h) HFfast schnell N

10 bis || 40 bis
1005“ 400s 1005 >>200s
{705s)
(80 %)
U 125{115) HF ? Nca
SlOW 8h{50h} SIOW

Abb. 4-3: Minimalmodell des Pel-15-Faltungsweges, erstellt anhand der in dieser Arbeit dargestellten Gleichgewichts-
und kinetischen Daten. Der grau hinterlegte Bereich kennzeichnet die Zustdnde, die im Gleichgewicht populiert werden.
Der blau hinterlegte Bereich hat im Gleichgewicht und bei der Entfaltungsreaktion keine Relevanz, ist aber wesentlicher
Bestandteil der Riickfaltungsreaktion. Zahlen {iber den Reaktionspfeilen geben apparente Geschwindigkeitskonstanten an.
Fett markierte Zahlen sind das Ergebnis der kinetischen Charaktierisierung. Kleine Zahlen beziehen sich auf geschitzte
Geschwindigkeitskonstanten, die noch nicht experimentell abgesichert wurden. Zahlen in Klammern geben die Rate der
Reaktion an, wie sie in Gegenwart von CaCl, bestimmt wurde. Aggregationseffekte wurden wihrend der langsamen
Entfaltung nahe dem Ubergangsmittelpunkt und unter Gleichgewichtsbedingungen im Ubergang zwischen U und HF
beobachtet.

In diesem Modell werden die Zustinde U und HF als konformationelle Ensembles (DSE, ISE)

betrachtet, die sich in der Konfiguration von P60 unterscheiden. Der graue Bereich umschlieft solche
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Faltungszustinde, die nach der Modellvorstellung im denaturierungsmittelabhéngigen Gleichgewicht
populiert werden. Dies betrifft die kinetisch separierten Spezies Upg und Uy, das hyperfluoreszente
Gleichgewichtsintermediat HF,, sowie die nativen Konformationen N bzw. N Das Intermediat
HFo (blau hinterlegt) ist weniger stabil als HF g und wird aus diesem Grund nur als transiente
Spezies wihrend der Riickfaltung beobachtet. Fluoreszenzspektroskopisch sind die Spezies, die das

Ensemble intermediérer Konformationen (/SE) populieren, nicht zu unterscheiden.

4.2.2. Cis-/trans-Prolylisomerisierung und die Faltungsreaktion von Pel-15

Hintergrund

Peptidbindungen zwischen ,,normalen* Seitenketten liegen hauptsichlich in trans-Konfiguration vor.
Die cis-Konfiguration ist aufgrund sterischer Behinderungen wesentlich ungiinstiger, weshalb sich nur
etwa 0.05 % aller Nicht-Prolin-Peptidbindungen in cis-Konfiguration befinden (Schmid 1993). Durch
den Ringschluss innerhalb von Prolylresten ist die sterische Behinderung fiir die cis-/trans-
Isomerisierung weniger stark ausgeprigt — die Stabilisierungsenthalpie liegt aus diesem Grund nur in
einem Bereich von 2 bis 5 kJ/mol. Der partielle Doppelbindungscharakters der X-Pro-Peptidbindung
allerdings fiihrt zu einer sehr hohen Aktivierungsenergie (Ex = 85 kJ/mol) (Schmid 1993), sodass sich
die Gleichgewichtsverteilung zwischen beiden Konfigurationen bei 25 °C mit einer Zeitkonstante von
10 bis 100 s einstellt (Cheng & Bovey 1977) — dass diese langsame Zeitkonstante den geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt in der Faltungsreaktion von Proteinen darstellen konnte, wurde erstmals
von Brandts et al. (1975) in Betracht gezogen.

Die nativen Konformationen der meisten Proteine sind auf eine spezifische Prolylkonfiguration ange-
wiesen; in diesem Fall konnen nur jene Polypeptidketten den N-Zustand erreichen, die eine ,,korrekte*
Prolylkonfiguration enthalten. In allen anderen Ketten muss vor dem Erreichen des nativen Zustands
eine Prolylpeptid-Isomerisierung (PPI) stattfinden. Spétestens seit der Ver6ffentlichung von Jakob &
Schmid (2008) ist nachgewiesen, dass es Proteine gibt, deren native Strukturen an bestimmten
Positionen sowohl cis- als auch trans-Prolylpeptide enthalten konnen. Illustriert wurde dies am
Beispiel der N2 Domine des filamentdsen E. coli Phagen G3P. Das betreffende Peptid Asp-Pro®™ ist
dort im turn eines B-hairpins lokalisiert; sein cis/trans Verhiltnis in der nativen Struktur betrdgt 85/15.
In einer weiterfiihrenden Studie dieses Proteins wurde gezeigt, dass aus den Wechselwirkungen
zwischen den B-Strangen des hairpins etwa 10 kJ/mol zur Verfiigung stehen, um die cis-Konfiguration
des Prolylrests zu begiinstigen wird.

Der kritische Einfluss von PPI auf die Faltung B-helikaler Proteine wurde 2002 am Beispiel einer
PelC-Mutagenesestudie von Kamen und Woody nachgewiesen (Kamen & Woody 2002). Ein
Gegenbeispiel hierfiir findet sich in der die parallelen B-Helix von Pertactin. Junker und Clark konnten
zeigen, dass cis-Prolylpeptide, die in peripheren, flexiblen furn-Segmenten untergebracht sind, keinen

signifikanten Einfluss auf die Faltungsrate der B-Helix ausiiben (Junker & Clark 2009).
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In Pel-15 befindet sich ein cis-Prolylpeptid (Ala-Pro60°® = P60°*) ausgehend von N-Terminus am
Ende der zweiten Helixwindung im T3 furn zwischen PB3/2 und PB1/3. Die strukturelle Umgebung
des Prolylrestes in Pel-15 weist also Ahnlichkeiten zur Umgebung des Asp-Pro Peptids im N2, -
Protein auf. Da die flankierenden [-Strénge im Fall von Pel-15 allerdings keine Interaktionen
miteinander eingehen, muss die Stabilisierung des cis-Peptids durch die Seitenketteninteraktionen in

den parallelen Faltbldttern PB3 und PB1 erfolgen.

P60° »eroffnet” in Pel-15 die evolutionidr konservierte, dritte Helixwindung. Vier der iibrigen Proline,
deren Funktion bislang nicht erforscht wurde, konzentrieren sich ebenfalls in den N-terminalen
Windungen des Proteins. Spekulieren lieBe sich, dass sie an der Ausbildung des richtigen Registers
wihrend der Faltung beteiligt sind. Ein sechstes Prolin schlieflich ist an der Abschirmung des

hydrophoben Kerns im C-terminalen Teil des Proteins beteiligt.

Prolylisomerisierung in Pel-15

Die Entfaltungsreaktion von Pel-15 ist sehr langsam. Sie vollzieht sich auch bei sehr hohen
Denaturierungsmittelkonzentrationen etwa im gleichen Zeitfenster wie die Isomerisierung von Prolyl-
Peptiden. Versuche, die Einstellung des Gleichgewichtes Uz S Uyow direkt durch kinetische Sprung-
experimente (Schmid et al. 1986) zu charakterisieren, waren aus diesem Grund nicht erfolgreich.
Allerdings erlaubten es inverse Doppelsprungexperimente der Form U — N — U, aus der Totzeitam-
plitude, die bei der Entstechung von N beobachtet wurde, einen Ugg-Anteil von etwa 20 % abzu-
schitzen (vgl. Abschnitt 3.6.5, S. 98). Die anderen 80 % der entfalteten Pel-15 Molekiile im DSE
entsprechen demnach der Form Uy,,,; ihre Riickfaltung muss einen langsamen Isomerisierungsschritt
enthalten.

Alle experimentellen Befunde stimmen in der Feststellung iiberein, dass die Riickfaltung von Pel-15
durch die schnelle Population des ISE eingeleitet wird. Ganz offensichtlich spielt es keine Rolle, in
welcher Konfiguration sich das Ala-Pro Peptid gerade befindet; andernfalls miisste bei der Entstehung
von HF eine langsamere Phase zu beobachten sein. Die trans-zu-cis-Konversion zwischen HF,, und
HFy ist sehr wahrscheinlich sterisch behindert, da in beiden Spezies bereits ein groer Anteil von -
Struktur ausgebildet ist. In dieser Hinsicht &hneln sich moglicherweise die Faltungswege von Pel-15
und N2, stirker als zunichst vermutet: In beiden Proteinen isomerisiert die X-Pro Peptidbindung
innerhalb einer strukturierten Umgebung, was fiir diese Art der Reaktion nach bisherigem Kenntnis-

stand eher ungewohnlich ist.

Weitere Moglichkeiten, die sich bieten, um den Einfluss von Prolin auf die Faltung eines Proteins zu
iiberpriifen, sind die Beobachtung der Riickfaltungsreaktion in Gegenwart von Prolylpeptid-
Isomerasen (PPlasen) oder die zielgerichtete Mutagenese der betreffenden Prolylreste gegen andere
Seitenketten. Da PPlasen typischerweise mit entfalteten Ketten interagieren miissen, um die Prolyl-

peptidisomerisierung zu katalysieren, ist es nicht sehr wahrscheinlich, dass die langsame Faltungs-
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phase durch ihre Gegenwart ,,verschwindet“. Die Mutation von Prolylresten ist demzufolge die erfolg-

versprechendere Methode, um die Funktion von P60 zu analysieren.

4.2.3. Modellhafte Erklirung der Faltungs- und Entfaltungskinetiken

4.2.3.1. Die Riickfaltungsreaktionen: Die Entstehung von N bzw. N

Bei der Riickfaltung aus dem DSE renaturieren 20 % der Molekiile in der Totzeit iiber HFgg zu N
(bestétigt durch inverse Doppelsprungexperimente). Die anderen 80 % bilden gemifl der Modell-
vorstellung in der Totzeit einen hyperfluoreszenten Zustand mit nicht-nativer P60 Konfiguration aus.
Die schnellen Faltungséste im Pel-15 Chevron-Plot, die mit dieser Reaktion assoziiert werden, waren
in Gegenwart von EDTA und CaCl, und in Abwesenheit von Denaturierungsmittel gleich schnell, was
bedeutet, dass HF,,, keine Affinitit zu Ca**-Ionen besitzen kann. Andernfalls wiirde man erwarten,
dass die schnelle Faltungsphase durch die Zugabe von Ca*"-Ionen noch beschleunigt werden kénnte.
An die Totzeit-Entstehung von HF ., schlieBt sich die langsame Relaxation zu HF,,, an. Die niedrige
Zeitkonstante von ca. 100 s und die geringe Denaturierungsmittelabhingigkeit machen es wahrschein-
lich, dass diese Reaktion durch cis/trans Prolylisomerisierung limitiert ist (Brandts et al. 1975; vgl.
Abschnitt 4.2.2).

Da das Gleichgewicht zwischen HF g und N sehr schnell ist (nachgewiesen durch diverse Titrations-
experimente und durch limitierte Doppelsprungexperimente), muss die Reaktion von HF,,,, zu HF
den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Pel-15 Riickfaltungsreaktion darstellen.

Dem Faltungsmodell folgend ist der Faltungszustand N das verbindende Element zwischen den
Spezies N und HFj. In Gegenwart von Ca®" endet die Riickfaltung unabhingig von der
Guanidiniumhydrochlorid-K onzentration bei N, In Abwesenheit von Ca”" stellt sich der Endzustand
der Riickfaltungsreaktion bei zunehmenden Denaturierungsmittelkonzentrationen als Mischung aus N
und HFyg dar. Unter ,faltungshemmenden® Bedingungen, also in Gegenwart hoherer GdmHCI-
Konzentrationen, ist HF g relativ zu N soweit stabilisiert, dass letzteres nicht mehr populiert wird —

HFy, ist unter diesen Bedingungen der energetisch glinstigste Zustand in der Faltungslandschaft.

Weiterfiihrende Fragen beziiglich der Pel-15 Riickfaltung:

I) Ca?* hat keine PPlase-Aktivitdt, beschleunigt aber die Reaktion HFsw 5 HF . Warum?
Die langsame Faltungsreaktion HF g, S HF g durch die Gegenwart von Ca**-Tonen zu beschleuni-
gen, diirfte nicht moglich sein, wenn ihre Rate tatsdchlich nur durch die Isomerisierung von P60
limitiert ist. Tatsdchlich erfahrt die Rate dieser Reaktion in Gegenwart von CaCl, eine Zunahme
um den Faktor 1.4. Hierin deutet sich an, dass wihrend der Riickfaltung eine Reaktion stattfindet,
die im Faltungsweg noch vor dem prolinabhéngigen Schritt ablaufen muss. Eine mogliche
Erklarung wére es, die Reaktion von HF,, zu HF als einen Prozess zu betrachten, der durch

mehrere Teilreaktionen bestimmt wird.
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1) An welcher Stelle im Faltungsweg entstehen Aggregate?
Die Bildung von HF, und bei hoheren Denaturierungsmittelkonzentrationen auch von HFy
konkurriert mit der Entstehung fehlgefalteter Aggregate. Effekte dieser Art wurden in Langzeit-
experimenten bei GdmHCI-Konzentrationen nahe dem Ubergangsmittelpunkt beobachtet. Kineti-
sche Konkurrenzreaktionen (kinetic partitioning) wurden fiir in in-vitro Riickfaltungsexperimente

mehrfach beschrieben (Jahn & Radford 2005).

4.2.3.2. Biphasische Entfaltungsreaktion: Entstehung des DSE (U, S Ugow)

Dass wihrend der Entfaltungsreaktion tatsidchlich ein HF-dhnliches Intermediat auftritt, wurde durch
Messungen am isofluoreszenten Punkt zwischen N und U zweifelsfrei nachgewiesen. Es wurde ferner
gezeigt, dass ein Entfaltungsintermediat das Gleichgewicht zwischen N und U vermittelt, dass die
Entfaltungsreaktion demzufolge linear verlaufen muss.

Wenig evident ist, dass die in der Fluoreszenz beobachtete /ag-Phase der Entstehung von U nur in
Fluoreszenzexperimenten nachzuweisen ist. CD-Kinetiken laufen verzogerungsfrei ab (Monika Wal-

ter, unverdffentlichte Ergebnisse).

Bislang unvollstindig verstanden ist der Einfluss von CaCl, auf die Denaturierung von Pel-15 (vgl.
Abschnitt 3.6.1.2, S.84). Um dies zu verdeutlichen, sollen die Ergebnisse noch einmal kurz
zusammengefasst werden: Bei der Entfaltung von Pel-15 in Abwesenheit von CaCl, (detektiert bei
353 nm, nahe der maximalen Fluoreszenz des denaturierten Proteins) beobachtet man eine Totzeit-
amplitude von ca. 55 %, was in sehr guter Néherung der Fluoreszenz des hyper-fluoreszenten Interme-
diates entspricht. Modellhaft formuliert bedeutet dies, dass in Abwesenheit von CaCl, das
Gleichgewicht N 5 N weit auf der Seite von N liegt, welches dann innerhalb von Sekunden-
bruchteilen (,,schnell) zu HF g reagiert. Die Durchfiihrung der Denaturierung in Gegenwart héherer
CaCl,-Konzentrationen fiihrt zur Population des Zustandes N in gleichem MaBe, wie der Anteil von
N sinkt. Da N stabiler ist als N, duBert sich dies in einer Reduktion der Totzeitamplituden und im
Zusammenhang damit in einer Abnahme der apparenten Entfaltungsgeschwindigkeit. Dass diese Art
der Betrachtung formal richtig ist, bestétigt sich darin, dass der Faktor, um den die Totzeitamplitude
der Entfaltung reduziert wird, dem Faktor entspricht, um den sich die Entfaltungsrate verlangsamt: In
Gegenwart von 10 mM CaCl, sind beide Werte auf ungefihr ein Fiinftel ihrer jeweiligen

Ausgangswerte reduziert.

Qualitativ scheinen die Denaturierungskinetiken also das postulierte Modell zu unterstiitzen. Quantita-
tiv beschrieben zeigt sich hier allerdings eine Diskrepanz. Stellt man die Entfaltung von N als konse-

kutive Reaktion der Art

N =N 2 HFro5t = (Usast = Usiow) (1)
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dar, so ist das initiale Verteilungsgleichgewicht unmittelbar vor Beginn der Denaturierung durch die
Gleichgewichtskonstanten Kyyc, und Kyyr bestimmt. Sie berechnen sich nach dem Massenwirkungs-

gesetz gemal

_[HF] _ fur
Kunr =67 = 7 Y
bzw.
_[N]-[Ca**] (33)
Koo = yeay —

Dabei ist [Ca’"] die freie Ca*’-Konzentration in der Losung. Ferner sind unter den betrachteten

Bedingungen nur die Zustéinde Nca, N und HF,, populiert, sodass sich schreiben lésst:

[NCa] + [N] + [HFfast]

[P ] gesamt

= fnca + fy + furpe =1 (34)

Dabei sindf yca, fy und fyr rast die relativen Anteile an der Gesamt-Proteinkonzentration (Pgesam). Die

apparente Rate der Entfaltung von HF g (kgpp nroy) ergibt sich als Produkt der mikroskopischen

Entfaltungsrate kyp Fas ,und dem relativen Anteil von HF,, an der Gesamtkonzentration (fy fas Dk

k =k HF] =k
appHF»U = KHF 'm = kyr * fur

(35)

Setzt man die Gleichungen (32)-(34) in Gleichung (35) ein, so erhdlt man nach Isolation und

Separation der Variablen:

K
Kappur-v = Knr - - [Ca**] (36)

1+ Kyyr + =
NHF KCa

Aus dem Pel-15-Faltungsmodell geht hervor, dass das Gleichgewicht zwischen N und HF, in
Gegenwart von 6 M GdmHCI, 10 mM CaCl, weit auf der Seite des Intermediates liegen muss. Fiir
Kyur ist demzufolge ein sehr groBer Wert anzunehmen. Bedenkt man ferner, dass das Ca®'-
Bindungsgleichgewicht zwischen N und N unter diesen Bedingungen sehr wahrscheinlich in
Richtung von N verschoben ist und dass daraus ein groBBer Wert fiir K¢, resultiert, so diirfte sich die
apparente Entfaltungsrate nach Gleichung (36) auch durch eine 10fache Steigerung der Ca**-Konzen-
tration theoretisch nicht oder nur unwesentlich verédndern.

Obgleich das postulierte Faltungsmodell sehr viele Aspekte in der Faltung und Entfaltung von Pel-15
erklirt, weist die Diskrepanz in den Denaturierungskinetiken deutlich darauf hin, dass es notwendig
ist, die Pel-15 Faltung/Entfaltung durch zusézliche Experimente zu beleuchten. Zum einen muss in
diesen Experimenten die Existenz zuséitzlicher Gleichgewichte oder Faltungszustinde getestet werden.

Zum anderen sollte gepriift werden, wieviele scheinbare Widerspriiche sich kldren, wenn die
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Oberfliche von Pel-15 so optimiert wird, dass die Bindung von Ca®" keine Verinderung der

Fluoreszenz mehr nach sich ziehen kann.

4.2.3.3. Implikationen aus dem Faltungsmodell

1) Die Berechnung der freien Stabilisierungsenthalpie aus Gleichgewichtsiibergingen
Aufgrund der Gleichgewichtslage zwischen HF;,,, und HF/, wird in Faltungs- und Entfaltungs-
ibergingen ausschlieBlich HFygg detektiert, sodass sich die ermittelten Stabilititen auf die

Gleichgewichte N 5 HF,, (festgelegt auf 3.32 kJ/mol) und HF,;, S DSE (ca. 27 kJ/mol) beziehen.

2) Die Berechnung von Ubergangsmittelpunkten aus Chevron-Asten
Die Entfaltungsreaktion vollzieht sich modellgemal3 tiber HFg,y und endet in einem Gleichgewicht
denaturierter, kinetisch separierter Zustinde (DSE). Die Riickfaltung verlduft hingegen zu minde-
stens 80 % tber HF,,,,. Folglich entsprechen der Entfaltungsast und der Riickfaltungsast unter-
schiedlichen Teilreaktionen im Faltungsweg. Die GdmHCI-Konzentration, bei der der schnelle
Faltungsast den Entfaltungsast schneidet, als Ubergangsmittelpunkt des Teilgleichgewichtes HF,
= Ups zu betrachten, ist daher nur gestattet, wenn fiir die Riickfaltungsreaktion {iber HF/,,, und
iiber HF,,,, die gleichen Raten und die gleichen Denaturierungsmittelabhéngigkeiten angenommen

werden.

3) Genauigkeit der geschdtzten Zeitkonstanten fiir a) HFsow 5 Usiow und b) Ugest 5 HF fast

Die Zeitkonstanten, die im Modell fiir a) und b) angegeben sind, stellen lediglich Erwartungswerte
dar, die anhand bekannter Parameter geschitzt wurden.

Im Fall a) beruhte diese Schitzung auf der Annahme, dass die Entstehung von HFy,, mindestens
ebenso schnell verlaufen muss, wie die Entstehung von HF,,. In diesem Fall lige die Rate der
Bildung von HF unabhéngig von der P60 Konfiguration bei hochstens 1 s.

Der Abschitzung im Fall b) liegt die Annahme zu Grunde, dass die langsame Entfaltung von HF,,,
eine dhnliche Denaturierungsmittelabhéngigkeit besitzt wie die Entfaltungsreaktion von HF,,. Die
Entfaltungsiste beider Reaktionen wéren nach dieser Idee parallel. Ausgehend von der HF,,-
Entfaltungsrate in 6.2 M GdmHCI, die mittels Doppelsprungtechnik bestimmt wurde, ergibt sich
damit fiir die Entfaltung von HF,,,, in Abwesenheit von Denaturierungsmittel eine Zeitkonstante
im Bereich zwischen fiinf und acht Stunden. Dies wire etwa das 20fache der Rate, mit der HF,,

entfaltet und wiirde die prognostizierte Stabilitéitsdifferenz zwischen HF,,, und HF,,,,, bestétigen.

4.2.4. Die verschiedenen Teilgleichgewichte des Pel-15 Faltungsmodells

4.2.4.1. Das Teilgleichgewicht N 5 N
Der Zustand N stellt die stabilste, enzymatisch aktive Form von Pel-15 dar. Auf der Oberfliche von
Pel-15 befinden sich zwei Ca**-Bindestellen, die den hochbeweglichen furn-Bereich T3/2 flankieren.

Ihre Affinititen betragen gemidf3 der Bestimmung mittels ITC und Fluoreszenztitrationen 3 mM und
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10 uM. Akita et al. postulierten bei Verdffentlichung der Pel-15 Struktur, dass die hochaffine
Bindestelle strukturell relevant ist, wahrend die bei neutralem pH niedrigaffine Bindestelle lediglich
katalytische Funktionen iibernimmt (Akita et al. 2001). Die strukturelle Bedeutsamkeit der hochaf-
finen Bindestelle hat sich in vielen Experimenten zweifelsfrei nachweisen lassen: In Gleichgewichts-
experimenten beispielsweise geniigt 1 mM CaCl,, um den HF-Effekt vollstindig zu unterdriicken und
den Ubergangsmittelpunkt um eine halbe Molaritét zu niedrigeren Konzentrationen zu verschieben.
Auf der anderen Seite zeigten Gdm-Titrationsexperimente, die an einer bindungsdefizienten Variante
von Pel-15 (Mutation D80A) durchgefiihrt wurden, dass ein Teil der Hyperfluoreszenz auch dann
geloscht werden kann, wenn Pel-15 nur iiber die niedrigaffine Ca*"-Bindung verfiigt. Dies wider-

spricht der These von Akita und zeugt eher davon, dass die Ca**-bedingte Stabilisierung ein additiver

Abb. 4-4: Stereodiagramm der Struktur im Bereich hochaffinen Ca’' - Bindungsstelle. Reste, die direkt an der
Bindung des Ca®" - Tons (orange) beteiligt sind, sind als ockerfarbene sticks dargestellt (D80, V81, K103). Der Riickgrat-
Carbonylsauerstoff von G34 (grau) ist auf dem flexiblen T3/2-furn lokalisiert und ist {iber ein vermittelndes
Wassermolekiil (rote Kugeln) an der Bindung von Ca®" beteiligt; Schwarze, gestrichelte Linien kennzeichnen H-Briicken
zwischen Riickgratatomen. Thre Linge ist geringer als 3.0 A. Die rot-gestrichelte Linie (Linge: 5.0 A) entspricht einer
potentiellen Salzbriicke zwischen den Seitenketten von K103 und D80. Die Ringsysteme von Y102 (blau) und W78
(griin) sind etwa 8.8 A voneinander entfernt, liegen also in FRET-Distanz.

Effekt beider Bindestellen ist. Die in spiteren Abschnitten diskutierten Stabilitétsverluste der Pel-15
Varianten AVAA und DVAA lassen Ahnliches vermuten.

An verschiedenen Stellen in dieser Arbeit wurde die Vermutung geduBert, dass die Bindung von Ca*"
moglicherweise nicht nur das Gleichgewicht zwischen N und N verschiebt, sondern sich direkt auf
die Quantenausbeute der W78-Fluoreszenz auswirkt. Evidenz fiir das Auftreten eines solchen
Phianomens war z.B. durch den Vergleich der DCCA Faltungs- und Entfaltungsgleichgewichtsiiber-
ginge gefunden worden, in denen die Ca*"-bedingte Stabilisierung nur etwa 60 % dessen betrug, was
man anhand von Bindungstitrationsexperimenten hétte erwarten konnen. Anhand der Rontgenkristall-
struktur von Akita et al. ldsst sich die Ursache dieses Phanomens erkldren (Abb. 4-4). Demnach beruht
die Ca®-Abhingigkeit der nativen Fluoreszenz auf der engen rdumlichen Nihe von Y102 und W78.
Die Riickgratatome von Y102 pragen H-Briicken zu W78 und D80 aus. Dariiber hinaus wird die
Ausrichtung von Y102 durch das benachbarte Lysin (K103) beeinflusst, dessen Carbonylsauerstoff
einen Teil der hochaffinen Ca*"-Bindestelle darstellt und das mit seiner Seitenkette eine Salzbriicke

zum Asparatrest D80 ausbildet. D80 seinerseits stellt den kritischen Rest der hochaffinen Ca*'-
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Bindung dar. Seine Entfernung fiihrt zum vollstédndigen Verlust der Bindungsaffinitit und wirkt sich
sogar leicht negativ auf die enzymatische Aktivitidt aus (Hatada et al., 2000). Die aromatischen
Ringsysteme von Y102 und W78 liegen in FRET Distanz zueinander, und eine Verringerung ihres
Abstandes, beispielsweise ausgeldst durch die Bindung von Ca*', ist sehr gut vorstellbar. Hierdurch
wiirde sich die FRET-Effizienz von Y102 auf W78 und damit auch die Quantenausbeute der W78-
Fluoreszenz erhohen. Solange Experimente bei einer Ca®-Konzentration durchgefiihrt werden, ist die
ohnehin recht geringe Auswirkung dieses Effektes nicht wesentlich. Lediglich die Durchfiihrung von
Messungen in verschiedenen CaCl,-Konzentrationen erforderte es, fiir jede Bedingung separate

Kontrollen durchzufiihren und die Ergebnisse vor ihrem Vergleich darauf zu normieren.

4.2.4.2. Das schnelle Teilgleichgewicht N 5§ HFy,

Die hohe Geschwindigkeit des Gleichgewichts zwischen N und HFy ldsst vermuten, dass beide
Spezies nur durch eine sehr geringe Aktivierungsbarriere voneinander getrennt sind. Aus struktureller
Sicht ldsst sich dies untermauern: Die sekundérstrukurempfindlichen fern-UV CD-Signale beider
Spezies sind nicht voneinander zu unterscheiden. Ferner stellten sich sowohl die GdmHCl-induzierte
Entstehung von HF g, als auch die Riickgewinnung von N durch die Zugabe von CaCl, als sprunghafte
Signalédnderungen dar, die innerhalb der Totzeit manueller Mischmethoden abgeschlossen waren. Dies
wurde beispielsweise durch limitierte Doppelsprungexperimente deutlich (vgl. Abschnitt 3.6.5.1,
S.101), in denen das Gleichgewicht zwischen N (bzw. Nca) und HFg getestet wurde. Die
Enthalpiedifferenz in Abwesenheit von Denaturierungsmittel, wie sie fiir dieses Teilgleichgewicht aus
nah-UV CD-Ubergiingen der Pel-15 Variante DCCA hervorging, liegt in Abwesenheit von CaCl, bei
etwa 3.3 kJ/mol. Den Regressionsergebnissen zufolge ist dieser Wert mit einer groen Unsicherheit
behaftet. Dies ist zum einen durch die nur sehr schwach ausgepréigte Basislinie des nah-UV CD-
Voriibergangsbereiches und zum anderen durch die starke Messwerte-Streuung zu erkléren, die sich
zwangslaufig ergibt, wenn sehr kleine Amplitudenunterschiede mittels nah-UV CD-Spektroskopie
aufgelost werden miissen. Die bestimmte Enthalpiedifferenz entspricht einem ungefahren HFp-Anteil
von ca. 15-20 % in Abwesenheit von Denaturierungsmittel.

Eine interessante Frage ist die nach dem strukturellen Unterschied zwischen N und HF . Nach den
Ergebnissen der nah-UV CD-Spektroskopie liegt der strukturelle Unterschied zwischen beiden
Faltungszustdnden in einer erhohten Beweglichkeit des begrabenen Seitenkettenrestes W78 — ein
offensichtlicher Hinweis darauf, dass die Packung des hydrophoben Kerns von HFgg gegeniiber N
verdndert ist. Eine schnelle Kompaktierungsreaktion in den zentralen Windungen der B-Helix wiirde
eine gute Erkldrung sowohl fiir das schnelle Reaktionsgleichgewicht als auch fiir die &hnlichen
Sekundédrstrukturen beider Zustinde liefern. An der Kristallstruktur von Pel-15-AVAA wurde
deutlich, dass die H-Briicke zwischen dem Heterostickstoffatom im Indolring von W78 und dem
Carbonylsauerstoff im Riickgrat von A85 sehr sensibel auf konformationelle Verdnderungen zu

reagieren scheint. Eine Wasserstoffbriickenbindung trdgt im Durchschnitt etwa 4-5kJ/mol zur
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Stabilitdt eines Proteins bei (Baldwin 2007). Angesichts dessen ist es verlockend zu behaupten, dass
die beobachtete Enthalpiedifferenz von 3.3 kJ/mol dem stabilisierenden Beitrag dieser Wasserstoft-

briickenbindung entspricht.

4.2.4.3. Das Teilgleichgewicht HF,,, S HF,

ModellgemiB wird der hyperfluoreszente Zustand von Pel-15 durch zwei Zwischenzustinde populiert,
die fluoreszenzspektroskopisch nicht zu differenzieren sind und deren Gleichgewicht (unter anderem)
durch die langsame cis-/trans-Isomerisierung des Ala59-Pro60-Peptides bestimmt sein muss. Dass das
Gleichgewicht dieser Isomerisierungsreaktion auf der Seite von HF,, liegt, implizieren die Ergebnisse
der limitierten Doppelsprungexperimente (N — HF — N; vgl. Abschnitt 3.6.5.1). In diesen hatte sich
herausgestellt, dass im Zeitraum vieler Minuten keine zusitzliche, langsame Riickfaltungsphase
auftritt, wenn HFj, durch GdmHCI induziert wird; eben diese langsame Phase wire allerdings

erwartet worden, wenn HF,,,,, durch eine solche Isomerisierungsreaktion aus HF,,, entstehen konnte.

Die langsame Reaktion von HF,,, zu HFj, bei hoheren GdmHCI-Konzentrationen wird in der
Fluoreszenz als monoexponentielle Kinetik beobachtet. Zukiinftig wiaren Sprungexperimente denkbar,
die darauf abzielen, HF,;,, und HF,, noch besser voneinander zu separieren. Der einfachste Fall,
Sprungexperimente der Form U — HF,;,,, — N, sind nicht praktikabel, da HF,,,, auch in Gegenwart
von 1 M GdmHCI mit einer Zeitkonstante zu HF,, konvergiert, die es verhindert, es gegeniiber HFfas?
zu akkumulieren. Eine Moglichkeit bietet sich allerdings in dem nachgelagerten Gleichgewicht
HF, S N: Sobald HF,, aus HF,, entstanden ist, kann es sehr schnell zu N reagieren. Es ist daher
vielleicht moglich, Sprungexperimente zu designen, in denen das Gleichgewicht HF,, S N nach
verschiedenen Zeiten der Riickfaltung durch die Zugabe von CaCl, in Richtung von N verschoben
wird. Sofern die Isomerisierungsreaktion von HF,, zu HFg tatsdchlich nur durch Prolylisome-

risierung bestimmt wird, wire es auf diese Weise moglich, diese isoliert zu betrachten.

Zu diskutieren bleibt die Frage, worin der energetische Vorteil von HFg, gegeniiber HF,, liegt. Da
fern-UV CD-Experimente keinen Hinweis auf eine nachhaltige Verdnderung der Sekundérstruktur
wihrend der Konversion von HF,, zu HFj, liefern, kann der energetische Unterschied zwischen
beiden Zustdnden nicht in einer einfachen Strukturierung zuvor unstrukturierter Bereiche bestehen.
Vielmehr ist anzunehmen, dass bereits strukturierte Bereich durch die Ausbildung des cis-Peptids eine
Optimierung ihres H-Briickennetzwerkes erfahren. Aus der Kristallstruktur leitet sich ab, warum es
energetisch vorteilhaft ist; das Riickgratcarbonylsauerstoffatom von A61 wird aufgrund der
besonderen Struktur von T3/2 ins Innere der B-Helix verlagert und ist daher in der Lage, zwei H-
Briicken zu den Riickgrat-Amiden von D63 und G64 auszupragen. Abgesehen davon, dass eine solche

Riickgratstruktur fiir parallele B-Helices ungewdhnlich ist, bewirkt cis-Peptid auf diese Weise eine ele-

125



Diskussion

gante Stabilisierung der Riickgrat-Position von D63, dessen exakte Lage kritisch fiir die katalytisch

relevante Ca’*-Bindung ist.

4.2.4.4. Das Teilgleichgewicht HF s 5§ Uy,

Aus der globalen Regression aller fiir Pel-15 WT gemessenen Gleichgewichtsiibergéinge ergab sich fiir
das Reaktionsgleichgewicht zwischen HF und U eine freie Enthalpie der Stabilisierung von etwa
27 kJ/mol. Die Dekonvolution der Ubergangsspektren mit Hilfe des aus kinetischen Daten rekonstru-
ierten HF-Spektrums hat dieses Ergebnis zuverldssig bestétigt (vgl. Abschnitte 3.3.3.3, S. 60 und
3.7.1.3, S.103).

Die Kooperativitit der Pel-15 WT-Faltungs- und Entfaltungsgleichgewichtsiibergiinge ist mit etwa
18 kJ mol™ M™" wesentlich geringer als im Fall von Pel-15 DCCA (vgl. Abschnitt 3.3.3.4, S. 65), in
denen sie durchschnittlich 27 kJ mol™ M betrug. Sehr wahrscheinlich lisst sich diese Diskrepanz auf
unspezifische Thiolreaktionen zuriickfiihren, die wahrend der WT-Gleichgewichtsfaltung unter oxidie-
renden Bedingungen auftreten. Die Reaktivitét freier Thiole ist bei neutralem pH Wert zwar gering
(Wedemeyer et al. 2000), Inkubationszeiten im Bereich von Tagen oder Wochen konnen aber
durchaus ein langsames ,disulfide shuffling* begiinstigen, in dem ,native” Disulfidbriicken in
entfalteten oder teilgefalteten Ketten durch freie C148-Thiolate angegriffen werden. Die Konsequenz
solcher Reaktionen wire das Auftreten von kovalent verkniipften Pel-15 Dimeren und fehlgefalteten
Polypeptidketten. Fiir letztere ist kein sehr hoher Anteil zu erwarten, weil die rdumliche Nahe
zwischen C67 und C71 einen ,,Riickangriff des freigewordenen Thiolats sehr wahrscheinlich macht.
Die Existenz von Dimeren hingegen kann mit ziemlicher Sicherheit angenommen werden.

Das ungepaarte Cystein an Position 148 ist unter nativen Bedingungen vollstindig im Lumen der -
Helix begraben (Kobayashi et al. 1999; Akita et al. 2001). Tests mit DTNB haben dies bestétigt
(Daten wurden nicht gezeigt). Aus diesem Grund ist die Losungsmittelzugidnglichkeit der hydropho-
ben Reste dimerisierter Pel-15 Molekiile gegeniiber den nativen Monomeren erh6ht. Da die Koopera-
tivitit m linear mit der Anderung der I&sungsmittelzugiinglichen Oberfliche (44SA4) skaliert
(Courtenay et al. 2001; O'Brien et al. 2009), erwartet man im Fall einer solchen kovalenten Ver-
briickung eine Verringerung der Ubergangskooperativitit.

Nach der Theorie von Myers ist es mdglich, die theoretische Kooperativitét eines Proteins anhand der
Losungsmittelzugénglichkeiten (44SA4) seiner Seitenketten zu berechnen (Myers ef al. 1995). Sowohl
fiir AASA als auch fiir die Kooperativitit m werden in der Arbeit von Myers empirische Zusammen-
hinge hergeleitet. Fiir ein durchschnittliches, globuldres Protein der GroBe von Pel-15 ergibt sich dar-
aus ein theoretischer Wert fiir 4454 von ca. 17400 A”. Unter Beriicksichtigung der in Pel-15 WT ent-
haltenen Disulfidbriicke entspricht dies einer theoretischen Kooperativitit von etwa 19 kJ mol” M.
Der fiir Pel-15 WT gefundene Stabilitdtsterm liegt zwar ungefahr in diesem Bereich, allerdings muss
auf Basis der obigen Betrachtungen davon ausgegangen werden, dass diese Ahnlichkeit ein

Zufallsprodukt darstellt und dass die Kooperativitdt der Gleichgewichtsfaltung von Pel-15 eher im
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Bereich von 25-26 kJ mol' M anzusiedeln wire, wenn Langzeit-Thiolreaktionen dies nicht

verhindern wiirden.

4.2.5. Besonderheiten der Mutante C148A (Pel-15 DCCA)

4.2.5.1. Die Mutationsposition 148 in der Kristallstruktur

Die Sequenz der Pel-15 Mutante DCCA wurde durch Restriktionsanalysen, durch Sequenzierung und
durch den Nachweis ihrer enzymatischen Aktivitét bestitigt. Die Mutationsposition 148 befindet sich
auf der gegeniiberliegenden Seite des aktiven Zentrums nahe dem C-Terminus. Sie bildet den Anfang
des parallelen B-Stanges PB3/6. Aufgrund von zehn moglichen Salzbriicken, die zwischen den O-
Atomen der Seitenkette E146 und den N-Atomen in den Seitenketten von R168 bzw. R120 ausgeprégt
werden konnen, befindet sich die Mutationsstelle C148A in einem der rigidesten Bereiche der
gesamten Pel-15 B-Helix. Uberdies wurde durch ein strukturelles Alignment der B-Helix-Proteine
PelC, PelE, BsPel und PInA festgestellt, dass der Bereich PB2-T2-PB3 in den untersuchten parallelen
B-Helices sequenziell am stiarksten konserviert ist (Jenkins et al. 1998) und sich fiir die Identifikation
sequenzverwandter Pektatlyasen eignet.

Die vergleichende Analyse der C,-Temperaturfaktoren der WT-Struktur und der Struktur der 4fach-
Mutante AVAA liell im Bereich um die Mutationsposition 148 keine Verschlechterung der B-Faktoren
erkennen. Die in-silico Analyse des H-Briicken-Netzwerkes war ohne Befund. Ein lokaler Kollaps des
Peptidriickgrates, wie er sich bei dem vorgenommenen Austausch aus der Reduktion des VdW-
Volumens ableiten lassen wiirde, war in der Kristallstruktur von AVAA nicht ersichtlich. Aus den
Ergebnissen zur Losungsmittelzuginglichkeit liel sich kein Muster ableiten, dass mit der Mutations-
position in Zusammenhang zu bringen gewesen wire, und in der spektroskopischen Charakterisierung
durch Absorptions-, Fluoreszenz- und nah-UV CD-Spektroskopie waren keine wesentlichen Unter-
schiede zwischen Pel-15 DCCA und dem WT-Protein festzustellen. Auch die Dissoziationskonstanten

der hoch- und niedrigaffinen Ca**-Bindestellen waren WT-éhnlich.

4.2.5.2. Thermodynamische und kinetische Stabilitit von DCCA im Vergleich zu Pel-15 WT

Thermodynamische Stabilitit unter besonderer Berticksichtigung der Ca?+-Affinitdt

Im Gegensatz zu den GdmHCl-abhiingigen WT-Ubergingen war in den DCCA-Ubergiingen die
Gleichgewichtsbedingung erfiillt. Dies unterstiitzt die Vermutung, dass die Hysterese des WT-Uber-
ganges tatséchlich ein Produkt unspezifischer Thiolreaktionen ist. DCCA ist demnach ein ,,besserer
Wildtyp als der Wildtyp.

Die Uberginge in Abwesenheit von CaCl, haben fiir den ,,groBen DCCA-Ubergang zwischen dem
DSE und HFyg, eine freie Stabilisierungsenthalpie von ca. 30 kJ/mol ergeben. Anhand der reversiblen
DCCA-Uberginge in Gegenwart von Ca”" ergab sich eine Enthalpiedifferenz zwischen U und N“* von
ca. 33.6 kJ/mol. Ein verldsslicher Wert flir das Gleichgewicht N 5 HFy,y war nicht zu ermitteln; er
diirfte aber per Analogieschluss zum WT-Protein zwischen 0.5 und 3.5 kJ/mol liegen. Je nachdem, wie
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hoch man diesen Wert ansetzt, ergibt sich fiir das Bindungsgleichgewicht N 5 N also eine
Enthalpiedifferenz im Bereich zwischen ca. 0.1 und 3.1 kJ/mol. Dem steht das Ergebnis der
Titrationsexperimente entgegen, in denen sowohl fiir Pel-15 DCCA als auch fiir Pel-15WT Dissozia-
tionskonstanten im Bereich von K4 =10 pm bestimmt wurden, was bedeutet, dass in Gegenwart von
1 mM CaCl, (= 100 K,) ungefihr 99 % aller hochaffinen Bindestellen mit Ca®*-Ionen abgesittigt sind..
Der Grund fiir diese Diskrepanz lisst sich wahrscheinlich im ionischen Charakter von GdmHCI
finden. Der DCCA-Ubergang in Gegenwart von CaCl, hat seinen Mittelpunkt bei ca. 1.1 GdmHCI.
Dass die Ca’*-Bindungsaffinititen bei Ionenstirken dieser GroBenordnung nur eingeschriankt mit den
nativen Affinitéten zu vergleichen sind, liegt auf der Hand.

Weitere Faktoren, die bei der Interpretation der erhalteten Stabilisierungsenthalpien beriicksichtig

werden miissen beinhalten die folgenden Punkte:

1)  Das DCCA-Faltungsgleichgewicht folgt auch in Gegenwart von CaCl, keinem 2-Zustandsmodell
Die Ubergangs-Fluoreszenzspektren von DCCA wiesen in Gegenwart von CaCl, einen isofluo-
reszenten Punkt auf. Ein solches Modell fiir DCCA anzunehmen, stellt mit groBer Sicherheit eine
starke Vereinfachung der Realitdt dar, ist aber durchaus berechtigt.

Ein Beispiel dafiir, dass auch ein hochkooperatives, reversibles Faltungsgleichgewicht durch das
enge Zusammenspiel mehrerer Teilreaktionen bestimmt sein kann, wurde an PelC demonstriert.
Hier stellte sich die denaturierungsmittelabhéngige Gleichgewichtsfaltung als ein Alles-oder-
Nichts-Prozess dar. Die kalorimetrische Analyse der thermischen Entfaltung lieferte hingegen
Hinweise auf die Existenz zweier unabhéngiger Faltungskerne (= kooperative Einheiten). Es
zeigte sich, dass die Faltungs- und Entfaltungsreaktionen dieser beiden ,,strukturellen Blocke™ so
stark ineinander verzahnt sind, dass sie durch denaturierungsmittelabhingige Gleichgewichts-

experimente nicht voneinander zu separieren waren (Kamen et al. 2000).

2)  Die Quantenausbeute der Fluoreszenz von N ist abhdngig von der CaCl,-Konzentration.

Auf diesen Effekt wurde bereits an anderer Stelle eingegangen. (vgl. Abschnitt 4.2.4.1, S. 122)

Auf der anderen Seite sind mehrfach Beispiele fiir repeat-Proteine (vornehmlich Ankyrin-repeats)
verdffentlicht worden, die im Gleichgewicht auch nach kalorimetrischen Gesichtspunkten der Be-
schreibung durch ein Zwei-Zustandsmodell standhalten (Kloss et al. 2008). Eine zusétzliche Abhén-

gigkeit von Bindungsgleichgewichten ist in diesen Féllen allerdings nicht dokumentiert.

Faltungs- und Entfaltungskinetiken
Die kinetischen Eigenschaften von DCCA sind in vielen Punkten deckungsgleich mit denen, die fiir
das WT-Protein beschrieben wurden.
Die Entfaltungsreaktionen von Pel-15 und Pel-15 DCCA laufen nach dem gleichen Muster ab. Es wer-
den die gleichen Totzeitamplituden fiir HF g, beobachtet, und die Denaturierungsmittelabhéngigkeiten

der apparenten Geschwindigkeitskonstanten entsprechen einander in guter Ndherung. Die kinetischen
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Stabilitdten — abgeschitzt durch lineare Extrapolation der apparenten Entfaltungsraten auf GdmHCI-
freie Bedingungensind vergleichbar. DCCA ist daher auf Basis der Denaturierungskinetiken als Pseu-
do-Wildtyp einzustufen.

Die Riickfaltungsreaktionen von DCCA und DCCC weisen in vielen wesentlichen Punkten Gemein-
samkeiten auf, lassen allerdings auch deutliche Unterschiede erkennen, die teils noch nicht vollstindig
verstanden sind. Gemeinsamkeiten betreffen zunichst die Position von HF,, im Faltungsweg und
dessen Denaturierungsmittelabhingigkeit. In beiden Proteinen erfolgt die Zu- und Abnahme des Zwi-
schenzustandes nach dem gleichen Muster, d.h. HFj,,, entsteht schell innerhalb der Totzeit und rela-

xiert anschliefend langsam weiter zu N.

Unterschiede zwischen der Riickfaltung von DCCA und DCCC betreffen die folgenden Punkte:

1) Die Population von HFg,w wihrend der Riickfaltung wird durch Ca?* nicht unterdriickt
In den Renaturierungskinetiken zeigt sich deutlich, dass die Population von HF,,, wihrend der
Riickfaltung deutlich weniger durch die Anwesenheit von Ca®" beeinflusst wird als im Fall des
WT-Proteins. Dieses Phidnomen scheint erkldrlich, wenn man bedenkt, dass bei der schnellen
Entstehung von DCCA-HFy,, statt einer Cysteinseitenkette nur noch eine Methylgruppe
,begraben” werden muss. Offenbar wird die Entwicklung von HFy,, hierdurch begiinstigt,
wohingegen die Folgereaktion HF,,, & HFg, noch dhnlichen Einschriankungen unterworfen ist
wie im WT-Protein; auch die Gegenwart von Ca®" kann in einem solchen Fall nicht verhindern,

dass sich HFy,,, in der Riickfaltungsreaktion akkumuliert.

2) Die Zahl der kinetischen Phasen wdhrend der Renaturierung ist erh6ht
Die Riickfaltung des WT-Proteins hat nur in Gegenwart von CaCl, drei nachweisbare kinetische
Phasen. Im Fall von DCCA ist auch die Riickfaltung in Abwesenheit von Ca>" ein deutlich
triexponentieller Prozess. Da wie im Fall des WT-Proteins die schnellste Phase auf die
Entstehung von HFy,, entfillt, dringt sich die Frage auf, wie die anderen beiden Phasen im
vorgeschlagenen Faltungsmodell zu akkomodieren sind. Eine experimentell gesicherte Antwort
auf diese Frage steht aus, allerdings bestehen zwei Moglichkeiten: Zum einen ist es vorstellbar,
dass die Konversion von HF,,, zu HFgg einen mehrstufigen Prozess darstellt, der nicht nur von
Prolylisomerisierung sondern auch von einem Ca®"-abhingigen Teilschritt abhiingig ist. Zum
anderen konnte man annehmen, dass in Gegenwart von Ca** eine Gleichgewichtsreaktion der Art
NS HFg, moglich wird. In beiden Fillen ist es erforderlich, HF,, eine gewisse Ca’'-
Bindungsaffinitit zugestehen. Hierdurch wiirde sich auch erkldren, warum es moglich ist, die

Riickfaltungsreaktion durch die Gegenwart von Ca*" zu beschleunigen.
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3) Eine denaturierungsmittelunabhdngige, prolinbestimmte Faltungsreaktion fehlt

Dieser Unterschied zum WT-Protein ist bemerkenswert und stellt gegenwértig den Fokus eines
Anschlussprojektes dar (Pavel Lulchev, Stabilitdt und Faltung von Pel-15 C148A, Projekt im
Autfbau / unveroffentlichte Ergebnisse).

Keine der bei Pel-15 DCCA beobachteten Riickfaltungsphasen ist unabhingig von der GAmHCI-
Konzentration; Prolylisomerisierung stellt in der Riickfaltung von DCCA daher moglicherweise
nicht linger den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar. Diese Vermutung wird verstérkt
durch die Tatsache, dass die Gegenwart von Ca® zu einer allgemeinen Erhohung der
Reaktionsgeschwindigkeit fiihrt — auch die langsamste der drei Riickfaltungsphasen ist unter die-
sen Umstinden schneller als die langsame Faltungsphase, die wahrend der Riickfaltung des WT-

Proteins beobachtet wurde.

Pel-15 DCCA wird in zukiinftigen Studien zur Faltung paralleler B-Helices das Wildtyp-Protein
ersetzen. Zum einen begriindet sich dies auf seiner reversiblen Entfaltungsreaktion. Zum anderen sind
wihrend der Riickfaltung von DCCA auch bei extremen Proteinkonzentrationen oder unter
reduzierenden Bedingungen keine unspezifischen Thiolreaktionen oder gar konkurrierende Dimerisie-
rungsreaktionen zu erwarten. Es ist iiberdies ein sehr vielversprechendes Projekt, die Struktur des
Gleichgewichtsintermediates von DCCA-HF mittels NMR-Spektroskopie auf atomarer Ebene zu
charakterisieren, wie dies in jlingerer Zeit flir ein Ankyrin-repeat Protein aus Thermoplasma

volcanium beschrieben worden ist (Low ef al. 2008).

4.2.6. DCCA ohne Disulfidbriicke: die Mutanten DVAA und AVAA

4.2.6.1. Strukturelle Effekte der Punktmutationen C67V, C71A und DS0A

Mutationspositionen C67/C71

Die Cysteine C 67 und C71 sind in den Disulfid-freien Mutanten durch die hydrophoben Reste V67
und A71 ersetzt. Diese Kombination beruhte auf der Uberlegung, dass ein solches ,,hydrophobes Paar*
in der nativen Struktur etwa das gleiche Van-der-Waals-Volumen (VdW) okkupiert wie eine Disulfid-
briicke. Auf diese Weise sollte der ,,Kollaps® bzw. die lokale Erweiterung des T1/3-turns vermieden
und das WT-spezifische H-Briickenmuster aufrecht erhalten werden. Ebenfalls fiir die Kombination
Ala/Val spricht, dass beide Aminosduren nur einen sehr geringen Einfluss auf die Packungsdichte
hydrophober Umgebungen ausiiben (Bhardwaj & Gerstein 2009).

In der Kristallstruktur von Pel-15 AVAA wurde eine Relaxation des Peptidriickgrats im T1/3 Turn
erkennbar. Ein Hinweis auf eine Verdnderung des H-Briicken-Netzwerkes im Bereich der Mutations-
positionen C67/C71 wurde nicht gefunden. Aus der Dilatation des Polypeptidriickgrates lieBe sich
vermuten, dass die Packungsdichte im Bereich um die Mutationspositionen erniedrigt ist. Die rech-
nerische Analyse von hydrophoben Kontakten begrabener Reste lieferte allerdings keine zuverlissige

Evidenz, dass dies tatsdchlich zutrifft.
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Mutationsposition D80A

Die in AVAA zusitzlich enthaltene Mutation D80A fiihrt nicht zu einer spektroskopisch nachzu-
weisenden Verdnderung der Sekundir- oder Tertidrstruktur. Die Mutation D80A fiihrt nachweislich
zur vollstindigen Deletion der hochaffinen Ca**-Bindung (vgl. Abschnitt 3.3.1, S. 55). Daher lieB sich
mit der Mutante AVAA ein moglicher Einfluss der niedrigaffinen Ca®-Bindestelle auf die
thermodynamische Stabilitit von Pel-15 untersuchen. Dass die Dissoziationskonstante der niedrig-
affinen Ca*"-Bindung in AVAA nicht beeintrichtigt ist, wurde durch Titrationsexperimente nachge-
wiesen (vgl. Abschnitte 3.3.1 und 3.3.2, S. 55f.).

Im WT-Protein wird die Bindung von Ca®" unter anderem durch eine wasservermittelte H-Briicke
zwischen dem Riickgratcarbonylsauerstoff von G34 stabilisiert. Dieser Rest befindet sich im flexiblen
T3/2 turn, dessen Beweglichkeit demzufolge durch die Bindung von Ca®" eingeschrinkt wird. Ohne
die hochaffine Ca*"-Bindestelle ist die Flexibiltit des flexiblen furns so stark erhdht, dass in der Kri-
stallstruktur keine Elektronendichte mehr nachweisbar ist. Ahnliche Effekte wurden bereits von Akita
et al. bei dem Versuch beobachtet, das WT-Protein in Abwesenheit von Ca®" zu kristallisieren (Akita
et al. 2001).

Das Alignment mit der WT-Struktur (vgl. Abb. 3-25, S. 79) zeigt deutlich, dass sich die erhohte, kon-
formationelle Freiheit des T3/2-turns auf die Beweglichkeit der benachbarten T3-furns tibertragt. Mit
hoher Wahrscheinlichkeit ist dies auch die Konsequenz zweier fehlender Salzbriicken, die im WT-
Protein zwischen D80 und K103 ausgebildet sind. Das H-Briickennetzwerk scheint dieser erhéhten
Beweglichkeit erstaunlicherweise standzuhalten. Die Berechnung der Wasserstoffbriickenbindungen
mit WHATIF hat in den entsprechenden Bereichen keine Verinderung des Verbriickungsmusters
erkennen lassen. Deutlicher sind die Einfliisse der Mutation auf Ebene der Losungsmittelzuging-
lichkeiten. Hier weisen die Reste im Bereich um D80 bis zu zehnmal héhere Losungsmittelzugang-
lichkeiten auf als im WT.

Vergleicht man die Strukturen von Pel-15 und Pell, so scheint dem flexiblen Turn T3/2 eine besondere
Bedeutung zuzukommen. Angesichts der teils gravierenden lokalen Verdnderungen, die die
iberméfige Flexibilitdt dieses Bereiches nach sich zieht, scheint es durchaus sinnvoll zu sein, seine
konformationelle Flexibilitdt durch kovalente Verkniipfungen zu stabilisieren, wie dies in Pell durch
die Auspriagung einer Disulfidbriicke realisiert ist. Zukiinftige Tests werden darauf abzielen, ob die
Existenz des flexiblen furn-Bereichs fiir die katalytische Funktion wirklich notwendig ist. Hierfiir ist

es denkbar, eine Pel-15 Variante herzustellen, in der T3/2 auf ein Mindestmal} verkiirzt ist.

4.2.6.2. Thermodynamische und Kinetische Stabilitit von AVAA und DVAA

Beide Mutanten liegen in Losung als korrekt gefaltete Monomere vor. Anhand der Lage der
Emissionsmaxima und ihrer Verschiebung im Zuge der Denaturierung zeigt sich, dass beide Mutanten

einen WT-artigen, hydrophoben Kern besitzen. Die Disulfid-freien Pel-15 Mutanten wiesen eine
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erhohte Fluoreszenz der nativen Ketten auf, was sich durch die Abwesenheit der Disulfidbriicke als
Quencher erklart.

Die Gleichgewichtsfaltungs- und Entfaltungsiiberginge der Mutanten AVAA und DVAA waren
reversibel und nicht voneinander zu unterscheiden. Sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit von
Ca”" wurde die Population eines hyperfluoreszenten Gleichgewichtsintermediates beobachtet, dessen
Ubergang zu U durch die Zugabe von Ca®" nicht verdndert wurde. Nah-UV CD-Gleichgewichtsiiber-
ginge von Pel-15 AVAA zeigten, dass dieses Gleichgewichtsintermediat konformationell von N und
U verschieden ist. Wie im Fall des WT-Proteins war die Seitenkettenbeweglichkeit von W78 in dieser
Spezies deutlich erhdht, wihrend sich die globale Struktur des Zwischenzustandes nicht wesentlich
vom WT zu unterscheiden schien. Im Vergleich zur Gleichgewichtsfaltung des Pseudo-Wildtyps
(DCCA) in Gegenwart von CaCl, war der Mittelpunkt des Ubergangs HF S U bei DVAA / AVAA
um 0.5 M zu niedrigeren GdmHCI-Konzentrationen verschoben; die Kooperativititen der Uberginge
waren sehr dhnlich. Ein isofluoreszenter Punkt in den Ubergangsspektren von DVAA/AVAA zeigt an,
dass sich im ,,groBen Faltungsiibergang zwischen HF und U keine weiteren Spezies akkumulieren
und dass es daher berechtigt ist, die Uberginge nach einem 3-Zustandmodell auszuwerten.

Die thermodynamische Stabilitdt des Gleichgewichts HFpyaaavasa S U betrug in 25 mM MOPS
pH 7.0 bei 20°C ca.21.5kJ/mol, was im Vergleich zu DCCA einer Stabilititsdifferenz von
A4G = 8.5 kJ/mol entspricht. Ahnlich wie vorab fiir DCCA/WT beobachtet, lieB sich die Stabilisie-
rungsenthalpie fiir das Gleichgewicht zwischen N und HF nicht exakt bestimmen. Alles deutet
allerdings darauf hin, dass N und HF nur geringfiigige Unterschiede in ihren thermodynamischen
Stabilititen aufweisen. Anhand der chi*-Tests ldsst sich AGy; auf Werte unterhalb von 1 kJ/mol
eingrenzen.

Aus Gleichung (1) (vgl. Einleitung, S. 16) ldsst sich in theoretischer Néherung berechnen, welchen
Beitrag die Disulfidbriicke in Pel-15 zur Nettostabilisierung des Proteins leistet. Dieser Gleichung
liegt die Annahme zu Grunde, dass der Stabilititsgewinn, den ein Protein durch eine Disulfidbriicke
erfiahrt, mit der Zahl der Reste korreliert, die durch diese Disulfidbriicke eingeschlossen werden (Pace
et al. 1988). Da die Disulfidbriicke in Pel-15 den C-Terminus von PB1/3 mit dem N-Terminus von
PB2/3 verkniipft und damit nur die Reste Y68, G69 und D70 einschlieBt, reduziert sie die
konformationelle Entropie des Pel-15 Riickgrates um

—2-15%8314—In(3) = 15.8) mol~1K!

Bei einer Temperatur von 20 °C entspricht dies einem Stabilitdtsgewinn von 4.6 kJ / mol. Die
Unsicherheit dieser Rechnung betrdgt nach Literaturangaben weniger als 2 kJ/mol. Nach dieser
Rechnung liegt die Differenz zwischen dem theoretischen und dem empirischen Stabilitdtsverlust in
einem Bereich zwischen 2 und 6 kJ/mol. Im einfachsten Fall lieBe sich dies durch den Verlust einer
stabilisierenden Wasserstoftbriickenbindung erkliaren (Baldwin 2007). Die Unversehrtheit des AVAA-
H-Briickennetzwerkes im Bereich der Mutationsstellen wurde zwar nachgewiesen, allerdings ist es in

Anbetracht der besonderen Orientierung der AVAA-Molekiile in der asymmetrischen FEinheit
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durchaus moglich, dass bestimmte H-Briicken, die im Kristall durch Kristallkontakte stabilisiert sind,

in Losung nicht ausgebildet werden.

Zwei weitere Erklirungsmoglichkeiten existeren. Erstens wurde bereits erwihnt, dass Gdm -lonen
nach Erkenntnissen von Mason ef al. (2008; 2009) bevorzugt mit den planaren Seitenketten
aromatischer Aminosduren bzw. mit den Guanidylgruppen von Arginin interagieren. In der
Kristallstruktur des WT-Proteins wurde im Bereich

des N-Terminus ein ,,YRR-Stapel identifiziert, der LBZ
die 4dullere, N-terminale Windung zusitzlich U_<Jﬁ51
stabilisiert (vgl. Abb. 1-6; S. 12). In den drei Mole- e

kiilen der AVAA-Kristallstruktur ist die Ordnung

dieses kurzen Stapels aufgehoben, was es im Fall der

Kette B der asymmetrischen Einheit sogar notwendig
machte, fir den Seitenkettenrest R45 eine
Besetzungszahl von 0.5 zuzulassen. In Abb. 4-5 der
betreffende Bereich im vergleichend zum WT-Protein
dargestellt. Inwiefern dieser Bereich tatsdchlich zur

Stabilisierung des N-Terminus beitragen kann, liee ) 4 = Lisungsmittelexponierter YRR-Stapel

in Pel-15WT (weif3) und in Pel-15 AVAA (schwarz,
Kette B). Blick auf den Bereich PB1-T1 der drei N-
. . . e terminalen Helixwindungen. Durch die Entfernung
Zweitens lieBe sich der ,,zu groBie® Stabilitétsverlust  der lokalen Disulfidbriicke werden die Interaktionen

zwischen den planaren Seitenketten gestort.

sich durch eine Mutation der Art Y68A analysieren.

durch den Verlust attraktiver, hydrophober
Interaktionen (z.B Van-der-Waals-Interaktionen) im Lumen der AVAA pB-Helix (Baldwin 2007)
erkliren. Da diese Interaktionen mit der Abstandsabhingigkeit 1/r° skalieren, kann bereits die
Relaxation des Co-Bindungswinkels Y68-G69-D70 im T1/3 Turn von AVAA dazu fiihren, dass die
begrabenen Seitenketten groflere Abstinde zueinander auspragen. In Kette B der asymmetrischen
Einheit sind die Abstéinde im Bereich der ausgetauschten Disulfidbriick sogar so groB3, dass Valin an
Position 67 alternative Konformationen einnehmen kann. Die Abschwéchung hydrophober (VdW)
Interaktionen hat typischerweise eine Verringerung der thermischen Stabilitdt des Proteins zur Folge
(Dahiyat & Mayo 1997). Enzymaktivitétstests mit der Pel-15 Doppelmutante C67V, C71A (DVAC)
zeigen, dass das Temperaturoptimum der enzymatischen Aktivitit durch die Entfernung der
Disulfidbriicke um ca. 5 K auf ca. 55 °C reduziert wird. Der zusétzliche Austausch von C148 gegen
ein Alanin wirkt additiv und reduziert das Maximum der enzymatischen Aktivitidt um zuséitzliche 15 K
auf ca. 45 °C (vgl. Abschnitt 3.4.3, S.74).

Trotz ihrer verénderten, hochaffinen Ca’"-Bindungseigenschaften waren die kinetischen Stabilititen
von DVAA und AVAA nicht zu unterscheiden. Bei gleichen Denaturierungsmittelkonzentrationen
liefen die Entfaltungsreaktionen von DVAA/AVAA im Vergleich zu WT/DCCA beschleunigt ab. Das

grundlegende Muster der Entfaltung scheint aber dem aufgestellten Modell zu entsprechen (vgl.
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Abschnitt 4.2.1.1, S. 115): Wihrend der Denaturierungsreaktion entstehen bei beiden Mutanten
transiente HF-Zustéinde in der Totzeit, nach deren Population das Fluoreszenzsignal langsam in
Richtung U abklingt. In Gegenwart von Ca®" ist die kinetische Stabilitit des nativen Zustandes —
eingeschitzt anhand der Reduktion der Totzeitamplituden — nur geringfiigig erhoht.

Die Chevron-Aste der Entfaltung in Gegenwart von EDTA bzw. Ca®" liegen deutlich dichter beieinan-
der, als dies bei den Entfaltungsdsten von DCCA oder dem WT-Protein der Fall ist, und die
Steigungen der Entfaltungsdste von DVAA/AVAA sind niedriger als beim WT-Protein (vgl. Ab-
schnitt 3.6.4, S. 95). Der Ubergangszustand der Entfaltungsreaktion von DVAA/AVAA scheint dem-
nach stirker durch das Denaturierungsmittel destabilisiert zu werden als der Ubergangszustand der
Entfaltungsreaktion von WT/DCCA, was die erhebliche Verringerung der kinetischen Stabilitit um
einen Faktor von bis zu 3.7 nach sich zieht.

Die Tatsache, dass die Entfaltungen von DVAA und AVAA sehr dhnlich abzulaufen scheinen und
dass beide Mutanten in Abwesenheit von Denatuierungsmittel sehr dhnliche kinetische Stabilitdten
besitzen, veranschaulicht zunédchst, dass der Stabilitdtsverlust, den Pel-15 durch Deletion der
Disulfidbriicke erfihrt, weder durch die hochaffine noch durch die niedrigaffine Ca®"-Bindung
kompensiert werden kann. Wenn dem so ist, dann stellt die Disulfidbriicke in Pel-15 — und sehr
wahrscheinlich auch in allen anderen Pektatlyasen, die dieses Strukturelement konservieren — einen
integralen Stabilititskern dar, der nicht nur die Rigiditdt im Zentrum der parallelen B-Helix verursacht,
sondern in Verbindung damit die enzymatische Aktivitdt der Pektatlyasen bei mittleren und hohen
Temperaturen gewéhrleistet.

Es wire vor dem Hintergrund dieses Ergebnisses ein aufschlussreiches Projekt, die Disulfidbriicke an
anderen Positionen in der B-Helix von Pel-15 einzusetzen und zu beobachten, ob es bei diesem
Strukturelement nur auf dessen grundsitzliches Vorhandensein ankommt, oder ob auch die Position
wesentlich ist, an der sich die Disulfidbriicke befindet. Ein Projekt dhnlicher Art, das allerdings auf die
Oberflédche einer parallelen B-Helix abzielte, wurde fiir eine Pektatlyase aus Xanthomonas campestris
beschrieben (Xiao et al. 2008). Hier wurde durch die Einfithrung einer einzelnen, stabilisierenden
Mutation eine Erhohung der Thermostabilitit um 6 K und eine 23-fache Erhohung der Halbwertszeit

der Inaktivierung bei 45 °C erzielt.

4.3. Hyperfluoreszenz in Pel-15

Die Fluoreszenzeigenschaften von Pel-15 werden durch Harnstoff und durch GdmHCI unterschiedlich
beeinflusst. So weisen die Ubergangs-Fluoreszenzspektren in harnstoffabhéingigen Faltungs- und
Entfaltungsiibergidngen isosbestische Punkte auf, die die Existenz von nur zwei unterschiedlichen
Faltungszustinden vermuten lassen. In Gegenwart von GdmHC]I hingegen stellten sich die Ubergiinge
in Abwesenheit von Ca’" als ein 3-Zustandssystem dar. Versuche, den ionischen Charakter von

GdmHCI durch die Zugabe teils sehr hoher Salzkonzentrationen in Gegenwart und Abwesenheit von
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S/ S

Abb. 4-6: T3-Bereich in Hohe der hochaffinen Ca**-Bindestelle von Pel-15WT (AKkita ef al. 2001). Dargestellt sind die
losungsmittelexponierten Seitenketten Y105 (links) und Y102 (rechts). Letztere bildet zum Riickgrat von W78 eine H-
Briicke (3.03 A) aus. Das Ca®*-Ion ist orange dargestellt. Die H-Briicke zwischen der Seitenkette des Fluorophors W78
(griin) und dem Riickgrat von A85 (grau) hat im Kristall eine Linge von 3.00 A.

Harnstoff zu simulieren und auf diese Art einen HF-&hnlichen Zustand zu induzieren waren nicht
erfolgreich.

Die Struktur von Pel-15 in 1.0 M GdmHCI und 1 mM EDTA - eingeschitzt anhand der Zugénglich-
keit des Fluorophors, dem nah-UV CD-Signal im Bereich der Tyrosinabsorption und dem fern-UV
CD-Signal im Bereich der Peptidabsorption — ist nativ-dhnlich. Die beobachtete Hyperfluoreszenz
muss also mit einer lokalen Verdnderung der chemischen Umgebung von W78 im Zusammenhang
stehen. Diese Verdanderung wiederum ist nachweislich das Produkt einer Wechselwirkung exponierter
planarer Seitenkettenreste mit Gdm'-Kationen (Mason et al. 2009; Vondrasek et al. 2009). Bereits in
der Einleitung wurde angedeutet, dass Interaktionen dieser Art an der Stabilisierung des N- und des C-
Terminus beteiligt sind.

Mechanistisch lieBe sich vermuten, dass eine derartige Ausbildung von stacks im Bereich der
l6sungsmittelexponierten Tyrosine lokale Verédnderungen in der Riickgrat-Torsion und im Zusammen-
hang damit eine Verdanderung des H-Briickenmusters nach sich zieht. Da der nativ gequenchte Zustand
von W78 zu groflen Teilen auf die Existenz einer H-Briicke zu AS85 zuriickgeht, kann davon
ausgegangen werden, dass die Oberflicheninteraktion von Pel-15 mit Gdm" zum ,,Entquenchen‘ von

W78 fiihrt, ohne dass dabei der der B-helikale fold aufgebrochen wird.

Die millimolare Zugabe von Ca*" geniigt, um den strukturverindernden Effekt von Gdm" zu negieren
und die H-Briicke zwischen W78 und A85 auch in Gegenwart von 1.0 M in einem nativ-dhnlich Zu-
stand zu stabilisieren. In der Kristallstruktur (Abb. 4-6) zeigt sich, dass in unmittelbarer Ndhe der
hochaffinen Ca*"-Bindestelle zwei 16sungsmittelexponierte Tyrosinseitenketten fiir eine bevorzugte
Interaktion mit Gdm" zur Verfiigung stehen. Die hochaffine Bindung von Ca®" fiihrt offensichtlich zu
einer Coulomb-Abstoflung, im Zuge derer das Zentrum der B-Helix in einem nativ-ghnlichen Zustand
stabilisiert wird. Zur endgiiltigen Klarung dieser These bedarf es der Kristallisation von Pel-15 in
Anwesenheit verschiedener Guanidiniumsalze.
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4.4. Zusammenfassende Diskussion

4.4.1. Pel-15 im Vergleich mit anderen -Helixproteinen (PelC, Pertactin)

Beispiele fiir B-Helixproteine mit teils umfassend charakterisierten Faltungsreaktionen sind PelC aus
Erwinia chrysamthemi und Pertactin aus Bordetella pertussis. Mit einer Molekularmasse von 21 kDa
ist Pel-15 ist etwas kleiner als PelC und verfiigt iiber deutlich einfachere furn-Strukturen. Hinsichtlich
der Grofe seiner unstrukturierten furns und des Fehlens einer N-terminalen Abschlussstruktur lassen
sich iiberdies Ahnlichkeiten zu dem weitaus groBeren Pertactin erkennen. Die Faltungseigenschaften

von PelC und Pertactin besitzen Charakteristika, die auch bei Pel-15 von Bedeutung zu sein scheinen.

PelC gilt von allen bislang identifizierten B-Helix-Proteinen als das mit Abstand am ausfiihrlichsten
charakterisierte Modellsystem (Kamen et al. 2000; Kamen & Woody 2002a; Kamen & Woody
2002b). Unter steady-state Bedingungen stellt sich das Protein zunidchst als eine hochkooperativ
faltende Einheit dar, deren Ubergiinge 2-Zustands-Charakter besitzen (Abb. 4-8). Verhilt sich ein
repeat-Protein als eine kooperative Einheit, wie dies bei PelC der Fall ist, so besteht nach Kloss et al.
(2008) eine thermodynamische Kopplung zwischen dem N- und dem C-terminalen repeat des

Proteins. Mit zunehmender Windungszahl kann das Protein allerdings in mehrere, unabhingig
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Abb. 4-7: Chevron-Diagramme ausgewiihlter B-Helixproteine. Links: PelC-Chevron-Plot (Kamen et al., 2000);

Mitte: Pertactin-Chevron-Plot (Junker et al., 2009) Rechts: Pel-15 Chevron-Plot (diese Arbeit, | mM CaCl,). Messungen

jeweils bei neutralem pH und im Bereich zwischen 20 und 25 °C.
faltende/entfaltende, kooperative Einheiten zerfallen. Sind die Stabilititen dieser kooperativen
Einheiten sehr dhnlich, so kann es einen hohen methodischen Aufwand erfordern, diese zu
identifizieren. Tatsdchlich war erst durch die kalorimetrische Analyse der thermischen Entfaltung von
PelC der Nachweis zweier kooperativ faltender Einheiten moglich (Kamen er al. 2000), die so dhn-
liche Stabilitdten aufwiesen, dass sie sich in denaturierungsmittelabhingigen Gleichgewichtsiiber-
géngen nicht separieren lieBen.
Pertactin, dessen Faltung in den letzten Jahren von der Arbeitsgruppe um Patricia Clark bearbeitet
wurde, stellt ein langes repeat-Protein dar, in dem mehrere Bereiche existieren, die unabhingig
voneinander falten und entfalten konnen. Diese Bereiche besitzen jeweils sehr unterschiedliche

Stabilitdten, sodass Pertactin unter steady-state Bedingungen im Bereich um 1.5 M GdmHCI ein
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Gleichgewichtsintermediat populiert (Abb. 4-8), dessen N-Terminus bereits in denaturierter Form
vorliegt, wihrend sein C-Terminus noch strukturiert und proteaseresistent ist (Junker et al. 2006).

Fiir Pel-15 hdtte man anhand seiner geringen GrdéBe und der niedrigen Zahl seiner Windungen
vermutet, dass es einen PelC-dhnlichen Faltungstyp aufweist, sich also im besten Fall als reversibles,
hochkooperativ faltendes System darstellt. Tatséchlich ist dies nur dann zu beobachten, wenn die
Gleichgewichtsfaltung von Pel-15 in Gegenwart von CaCl, betrachtet wird. Sobald die Bindung von
Ca”" an die Proteinoberfliche verhindert wird, verkompliziert sich die steady-state Verteilung und es
lasst sich ein zusitzlicher, intermediérer Zustand beobachten (Abb. 4-8), der wie im Fall von Pertactin
bei moderaten GAmHCI-Konzentrationen stabil ist. Die Experimente, die in dieser Arbeit vorgestellt
wurden, haben {ibereinstimmend gezeigt, dass das Pel-15-Intermediat im Unterschied zu dem von
Pertactin eine nativ-dhnliche Struktur und einen vollstindig 16sungsmittelunzugénglichen, hydropho-
ben Kern besitzt.

Wenn Pel-15, dem Konzept von Kloss folgend, aus verschiedenen kooperativen Einheiten besteht
(was angesichts der hohen Prolinkonzentration im Bereich des N-Terminus wahrscheinlich ist), so
sind die thermodynamischen Stabilititen dieser Einheiten in Gegenwart von Ca>" offensichtlich sehr

dhnlich. Der mit der Abwesenheit von Ca®"-Ionen einhergehende Verlust an stabilisierenden Salz-
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Abb. 4-8: Faltungs- und Entfaltungsgleichgewichtsiiberginge ausgewihlte beta-helikaler Modellproteine
Links: PelC (Kamen et al. 2000); Mitte: Pertactin (Junker ef al., 2006); Rechts: Pel-15 (diese Arbeit)

briicken fiihrt nach der Theorie dazu, dass sich die Stabilitdten beider Bereiche stirker voneinander
unterscheiden, sodass in Gegenwart von GdmHCI das erwéhnte Intermediat populiert werden kann.

Die Faltungs- und Entfaltungskinetiken von PelC (Kamen & Woody 2002a; Junker & Clark 2009),
Pertactin (Junker & Clark 2009) und Pel-15 sind komplex. Fiir PelC beispielsweise stellte sich die
Denaturierungsreaktion zwar bei allen Denaturierungsmittelkonzentrationen als monoexponentieller
Zusammenhang dar, die semilogarithmische Auftragung der Raten im ,,Chevron-Plot“ zeigte
allerdings deutliche Kriimmungen, wie sie typischerweise mit der Existenz paralleler Entfaltungswege
oder mit einer denaturierungsmittelabhéingigen, strukturellen Verinderung des Ubergangszustandes
erklart werden (u.a. Sosnick et al. 1997). Wahrend der Riickfaltung von PelC werden bis zu vier
verschiedene exponentielle Phasen (Zeitkonstanten zwischen 0.4 s und 400 s) mit groBtenteils sehr
dhnlichen Denaturierungsmittelabhéngigkeiten beobachtet. Ahnlich komplex, wenngleich auf einer
deutlich niedrigeren Zeitskala angesiedelt, stellt sich der Faltungsweg von Pertactin dar. Dort ergeben
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sich sowohl die Riickfaltung als auch die Entfaltung als Summen aus drei Exponentialfunktionen, was
sich im Chevron-Plot in Form von jeweils drei Faltungs- und Entfaltungsésten duflert. Wie bei PelC
und Pel-15 weichen diese ,,Chevron-Aste” auch bei Pertactin deutlich von einem idealen ,,Chevron-
Verhalten ab.

Die faltungskinetischen Eigenschaften von Pel-15 weisen sowohl Gemeinsamkeiten zu PelC als auch
zu Pertactin auf. Beide Pektatlyasen erreichen innerhalb von Sekundenbruchteilen eine nativ-ahnliche,
B-helikale Konformation. Am Beispiel von Pel-15 wurde nachweislich gezeigt, dass innerhalb dieser
intermedidren Struktur noch geniigend konformationelle Freiheit existiert, um das Wasserstoff-
briicken-Netzwerk bzw. die Packung begrabener Seitenketten zu optimieren — so gezeigt am Beispiel
des begrabenen Tryptophanylrestes W78. Eine entscheidende Funktion in diesem Optimierungsschritt
konnte die Isomerisierung von Prolylresten darstellen. Sie ist — direkt oder indirekt — am Aufbau der
katalytischen Zentren von Pel-15 und PelC beteiligt und ,,erzwingt™ dariiber hinaus in Pel-15 die
Ausbildung zusitzlicher H-Briicken. Zumindest fiir Pel-15 ist nachgewiesen, dass die
Prolylisomerisierung wihrend der B-Helixfaltung einen irreversiblen Schritt darstellt.

Die Faltung von Pertactin folgt offensichtlich einem alternativen Konzept und ist nicht ohne weiteres
mit den Faltungsreaktionen der vergleichsweise ,,kleinen® Pektatlyasen zu vergleichen. Die parallele
B-Helix von Pertactin ist wesentlich ldnger und faltet nur sehr langsam in ihre native Konformation.
Die groflen Stabilitdtsunterschiede zwischen den kooperativen Einheiten innerhalb des Pertactin-
molekiils korrespondieren mit einem Faltungsweg, der fiir den vektoriellen Export iiber die duBlere
Membran optimiert ist (Junker et al. 2009). Bedenkt man die strukturelle Ahnlichkeit in der Orga-
nisation von Pertactin und Pel-15, ist es vorstellbar, dass auch die vergleichsweise ,,kleine* Pektatly-
ase ihren nativen Zustand iiber einen solchen vektoriellen Faltungsweg erreicht. Zu bedenken ist an
dieser Stelle allenfalls, dass Pertactin im extrazelluldiren Raum zuerst einen C-terminalen hairpin
prasentiert, wahrend Pel-15 im Sec-abhéangigen Transport mit dem N-Terminus voran die Membran

passiert.

4.4.2. Pel-15 als Modellprotein fiir die p-Helix-Forschung

Die Alkalische Pektatlyase (Pel-15) aus dem Bodenbakterium Bacillus spec. KSM-P15 stellt ein
reprasentatives, B-helikales Protein dar, das sich zur weiteren, modellhaften Charakterisierung der Fal-
tung und der Stabilitét rechtsgéngiger, paralleler B-Helices sehr gut eignet.

Die Unempfindlichkeit gegen Aggregation, hohe Proteinkonzentrationen und erhdhte Temperaturen
sowie seine unkomplizierte Reinigung machen dieses Protein zu einem sehr gut handhabbaren For-
schungs- und Schulungsobjekt. Pel-15 ist in hohen Ausbeuten rekombinant zu exprimieren und lasst
sich auch im geldsten Zustand {iber viele Monate bei -20 °C weitgehend verlustfrei lagern.

Die Verwendung von spektroskopischen Methoden zur Charakterisierung seiner Faltung und Stabilitét
wird begiinstigt durch die Tatsache, dass Pel-15 nur ein einzelnes begrabenes Tryptophan im Zentrum
der B-Helix enthélt, dessen Fluoreszenzmuster sehr sensitiv auf Verdnderungen der dufleren Umge-

138



Diskussion

bung reagiert. Das nah-UV CD-Signal von Pel-15 présentiert im Bereich der Tryptophan-Absorption
eine spezifische Elliptizititsbande, die geeignet ist, das Wesen des abgeschirmten, hydrophoben Kerns
unter verschiedenen Bedingungen zu studieren.

Auffillig im Vergleich mit anderen B-helikalen Modellproteinen (u.a. PelC, Pertactin, BsPel) ist bei
Pel-15 das Fehlen jeglicher zusétzlicher Sekundérstruktur. Hierdurch wird die Interpretation spektro-
skopischer Daten erheblich vereinfacht: alle beobachteten Effekte hidngen direkt mit der Struktu-
rierung bzw. dem Strukturverlust der B-Helix zusammen. Die Dekonvolution des Sekundérstruktursig-
nals bestitigt einen a-Helix-Anteil von hochstens 6 % (Kobayashi ef al. 1999). Die geringe Grof3e, die
hohe Léoslichkeit und die geringe Aggregationsanfalligkeit prédestinieren Pel-15 zukiinftig fiir die
Anwendung von NMR-spektroskopischen Methoden. Mit diesen wird es beispielsweise moglich sein,

die atomare Struktur des Gleichgewichtsintermediates zu charakterisieren.

4.5. Anschlussprojekte

Die Stabilitidt und die Faltung von Pel-15 DCCA stehen derzeit im Fokus der Diplomarbeit von Herrn
Pavel Lulchev. Den Kern der Arbeit werden Experimente darstellen, die geeignet sind, die Tempera-
turabhingigkeit der DCCA-Faltungs- und Entfaltungskinetik zu analysieren. Neben der Messung zeit-
aufgeloster Fluoreszenz-Denaturierungs- und Renaturierungsiibergénge soll die Aktivierungsbarriere
zwischen HF g und N durch die temperaturabhingige Messung der Riickfaltungsreaktion quantifiziert
werden. Anhand der Denaturierungsmittelabhingigkeit des thermodynamischen Schmelzpunktes wird
eine Abschétzung der Zahl der in Pel-15 enthaltenen, kooperativen Einheiten mdglich.

Die Gleichgewichtsreaktion HF,,, & HF g steht im Fokus der Bachelorarbeit von Frau Bettina Neu-
mann. Sie wird die GdmHCl-ahingige Gleichgewichtsverteilung innerhalb des DCCA-Ensembles und
die Kinetik der DCCA-Riickfaltungsreaktion mittels Nah-UV CD-Spektroskopie analysieren. Anhand
der kinetischen Untersuchungen soll die Tertidrstruktur von HF,, abgeschitzt werden. Die verglei-
chende Riickfaltung von Pel-15 DCCA und Pel-15 WT in Anwesenheit verschiedener PPlasen wird
hoffentlich kliren, inwiefern die trans-/cis-Isomerisierung von Pel-15 den limitierenden Schritt wih-
rend der Riickfaltungsreaktion darstellt.

Mehrphasige HF-Relaxationskinetiken konnen ein Hinweis darauf sein, dass es sich bei HF g, weni-
ger um eine distinkte Konformation als vielmehr um ein Ensemble aus verschiedenen Konformationen
handelt. Die Heterogenitit dieses Ensembles lieBe sich zukiinftig durch stopped-flow

Doppelsprungkinetiken der Art U — N — U nachweisen. Dariiber hinaus ist es vielversprechend, die

Struktur des Intermediates HFfast durch den Einsatz von NMR-Methoden auf atomarer Ebene zu
bestimmen. Alternativ zur Anwendung von NMR wire zu testen, ob es moglich ist, die

Rontgenkristallstruktur von Pel-15 in Gegenwart hochmolarer Gdm-Salzkonzentrationen zu 16sen.
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Anhang

6. Anhang

Al AVAA Kiristallstruktur: Seitenkettenreste mit alternativen / nicht feststellbaren Konformationen
Pos. Rest Kette A Kette B Kette C
Aufgeldste Reste: 100 %  Aufgeloste Reste: 97.5 % Aufgeldste Reste: 100 %
1 A 1.0 1.0 -
9 1 0.5/0.5 0.5/0.5 0.5/0.5
36 Q 1.0 1.0 -
37 A 1.0 1.0 -
38 E 1.0 1.0 --
39 N 1.0 1.0 -
43 1 0.5/0.5 1.0 1.0
45 R 1.0 1.0 0.5/0.5
51 S 1.0 0.7/0.3 1.0
61 1 0.5/0.5 1.0 1.0
67 \'% 1.0 0.5/0.5 1.0
70 D 1.0 0.5/0.5 1.0
73 1 0.5/0.5 1.0 1.0
74 T 0.8/0.2 1.0 1.0
90 S 0.5/0.5 1.0 0.5/0.5
91 S 0.5/0.5 1.0 1.0
97 S 0.5/0.5 1.0 1.0
118 N 1.0 0.8/0.2 1.0
119 1 0.5/0.5 1.0 1.0
121 N 0.7/0.3 1.0 1.0
129 K 0.5/0.5 1.0 1.0
147 N 1.0 0.8/0.2 1.0
150 1 0.5/0.5 1.0 1.0
160 T 1.0 0.8/0.2 1.0
166 T 1.0 0.5/0.5 1.0
184 F 1.0 0.5/0.5 1.0
186 S 0.7/0.3 1.0 1.0
192 S 0.5/0.5 1.0 1.0
195 T 1.0 0.5/0.5 1.0

Anmerkung:  Der schwarz umrahmte Bereich kennzeichnet die Reste, die sich im beweglichen T2/3 -turn befinden.
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A2 Pel-15 AVAA Gleichgewichtsfaltungs- und Entfaltungsiibergéinge

Fluoreszenz-Ubergange Nah-UV CD-Ubergdnge
709_3100m @ 330nm @ 355nm @ 390nm @ 420nm ® 256nm @ 278nm @ 283nm @ 291nm ® 293nm
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Faltung/Entfaltung in 25 mM MOPS, 1 mM EDTA / CaCl,, pH 7.0, 20 °C, Unterschiedliche Detektionswel-
lenléngen sind farblich gekennzeichnet, Inkubationszeitraum: 14 Tage Offene Dreiecke zeigen die Daten der
Ca®" abhingigen Gleichgewichtsfaltung und geschlossene Kreise zeigen die Daten der EDTA-abhéngigen
Faltung. Durchgezogene und unterbrochene Linien stellen die Ergebnisse des jeweils global angepassten 3-
Zustandsmodells dar. Fluoreszenz-Ubergiinge: (Messwerte und Fits) Die Fluoreszenzdaten wurden bei 5
Wellenldngen ausgewertet. Sie sind {iber dem Diagramm angegeben. (Residuen der Fits) Die Residuen
berechneten sich als Differenz aus den Messwerten und den Fitergebnissen. Streuen sie zuféllig um den
Nullwert, ist dies ein Zeichen filir eine gute Anpassung. Im Bereich von etwa 0.8 M GdmCl ist die
Abweichung zwischen Messwerten und Fitergebnissen erhoht, folgt aber nach wie vor einer zufiligen
Verteilunng. Nah-UV-CD Uberginge: (Messwerte und Fits) Die CD-Daten wurden bei 5 verschiedenen
Wellenlingen ausgewertet, die {iber dem Diagramm angegeben sind. Bis auf den Ubergang, der bei 293 nm
detektiert wurde, sind die Ubergéinge sehr dhnlich. Dieser wurde fiir die Regression der Daten nicht
berticksichtigt. (Residuen der Fits) Die Residuenstreuung bei den CD-Daten ist insgesamt grofer als in den
Fluoreszenzexperimenten.
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Darstellung und globale Auswertung der Gleichgewichts-
faltung/entfaltung bei 5 reprdsentativen Wellenldngen.
Die 3-Zustandsanpassung der Daten wurde mit folgenden
Beschrankungen ausgefiihrt: AGy; > 0, my; > 0, AGyy > 0,
$a=0M" 5;=0M", my; =26.9 kI mol' M.
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