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Meiner Familie.

Wenn wir wiissten, was wir tun, wiirden wir das nicht Forschung nennen.
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Abstract
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This thesis has a focus on Escherichia coli Parvulin 10 (Par10), the founding member of the parvulin
enzyme family, a class of peptidyl-prolyl-cis/trans-isomerases (PPlases). As the prototypical member
of the parvulin family, Par10 is particularly suitable to answer basic questions pertaining to substrate
specificity and catalytic mechanism of these enzymes. Par10 catalyzes the interconversion of cis and
trans conformers of prolyl bonds (Xaa-Pro bonds) in peptides and proteins. Furthermore, some
PPlases exhibit chaperone activity and cell regulation functions, which are often mediated by
additional protein domains besides the PPlase domain. Members of human Parvulins, e. g. human
Pinl (hPin), are associated with a variety of diseases, including breast cancer, PARKINSON's and
ALZHEIMER's disease. This work was thought to contribute to a better understanding of the mode of
operation of parvulins by using structural studies and by providing novel, chemically modified
parvulin species.

The interaction between parvulin 10 and its, so far, only known natural interaction partner, the
alkyl hydroperoxide reductase subunit C (AhpC), has been further investigated in this study and has
been examined at the atomic level for the first time by means of nuclear magnetic resonance
spectroscopy. The direct binding of a partial amino acid sequence of AhpC to the catalytic site of
Par10 could be shown as well as the enzymatic conversion of an AhpC segment by Par10.

For a long time a highly conserved cysteine residue in parvulins has been a subject of intense
studies. Results of the here presented study show significantly lowered pK, values for both cysteine
side chains in Par10 compared to cysteines in short, unstructured peptides and a great influence of
Cys* on Par10's overall protein structure. Additionally, more in vitro and in vivo studies are required
to understand how Parl10 recognizes prolyl bonds in proteins and catalyzes its cis/trans conversion.

Beside the interaction and structural studies a vast number of methods were used to provide
catalytically active and site-specific fluorescence-labeled Par10 molecules, thus laying the foundation
for further inhibition and protein-ligand studies.



Kurzzusammenfassung

Schliisselworter:  Peptidyl-Prolyl-cis/trans-lsomerase (PPlase), Parvulin 10, Alkylhydroperoxid-
Reduktase Untereinheit C (AhpC) pKs, Semisynthese, Pepetidsegmentkondensation, Natrlich
Chemische Ligation, Enzymatische Ligation, Fluoreszenzmarkierung

Diese Arbeit befasst sich mit Parvulin 10 (Par10) aus Eschericia coli, dem Namensgeber der Peptidyl-
Prolyl-cis/trans-Isomerase-Familie der Parvuline. Als prototypischer Vertreter dieser Enzymfamilie ist
Par10 besonders geeignet, um grundlegende Fragen beziiglich der Substratspezifitit und des
Katalysemechanismus dieser Enzyme zu beantworten. Par10 katalysiert die Umwandlung der cis- und
trans-Konformere von Prolylbindungen (Xaa-Pro-Bindungen) in Peptiden und Proteinen. Dariber
hinaus besitzen einige Parvuline Chaperonaktivitdt und Zellzykluskontrollfunktionen, welche oft
durch zusatzliche Proteindomadnen neben der PPlase-Domadne vermittelt werden. Vertreter humaner
Parvuline, wie zum Beispiel humanes Pinl (hPin), werden mit einer Vielzahl von Erkrankungen, wie
dem Brustkrebs, der PARKINSON- und der ALzZHEIMER-Krankheit, in Verbindung gebracht. Diese Arbeit
sollte durch Strukturuntersuchungen und durch die Bereitstellung neuartiger, chemisch modifizierter
Parvulinspezies zum Verstandnis der Funktionsweise der Parvuline beitragen.

Die Interaktion zwischen Parvulin 10 und dem bislang einzig bekannten natirlichen Inter-
aktionspartner, der Alkylhydroperoxid Reduktase Untereinheit C (AhpC), wurde in dieser Arbeit ein-
gehender und erstmalig auf atomarer Ebene mittels der Kernspinresonanzspektroskopie untersucht.
Es konnte eine direkte Bindung eines AhpC-Segments an das katalytische Zentrum von Par10 und die
enzymatische Umsetzung dieses Segments durch Par10 gezeigt werden.

Seit langem ist ein in Parvulinen hoch konservierter Cysteinrest immer wieder Ziel intensiver
Studien. Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen deutlich abgesenkte pKs-Werte fiir die beiden in
Par10 vorkommenden Cysteinseitenketten verglichen mit Cysteinseitenketten in kurzen, unstruk-
turierten Peptiden und einen starken Einfluss des Cys* auf die Raumstruktur von Parvulin 10. Um zu
verstehen, wie Parl0 Prolylbindungen in Proteinen erkennt und ihre cis/trans-Isomerisierung
katalysiert, sind weitere in vitro und in vivo Studien notwendig.

Neben Interaktions- und Strukturstudien wurde eine Vielzahl von Methoden fiir die Bereit-
stellung katalytisch aktiver und positionsspezifisch fluoreszenzmarkierter Parl0-Molekiile ange-
wendet und damit die Grundlage fiir tiefergehende Inhibierungs- und Protein-Ligand-Studien
geschaffen.






I INHALTSVERZEICHNIS

| Inhaltsverzeichnis

| INhaltSVErzeiChNis ....c.ccciveeiiiieiiiiiiiiiiirncrrc e reasessensanne |
1l AbKUirzungsverzeichnis........cccceveereeiiieiiieierercreerreereeereeereeesennernsssensennnes Iv
1 [T 1 LT VT ¥ = 1
1.1 Enzyme — die Biokatalysatoren des LEDENS .........ccovuiiiiiciiiie e 1
1.2 Prolylbindungen und Peptidyl-Prolyl-cis/trans-1Isomerasen ...........ccccceeeueeeeveeciveeecveeeneenns 2
1.3 Parvulin 10 und die Familie der Parvuling ...........cooocuieiieciiie et 5
1.4  Alkylhydroperoxid-Reduktase Untereinheit C.........cccceeeeciiieeeiiiee e 11
1.5 Gewinnung und Modifizierung von Prot@iNen ........ccccceeveiieieiiiieeesiieeeeciieeescieee e 13
2 Problemstellung und ZielSetzung .......ccccereerreireeirreerencrennerencreeerenerennes 16
3 Materialien und Methoden...........civeiieiiiiiiiiiiiicrcrr e 18
3.1 Liste der Hersteller und ZUBEferer...... ..o uvee et e 18
I A V. =Y < o =1 11T o TSR 19
I N @ o Y=T o 4117 =Y o ST SR 19
3.2.2 Verbrauchsmateriali@Nn ..........ooociiiiieeeeecee e et e e e e e e e 20
3.2.3 PCR-Primer, Plasmide und E. COlI-STEMME ....uuuuuuueieiiiiiiiiiii s 20
0 Sl gAY o 41T 21
3.2.5 Ndhrmedien, Stammldsungen und PUFfer ... 22
3.2.6 Standards und ReagenzienzusammenstellUNgen .........cccevvcveeeiciiiee i 22
3.2.7 SAUIENMALEIIAlIEN ettt esbe e b e 23
3.2.8 AlIZEMEINE GEIALE .ooiieiiiieeiiiie e ettt err e e et e e e sbte e e e st be e e e s abaeeessbeeeessbaeeeasreeeeensees 23
3.2.9 Computerprogramme und Datenbanken .........cccceeiiiiiiiiiiiieee e 24
3.3  Molekularbiologische MethOden..........cccueeiiiiiiiiiniiieiee et 25
3.3.1 Polymerasekettenr@aktioNn ........ccueeiiciiiiiiiiiie e s 25
3.3.2 Enzymatische Modifizierung VON DNA..........ooiiiiiiee ettt ree e e e e 25
3.3.3 Auftrennung, Isolierung und Reinigung VON DNA..........coooiiiiiieiciieee et 25
3.3.4 Transformation von E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA..........ccccceeeiiieeeeciiee e 26
I T B\ 7Ny Yo {8 1= A 1= oV 26
3.3.6 Anlegen von GlycerinkryoKUITUIEN ..........eviiiiiiee e 26
3.3.7 Kultivierung von E. coli-Stammen und GENEXPresSSiON ....c.cceeccviiieeeeeeeeeciiiveeeeeeeeeecnveeeeeas 26
3.4 Praparative MethOden ... e e e e e ee s 27
3.4.1 Zellaufschluss, Proteinreinigung und Proteinkonzentrierung ........ccccccoeeeecieeeecveeecennee. 27
3.4.2 Intein-vermittelte Peptidthioestersynthese .......occcviieeiei e 29
3.4.3 FestphasenpeplidsyNtNese ........uuviiiiii i e e 30
3.4.4 Peptid- und PeptidthioesterreiniGUNE ........cevveii i 32
3.5  SegmentkondensatioN@N ........ccccuiiiiiiiiiie et e e e 32
3.5.1 Natirlich Chemische LIatioN ........ccoviiiiiiiiiiieieiiee e ree e e 32
3.5.2 EnzymatiSChe LiGatioN.....ccccuiiiieiiie ettt et e ree e e ree e et e e s e arae e e e e 33
3.5.3 Synthese des QUENCHErS 2-INPA...........ooi it e ree e e abae e e e aaes 34



I INHALTSVERZEICHNIS

3.6

3.6.1
3.6.2
3.6.3
3.6.4
3.6.5
3.6.6
3.6.7
3.6.8
3.6.9

3.7
3.7.1
3.7.2

4.1
4.1.1
4.1.2

4.2

4.2.1
4.2.2
4.2.3
4.2.4

4.3

431
4.3.2
4.3.3

4.4
4.5

4.6
4.6.1
4.6.2

4.7

4.8
4.8.1
4.8.2

4.8.3

51
51.1
5.1.2

5.2
5.21

5.2.2
5.23

ANalytisChe MEtNOUEN .........viiieee e e e e e e bee e e e sares
Nukleinsdure-, Peptid- und Proteinquantifizierung........cccoecveeeiciiee e,
Denaturierende und native Polyacrylamidgelelektrophorese..........ccccocveevvcieeiicrveecennee.
Analytische Hochleistungsfliissigkeitschromatografie .........ccccoeciveeiciiiiiccciec e,
Massenspektrometrische UntersuchUngen........ccceeeeeiieiicciiie e
LiMitiErte PrOt@OIYSE. .. ueiiei et et e et e e et ee e e e eabae e e e eanes
Fern-UV CD-SPeKIrOSKOPIE .....ciiicciiieeiciiie ettt ettt e et e e e evae e e e earae e e e eatae e e e neeas
pKs-Wertbestimmung freier CyStRINE ... .o iii i e e
Fluoreszenzspektroskopische Bindungsstudien ............cccoeceeieiicieeecciiee e
KernspinresonanzspektroSKOPIE .. ..ciicuiiii it

ENzZymMaktivitatstestS coouiiei i
PPlase-Aktivitatstests und pH-Abhadngigkeit der PPlase-Aktivitat.........ccccoevvveeiivcieenennnen.
ANPC-AKLIVITAESTEST 1oviiieecie e e e e s e e s e

L =01 o] 113N

Rekombinant hergestellte Proteine und Proteinderivate .......ccccccevccivieeeeeeeeccccinieeeeeen,
Exprimierte Parvulin 10-Varianten .........cooociieiiciie st
Exprimierte ANPC 10-Varianten ......ccoccuiiiiiiiiie ettt et e e e svee e e s eree e e s eebee e e anes

Kernresonanzspektroskopische Untersuchungen .........ccccoccveiiiecieeiccciee e

Vorversuche zur ARPC-NIMR .......uuiiiiiiiiiicciee ettt et e e e ree e s sab e e e e s abe e e e sabeeeeenses

NMR-Interaktionsstudien von Parl0 und ARPC.........occveiiiiciiie i
115-132

Homonukleare 2D-NOESY-Experimente an ARpC 7 L i
THY-PN-HSQC-Spektren von PN-Parl0 CAOA.........cccveeeeieeeeeeeeeeseeseseseeseeiesessesesessssnas

Synthese fluoreszenzmarkierter Parl0-Varianten.......cccccoeeeeciiiiiiciiieeciiee e
Synthese der Fluoreszenzsonde Dap(ADZ) .......c.uueveeciiiiicciiie e
Synthese der Parl0-SEEMENTE. .....ccccuiieieieee e ettt e et e e e erae e e s eaba e e e e asaeeeeearaeeeas
Ligation zu fluoreszenzmarkierten Par10-Varianten .........cccceeeecieeeeciieeeeciiee e

Fern-UV CD-Spektroskopie zur Bestimmung des Sekundarstrukturgehalts.....................
Proteolytische Stabilitdt der Parvulinvarianten gegenliber Trypsin........cccccoceeevevveeeenneee.

Experimentell bestimmte EnzymaktiVitaten........cccoeeeiieiieciiee e
Spezifitatskonstanten der Par10-Varianten und ausgewahlter Par10-Segmente............
ANPC-AKLIVITAESTEST ....viiiee et e e et e et e e e e b e e e e e aree e s enraeeeennres

pH-Aktivitatsprofil und pKs-Werte der Cys*- und Cys®-Seitenkette in Parvulin 10 ........

Parl10-Ligand-BindungsStUdiEN ..........euviiiiieee it e e e e
Fluoreszenzléschung der Par10-Varianten durch kovalente Bindung von 2-INPA...........
Fluoreszenzléschung der Par10-Varianten durch nicht-kovalente Bindung von Suc-

AAPE-DINA ..ottt e s e st e s bt e s bt e e s be e s bt e s ate e e ba e e nabe e s teesbaeesabaesraeen
Kompensationsbindungsstudien an Parl0-Varianten ........cccccceeecieeiiciieeesciiee e,

DISKUSSION uveieereieirereieereeeirereesereseeressssesassesnssssessssessssssnsassessssssnssesassssasns

Gewinnung der rekombinant erzeugten Proteinvarianten und Peptid-a-thioester ........
Par10- und ARPC-Varianten ...t e e e et e e e e e e e b rae e e e e e e
Par10 H-1-35-MESNa und Parl0 H-1-67-MESNQ ......ccccceiiiriiieiiiiiee e eriiee e ereee s e

Fluoreszenzmarkierte Par10-Varianten als zukiinftige Untersuchungsobjekte ...............
Festlegung der ausgetauschten Aminosauren und der Positionen der

(7= T o] o 1) o =] | [=T o TSRS
Synthese von Fmoc-L-Dap(Boc-Abz)-OH und Festphasenpeptidsynthese............c..........
Eignung der gewahlten Ligationsreaktionen .........ccccccvveiiiciii e,



I INHALTSVERZEICHNIS

5.2.4 FlUOreSzeNnzZtitrationNeN ....co.eeiueiiiiieieeieesiiere ettt st 92
5.3  Struktur-Aktivitats-Beziehung von Parvulin 10.........cccoveeeeiiiieiciiiee e 95
5.3.1 Sekundarstrukturen der Parl0-Varianten .......ccccoceeieereenieniieneeneenee e 96
5.3.2 PPlase-Aktivitdten der Parl0-Varianten ......c.cccoceeeeiieneeneeneenee e 102
5.3.3 pKs-Werte der Sulfhydrylseitenketten von Cys®™ und Cys®........ooeevvveeeeeeeeereeenns 105
5.4  Betrachtung der Par10-AhpC-Interaktion auf atomarer Ebene..........ccccceevveeeecieeeennnee. 115
5.4.1 Interaktion von Parl0 mit der Peroxireduktase AhRPC.........cccoecieiieecieeecciee e 115
5.4.2 Losungsstruktur der Peroxireduktase ANPC .........oooeiiieiiiiiiee et e 118
6  Zusammenfassung und Ausblick .........cccivvuiiiiiiiiiiiiiiinniiinn. 123
7 Literaturverzeichnis ......cccceeuiiiiiiieiiiiiiniiiiiiiiiccinnncr e 127
L Y 415 = o - i
A1l Sequenzierungen und abgeleitete PrimarseqUeNZEeN.......ccccceeeeeciieeeeciieee e et et i
A2 Experimentell bestimmte MoleKUlImassen ........cccccveeiieiie e e iv
A3 Absolute und relative Spezifitatskonstanten.........cccceeveiieiecciee e v
A4 Schema der FestphasenpeptidSyNthese ........ceeiiciieeiiciiie e e e Vi
A5 Schema der Natiirlich Chemischen Ligation ..........ccceeeiiciiiiicciie e vii
A6 Schema der proteasekatalysierten Peptidsynthese .........cccccvveeeeciieiicciiee e vii
A7  AbbIldUNGSVEIZEICNNIS ...cooiieiiie e e et e e e e e ae e e e aaes viii
A8  TabellenNVerzeiChNis. ....cccuiiuiiiiieie ettt s st ee e iX
A9 GleiChUNGENVEIZEICHNIS ...occe e e e e ree e e e e e e X
SEICWOIEVEIZEICNNTS ...t X
DANKSAGUNE ..veeeiitiiee ettt e ettt e ettt e e sttt e e s st e e e e sbteeessabteeeesabaeeeeaseaeesanstaeeessteeeesseaeeeastaeesanseneesanes Xi
LEDENSIAUT ...t e e e e Xii
Publikationen und TagUNESDEItIAZE .....veiiiciiiieieiiie et e e s raae e e Xii
SelbststandigkeitSErkIArUNG .....oeei i e s Xiii



Il ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Il AbkUrzungsverzeichnis

Ad
AG
AH

1D
2-Abz-
2D
2-CITrt-
2-INPA

I>o

Abs
AhpC
Aq.
Abz
ACN
Amp
APS
AS
AU

bp
BMRB
Bn-
BnOH
BnSH
Boc-
BTP

CBD
CHAPS
CsA

Cyp

d

ddH,0
Da
Dansyl-
Dap
Dap(Abz)

Anderung der chemischen Verschiebung
GIBBS Energie (frei GiIBBSsche Energie)
Enthalpiednderung

molarer dekadischer Extinktionskoeffizient
Ausbeute

Elliptizitat

Wellenldnge

Emissionswellenlange
Anregungswellenlange

Korrelationszeit (Relaxationsparameter)

eindimensional
2-Aminobenzoyl-
zweidimensional

2-Chlortrityl-
2-lod-N-(4-nitrophenyl)acetamid

Angstrom

Absorption

Alkylhydroperoxid-Reduktase Untereinheit C
Aquivalent

Aminobenzoyl-

Acetonitril

Ampicillin enthaltend
Ammoniumperoxodisulfat
Aminosdureeinheiten

Absorptionseinheit (absorption unit)

Basenpaare

Biological Magnetic Resonance (Data) Bank

Benzyl- (CH,-Ph)

Benzylalkohol

Benzylmercaptan, auch: Benzylthiol
tert.-Butyloxycarbonyl-
1,3-Bis-[tris-(hydroxymethyl)-methylamino]-propan
Benzoyl- (CO-Ph)

Chitin-Bindedomane
3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propansulfonat
Cyclosporin A

Cyclophilin

Schichtdicke

bidestilliertes Wasser

Dalton
5-(Dimethylamino)-naphthalin-1-sulfonyl-
2,3-Diaminopropionsaure
NP-2-Aminobenzoyl-2,3-diaminopropionsiure



Il ABKURZUNGSVERZEICHNIS

DCM
DEAE
DIC
DIPEA
DMF
(ds) DNA
DTNB
DTT

EC
EDTA
EL

EP

EPL
ESI-MS
ESR

I:(max)
FAD
FKBP
Fmoc
FPLC

GdmcCl
GM-CSF

HATU
HCTU

HEPES
HFIP
HOBt
HPLC

HSQC

1B
IEX
IMAC

IMPACT-TWIN

IPTG
ITC

Ka
Kan*
kb
KCso

Ko
KD_app

KK_app

kkat

Dichlormethan

Diethylaminoethyl-

N,N'-Diisopropylcarbodiimid

N,N-Diisopropylethylamin

N,N-Dimethylformamid

(doppelstrangige) Desoxyribonukleinsadure (deoxyribonucleic acid)
5,5'-Dithio-bis(2-nitrobenzoesaure (ELLMAN's Reagenz)
Dithiothreitol (CLELAND's Reagenz)

Enzymkommision (Enzyme Commission)
Ethylendiamintetraessigsaure

Enzymatische Ligation

Enteropeptidase (veraltet: Enterokinase)

Ligation Exprimierter Proteine (Expressed Protein Ligation)
Electrospray lonization-Mass Spectrometry
Elektronenspinresonanz

(maximale) relative Fluoreszenzintensitat
Flavin-Adenin-Dinukleotid

FK506-bindendes Protein
9-Fluorenylmethoxycarbonyl-

fast performance/protein liquid chromatography

Guanidiniumhydrochlorid
granulocyte macrophage colony-stimulating factor, ein Zytokin

0O-(7-Azabenzotriazol)-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorphosphat
2-(6-Chlor-1-H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylaminium-
hexafluorophosphat

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
1,1,1,3,3,3-Hexafluor-2-propanol

1-Hydroxybenzotriazol

Hochleistungsfliissigkeitschromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

(heteronukleare Einquantenkoharenz-Spektroskopie) heteronuclear single-
quantum coherence spectroscopy

inclusion body

lonenaustauschchromatografie (lon Exchange Chromatographie)
immobilisierte Metallchelataffinitdtschromatografie (Immobilized Metal lon
Affinity Chromatography)

Intein-Mediated Purification with an Affinity Chitin-Binding Tag-Two

Intein

Isopropyl-p3-D-thiogalactopyranosid

isotherme Titrationskalorimetrie (Isothermal Titration Calorimetry)

Assoziationskonstante

Kanamycin enthaltend

Kilobasenpaare

Konzentration des Kompetitors bei 50%iger Verdrangung des Liganden aus der
Par10-Bindungsstelle

Dissoziationskonstante

apparente Dissoziationskonstante von Par10 und Ligand

apparente Dissoziationskonstante von Par10 und Kompetitor

Wechselzahl



Il ABKURZUNGSVERZEICHNIS

kkat'KM_1

kobs
KP;

LA
LB
LC-MS

MALDI-ToF
MCS
MESNa
-MESNa
MPF

MS

Mth RIR1

NAD*
NADH
NaP;
NCL
NEB
NMR
NMWL
NOESY

NTB

oD
OSu

PAGE

Par10
Pbf
PDB
PDI
PhSH
Pin
-pNA
PPlase
PKs
pSer
pThr
PVP
PyBOP

RP
rem

-SBn

Spezifitatskonstante als MaR der katalytischen Effizienz
MICHAELIS-Konstante

beobachtete (observed) Geschwindigkeitskonstante
Kaliumphosphatpuffer (KH,PO,/K,;HPO4-Puffersystem)
Saurestarke

lysogeny agar

lysogeny broth

Flussigkeitschromatografie-Massenspektrometrie (Liquid Chromatography-
Mass Spectrometry)

Matrix Assisted Laser Desorption/lonization- Time of Flight

multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site)
Natrium-2-mercaptoethansulfonat/pB-Mercaptoethansulfonsaure Natriumsalz
-ethansulfonsdurethioester

Max-Planck-Forschungsstelle fir Enzymologie der Proteinfaltung Halle (Saale)
Massenspektrometrie

Intein der Ribonucleoside-diphosphate-reductase, a-subunit aus
Methanobacterium thermoautotrophicum

oxidierte Form des Nicotinamidadenindinukleotids

reduzierte Form des Nicotinamidadenindinukleotids

Natriumphosphatpuffer (NaH,PO,/Na,HPO,-Puffersystem)

Natirlich Chemische Ligation (Native Chemical Ligation)

New England Biolabs

nukleare magnetische Resonanz (Kernresonanzspektroskopie)

nominelle Molekulargewichtsgrenze (nominal molecular weight limit)
Kern-OVeERHAUSER-Effekt- und Austausch-Spektroskopie (nuclear OVERHAUSER

enhancement and exchange spectroscopy)
2-Nitro-5-thiobenzoesdure

optische Dichte
N-Hydroxysuccinimidester

Polyacrylamidgelelektrophorese

Parvulin 10
2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl-

RCSB Protein Data Bank

Protein-Disulfid-lsomerase

Thiophenol

protein interacting with NIMA (never in mitosis A, eine Aspergillus-Kinase)
para-Nitroanilid

Peptidyl-Prolyl-cis/trans-lsomerase

negativer dekadischer Logarithmus der Saurestarke
Phosphoseryl-

Phosphothreonyl-

Polyvinylpyrrolidon
(1-H-Benzotriazol-1-yl-oxy)-tris-(pyrrolidino)-phosphonium-
hexafluorophosphat

Umkehrphase (reversed phase)
Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)

-thiobenzylester/-benzylthioester
Vi



Il ABKURZUNGSVERZEICHNIS

sDS
SEC

SPPS
-SPh

tBHP

TCEP
TEMED
tBu-/tButyl-
TFA

TIC

TIS

Tris

TOCSY
TROSY

Trt-
TWIN

UniProtkKB
UVv/Vis

v/v
wtPar10
w/v

Xaa

Yaa

Z-

Natriumdodecylsulfat (Sodium Dodecylsulfate)
GroRenausschlusschromatografie (size exclusion chromatography)
Festphasenpeptidsynthese (solid-phase peptide synthesis)
-thiophenylester/-phenylthioester

tert.-Butylhydroperoxid

tris-(2-Carboxyethyl)-phosphin

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

tert.-Butyloxycarbonyl-

Trifluoressigsaure

Gesamtionenstrom (Total lon Current)

Triisopropylsilan

Tri-(hydroxymethyl)-aminomethan

vollstandige Korrelationsspektroskopie (total correlation spectroscopy)
transversal-relaxationsoptimierte Spektroskopie (transverse relaxation
optimized spectroscopy)

Trityl-/Triphenylmethyl-

two intein

universal protein knowledgebase
ultraviolettes/sichtbares Licht

Volumen pro Volumen (volume per volume)

Wildtypform von Parvulin 10 aber auch rekombinant hergestelltes Voll-
langen-Parl0 ohne Aminosaurerestaustausch oder chemischer Modifikation
Masse pro Volumen (weight per volume)

beliebige genkodierte Aminosaure

beliebige genkodierte Aminosaure aulRer Prolin

Benzyloxycarbonyl-

Aus dem Englischen oder Lateinischen Gbernommene Begriffe wuden kursiv und Personennamen in
KAPITALCHEN geschrieben.

Aminosdauren wurden nach dem Ein- beziehungsweise Dreibuchstabencode entsprechend den
Vorschlagen der IUPAC-IUB-Kommission fiir biochemische Nomenklatur [Eur. J. Biochem. 138, 9-37
(1984)] abgekiirzt. Hochgestellte Ziffern an vorangegangenen Ein- und Dreibuchstabencodes kenn-
zeichnen die Positionen der Aminosauren in der Primadrsequenz eines Peptids oder Proteins.

Ein- und Dreibuchstabencode der Aminosauren:

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His

I mMmoo >

Alanin | lle Isoleucin R Arg Arginin
Cystein K Lys Lysin S Ser Serin
Aspartat L Leu Leucin T Thr Threonin
Glutamat M Met  Methion \Y Val Valin
Phenylalanin N Asn Asparagin w Trp Trptophan
Glycin P Pro Prolin X Xaa variable AS
Histidin Q Gln Glutamin Y Tyr Tyrosin

Vil



1 EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Enzyme - die Biokatalysatoren des Lebens

An nahezu allen biochemischen Prozessen sind Enzyme als biologische Katalysatoren beteiligt. Mit
Ausnahme der katalytisch wirksamen RNAs (Ribozyme) [1] handelt es sich bei diesen Enzymen' um
Proteine. Im Vergleich zu nicht-katalysierten Reaktionen kénnen Enzyme Reaktionen um die Faktoren
10°-10*[2, 3] beschleunigen. Enzyme katalysieren Reaktionen unter milden Reaktionsbedingungen
in Bezug auf Temperatur, Losungsmittelzusammensetzung, pH-Wert, Luftdruck und Umwelt-
vertraglichkeit. Dabei zeichnen sie sich durch eine enorme Vielfalt hinsichtlich ihrer Reaktions-,
Regio- und Stereospezifitat, sowie durch ein Hoéchstmal} an Edukt- und Produktdiskriminierung aus.
Ferner sind enzymvermittelte katalytische Aktivitdten in biologischen Systemen komplex reguliert
und kontrolliert.

Enzyme erhdhen die Reaktionsgeschwindigkeit einer chemischen Reaktion durch das Absenken
der freien Aktivierungsenthalpie dieser Reaktion, ohne dabei das Reaktionsgleichgewicht zu beein-
flussen. Die Grundvoraussetzung dafiir ist die Fahigkeit von Proteinen, andere Molekiile spezifisch zu
binden. Die Substratbindung in das aktive Zentrum eines Enzyms fiihrt oft dazu, dass im Vergleich zu
einer unkatalysierten Reaktion, Substrate auf einem energetisch niedrigeren Weg den Ubergangs-
zustand erreichen. Die im Verlauf vieler enzymatischer Reaktionen auftretende , Entropieschuld”
(Erhohung der Ordnung, besonders bei Mehrsubstratreaktionen) wird haufig durch die freigesetzte
Energie wahrend der Substratbindung im Voraus bezahlt. Enzyme sind oft fiir die Bindung des
Ubergangszustandes evolutiv optimiert.

Die GroRe der aus Aminosduren aufgebauten Enzyme variiert stark von 6,8 kDa beziehungs-
weise 62 Aminosaureeinheiten (AS) fur die 2-Hydroxymuconat-Tautomerase aus Pseudomonas
putida [4] (UniProtKB: Q01468; als Hexamer katalytisch aktiv) bis zu 273,3 kDa beziehungsweise
2510 AS fiir die humane Fettsdure-Synthase [5] (UniProtKB: P49327; 7 Katalysedomanen in einer
Polypeptidkette). Im Vergleich zur Gesamtzahl sind meist nur wenige Aminosaurereste direkt an der
Substraterkennung, -bindung und -umsetzung beteiligt. So kdnnen beispielsweise die Seitenketten
von Serin, Threonin, Cystein und Tyrosin als Nukleophile in kovalenten Katalysen oder Histidin-,
Asparaginsdure- und Glutaminsaureseitenketten als Protonendonatoren/-akzeptoren in Saure/Base-

katalysierten Enzymreaktionen fungieren. Der bei weitem grofSte Anteil der Aminosauren dient der

! Im weiteren Verlauf der Arbeit werden die Begriffe Enzym und Enzyme ausschlief3lich flir Proteine verwendet.
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Bildung und der Stabilisierung der dreidimensionalen Proteinstruktur einschliefRlich der Substrat-
bindungstasche. AuRerdem sind sie entscheidend fiir die Abgrenzung des Enzyms gegeniber dem
umgebenden Milieu sowie flr die An- oder Abwesenheit von lonen und Wasser im Reaktions-
zentrum. In einer Vergleichsstudie zur ProteingroRenverteilung, in der aus vollstindigen geno-
mischen Sequenzen Proteinlangen abgeleitet wurden, kamen TIESSEN et al. 2012 [6] nach Auswertung
zweier Datensatze mit insgesamt 7,3 Millionen Proteinsequenzen von 1442 Spezies zu dem Ergebnis,
dass die durchschnittliche Proteinlange in Archaeen 283 AS, in Bakterien 319 AS und in Eukaryoten
472 AS betragt. Laut dieser Studie bendtigen Enzyme demnach ~200 AS zur Stabilisierung ihrer
Raumstruktur, wohingegen die katalytischen Zentren durchschnittlich aus lediglich 3-5 Aminosaure-
resten bestehen. Genannt sei die Cysteinprotease Papain aus Carica papaya (UniProtkB: P00784
[134-345]), von deren 211 AS nur Cys® und His"° direkt an der Katalysereaktion beteiligt sind (Asn'’
[vermutlich Stabilisierung der His**°-Imidazolform] und GIn*® [Ausbildung des Oxyanion-Lochs] wird
nur eine indirekte Beteiligung am Katalysemechanismus zugeschrieben) [7, 8]. Zur Stabilisierung ihrer
Struktur bilden vor allem kleinere Enzyme haufig aus Di-, Tetra- oder Dekameren zusammengesetzte
Quartarstrukturen [9]. Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Parvulin 10 (Par10) aus Escherichia
coli stellt mit 92 AS eines der kleinsten, zudem als Monomer katalytisch aktiven Enzyme dar

(Abschnitt 1.3).

1.2 Prolylbindungen und Peptidyl-Prolyl-cis/trans-
Isomerasen

Zu den von Enzymen Kkatalysierten Reaktionen gehort neben den Redoxreaktionen (Oxido-
reduktasen), der Ubertragung funktioneller Gruppen von einem Donator auf einen Akzeptor (Trans-
ferasen), der hydrolytischen und nicht-hydrolytischen Bindungsspaltung (Hydrolasen und Lyasen)
und der kovalenten Bindungskniipfung (Ligasen), auch die Umwandlung von Molekilen in isomere
Strukturen (Isomerasen). Beispiele fiir die enzymkatalysierte Uberfiihrung zweier Konformations-
isomere” sind die cis/trans-Isomerisierung von Peptidyl-Prolylbindungen und die cis/trans-Isomerisie-

rung von sekundaren amidischen Peptidbindungen. Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPlasen),

> Die Konformation eines Molekiils beschreibt dessen raumliche Atom- und Bindungsanordnung bei gegebener
Konstitution (Art, Anzahl, Verknipfungsart der Atome im Molekiil ohne Beriicksichtigung der rdumlichen
Bindungsanordnung) und Konfiguration (beriicksichtig zusatzlich die rdaumliche Bindungsanordnung ohne
Berticksichtigung der freien Drehbarkeit um Einfachbindungen). Bei der Konformation werden unter-
schiedliche rdumliche Bindungsanordnungen, die durch die freie Drehbarkeit um Einfachbindungen entstehen
konnen, berlicksichtigt. Konformationsisomere lassen sich durch Rotation um Einfachbindungen ohne
Bindungslosung ineinander Gberfiihren. Diese freie Rotation ist aufgrund des partiellen Doppel-
bindungscharakters einer Peptidbindung stark eingeschrankt.
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und die in dieser Arbeit nicht naher betrachteten Sekundar-Amid-Peptidbindungs-spezifischen-
cis/trans-lIsomerasen (APlasen), katalysieren solche, das Peptidrickgrat betreffende, Reaktionen.

Das Riickgrat einer Polypeptidkette besteht aus einer Abfolge von sich wiederholenden Peptid-
bindungen. Diese werden durch eine kovalente Bindung zwischen dem Carboxy-C-Atom einer o-
Aminosdure und dem N-terminalen Stickstoffatom einer zweiten a-Aminosdure gebildet. Peptid-
bindungen zweier miteinander verbundener Aminosduren (Xaa-Yaa-Bindungen) werden genauer als
sekundare Amidbindungen (auch Sdureamidbindung) bezeichnet. In Abgrenzung zu diesen, spricht
man von tertidren Amidbindungen, respektive Imid- oder Prolylbindungen®, wenn die Aminofunktion
der a-Iminosaure Prolin eine Bindung mit der Carboxyfunktion einer vorangehenden Amino- (oder
Imino)saure eingeht (Xaa-Pro-Bindung).

Die Verschiebung des delokalisierten w-Elektronenpaares des Amidstickstoffes liber die gesamte
Amidbindung bewirkt einen partiellen Doppelbindungscharakter von etwa 40 % und fihrt zu einer
verkiirzten C-N-Bindung, einer starken Einschrankung der freien Drehbarkeit und zur planaren
Anordnung der an der Amidbindung beteiligten Atome. In der Folge kann der Wert des Torsions-
winkels ® (C,-C(=0)-NH-C,,;) einer Amidbindung nur 0°+5° (cis-lsomer) oder 180°*5° (trans-
Isomer) betragen (Abb. 1-1, A) [10]. Aufgrund der gréReren sterischen Hinderung zwischen den C,-
Atomen und den Seitenketten miteinander verbundener Aminosduren in der cis-Konformation,
liegen sekunddre Amidbindungen in Proteinen annahernd vollstdndig (~99 %) in der energetisch
glinstigeren trans-Konformation vor [11, 12]. In kurzen Peptiden ohne stabile Tertidrstruktur kénnen
die cis-Anteile sequenzabhdngig 6-38 % betragen [13].

Wegen einer groBeren Einschrankung der freien Drehbarkeit um die Saureamidbindung durch
den Ringschluss des Prolin-Stickstoffatoms mit dem Cs-Atom seiner Seitenkette (freie Rotations-
barriere = 85 kJ-mol™ verglichen mit 75-80 kJ-mol™ fiir Peptidbindungen [14]) ist der Anteil von cis-
Prolylbindungen in gefalteten Proteinen mit 5-6 % wesentlich groBer verglichen mit cis-Peptid-
bindungen mit deutlich unter 1% [11, 15, 16]. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass das trans-
Konformer einer Prolylbindung nur um 2-6 kJ-mol™[17, 18] gegentiber der cis-Form favorisiert ist. Bei
sekundaren Amidbindungen betrdagt diese Differenz in Abhadngigkeit von der Seitenkette 10-
16 kl-mol™ [11, 16]. Die cis>trans-lsomerisierung einer Peptidbindung benétigt nahezu keine
Aktivierungsenergie im Gegensatz zur Konformationsanderung einer cis-Prolylbindung in die trans-
Form. Aus diesem Grund sind cis>trans-lsomerisierungen von Prolylbindungen haufig die
geschwindigkeitsbestimmenden Schritte wahrend der Faltung von Proteinen in ihre nativen

Raumstrukturen oder bei der Riickfaltung von Proteinen aus entfalteten Zustanden (vorausgesetzt,

3 Peptidbindungen der Form Xaa-Pro werden im Folgenden als Prolylbindungen bezeichnet, Bindungen der Art
Xaa-Yaa als Peptidbindungen oder nicht-Prolylbindung.
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das trans-lsomer entspricht dem nativen Zustand) [19-21]. Die von FISCHER et al. 1984 erstmals
charakterisierten Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPlasen, EC-Nummer: 5.2.1.8) [22] kdnnen
solche Prozesse als Faltungshelferenzyme (neben Protein-Disulfid-Isomerasen, Hitzeschockproteinen

und Chaperonen) katalysieren (Abb. 1-1 B) [23].

A) S My
(0] @ H’C(l
NS o »}N\
H‘C&H H/Cal ————— O ,Ca|
"‘111 ”—NH H 77— NH
\ N
o & o &
cis (o =0°) trans (o = 180°)
B) )
Uberganszustand
80 - N N
/ \
/ \
_ 60- / \
T o 4 \
= B - hPlnll \
€ 40 848kimol / \
2 / \
G' 5 / +hPinl \
b 0- / \

19.2 K-mol™ CiStrei U 6,5 ki-mol™
,2 kl-mo transge;

frei 1 16,1 ki-mol™
_20 o

ClSgebunden 55 4 kJ-mol ™ transgepunden

Abb. 1-1. Cis/trans-lsomerisierung. A) cis- und trans-Konformationsisomere einer Prolylbindung. Fett hervor-
gehobene Bindungen zeigen am Torsionswinkel ® beteiligte Atombindungen. B) Reaktionsschema und freie

Energien der PPlase-katalysierten und unkatalysierten Reaktion der cis/trans-lsomerisierung der pTherg—Proeeg-

Prolylbindung des Amyloid-Vorlauferprotein-Peptids APP (659-682) durch die humane PPlase Pinl (hPinl).
APP = amyloid precursor protein. Abbildung verandert nach [18].

In nahezu allen untersuchten Organismen lassen sich die evolutionadr hochkonservierten PPlasen
nachweisen. Verschiedene Zellkompartimente und Gewebe komplexer Organismen weisen
spezifische PPlase-Verteilungsmuster auf. Gegenwartig lassen sich PPlasen aufgrund von Amino-
sduresequenzhomologien in drei eigenstandige PPlase-Familien einteilen: Cyclophiline (Cyp) [24],
FK506-bindende Proteine (FKBP) [25] und Parvuline (Par) [26], welche durch jeweils spezifische
Inhibitoren (Cyclosporin A, FK506 und Juglon) inaktiviert werden kénnen. Die jeweils einfachsten
Vertreter der PPlase-Familien, humanes Cyclophilin 18, humanes FKBP12 und E. coli Parvulin 10,
enthalten nur eine PPlase-Doméane und besitzen Molekilmassen von 18 kDa, 12 kDa beziehungs-
weise 10 kDa. Einige PPlasen verfiigen lber mehrere katalytische Domanen oder werden durch
Signalsequenzen (Cyps, FKBPs), WW-Domanen (eine nach zwei invarianten Tryptophanseitenketten
benannte Proteindomane, welche spezifisch pSer-/pThr-Pro-Motive erkennt, z. B. beim hPinl [27]),

DNA- (hPar14) oder Ribosomenbindungsdoméanen (Trigger-Faktor) erganzt und kdnnen unabhangig

4
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von der PPlase-Aktivitdit noch weitere Funktionen in sich vereinen [28-31]. So scheint
interessanterweise die Isomerase-unabhdngige Chaperonaktivitat des E. coli Parvulins SurA fiir das
Uberleben der Bakterienzelle wichtiger als dessen PPlase-Aktivitat [32].

Die meisten PPlasen zeigen in vitro eine breite Substratakzeptanz: von kurzen Oligopeptiden,
Uber unstrukturierte Polypeptidketten bis hin zu teilgefalteten und nativen Proteinen [33, 34]. Die
unter Abschnitt 1.3 naher beschriebenen phosphatspezifischen Parvuline stellen hierbei eine Aus-
nahme dar. Die Spezifitatskonstanten kiK™ einiger Cyclophiline und Parvuline fiir Oligopeptidsub-
strate konnen Werte >10” M~"s™* erreichen und lassen eine durch Diffusionsprozesse limitierte Kata-
lyse vermuten. Fiir FKBPs liegt die katalytische Effizienz um circa eine GréRenordnung niedriger [35].

In vivo beeinflussen PPlasen physiologische Prozesse, wie die Proteinfaltung, Signaltransduktion,
lonenkanalfunktion und die Zellzyklusregulierung [30]. Seit ihrer Entdeckung stehen PPlasen auch im
Fokus intensiver Studien im Zusammenhang mit der Entstehung und Diagnose von Krankheiten wie
AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome), Hepatitis C, einigen Krebsarten (z. B. nicht-kleinzelliger
Lungenkrebs [36]) und neurodegenerativen Erkrankungen. So scheint FKBP52 durch die Bindung an
das Tau-Protein dessen Hyperphosphorylierung und damit Pathogenitat zu verringern und somit vor
einer ALZHEIMER-Erkrankung zu schiitzen [37].

CypA wird nach der Bindung an das Hiillprotein Gag (Position: Gly*-Pro®) des humanen
Immundefizienz-Virus-1 (HIV-1) im Virion verpackt und ist fir die Replikation und die Infektiositat des
HI-Virus essentiell [38, 39]. Mit Debio 025/Alisporivir, NIM-811 (beide Novartis) und SCY-635
(Scynexis Inc.) befinden sich momentan drei nicht-immunsuppressive Cyclophilininhibitoren als
Medikamente fir die Hepatitis-C Virus- sowie HI-Virussuppression in der klinischen Erprobung [40-
42] und lassen damit das pharmakologische Potential der humanen PPlasen erkennen.

Obwohl lange vor den Parvulinen entdeckt, sind die genauen zellularen Bindungspartner der
Cyclophiline und FKBPs und die molekularen Mechanismen ihrer Isomeraseaktivitdt bisher weit-

gehend unbekannt.

1.3 Parvulin 10 und die Familie der Parvuline

Im Gegensatz zu den Cyps und FKBPs sind fiir die 1994 erstmals beschriebene dritte PPlase-Familie
der Parvuline [26], zu der das im Zytosol von E. coli vorkommende Parl0 gehort, zahlreiche Beteili-
gungen an Stoffwechsel- und Signalwegen identifiziert worden. Insbesondere fiir das essentielle
hPin1 [43], das humane Homologe zum Parl0, sind Uber zwei Dutzend Proteinfunktionen be-
schrieben, die direkt oder indirekt unter hPinl-Kontrolle stehen. Genannt seien die Interaktionen
zwischen dem im Zellkern lokalisierten hPinl und den zellzyklusassoziierten Proteinen NIMA, Cdc25
und KRMP1 oder die Bindungen der hPin1-WW-Doméne (eine nach zwei invarianten Tryptophan-

seitenketten benannte Proteindomane, welche spezifisch pSer-/pThr-Pro-Motive erkennt und diese

5
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nach Bindung mit der C-terminalen PPlase-Domane isomerisiert [27]) an das phosphorylierte
Strukturprotein Tau, sowie die Wechselwirkung des hPin1 mit dem integralen Membranprotein APP
(amyloid-precursor-protein). hPinl wird durch MLK-3 (mixed-lineage kinase 3), eine MAP3-Kinase
(mitogen-activated protein 3-Kinase), am Ser**® phosphoryliert und damit fir einige seiner Zellzyklus-
funktionen aktiviert [44]. So besitzt hPinl eine regulatorische Bedeutung beim G2/M-Ubergang
wahrend der Mitose in eukaryotischen Zellen, indem es nach der Bindung an pThr**-Pro und
pThr®’-Pro von Cdc25c (cdc = cell division cycle) erst eine Konformations- und in Folge eine Aktivitats-
anderung von Cdc25c bewirkt [45, 46].

In gesunden Zellen ist das hpinl-Expressionslevel gering, viele Krebsarten (u. a. kleinzelliger
Lungenkrebs, Her2-positiver Brustkrebs und Prostatakrebs) zeigen dagegen ein erhdhtes Expressions-
level des hpinl-Gens [47-49]. Studien zeigen, dass eine Inhibierung von hPinl das Wachstum von
Krebszellen hemmt, indem die verringerte pSer(pThr)-Pro-spezifische Isomerisierung zur Arretierung
des mitotischen Zellzykluses oder zum programmierten Zelltod der Krebszellen fiihrt [50, 51].
Eosinophile Granulozyten von Patienten mit allergischem Asthma weisen eine erhdhte hPinl-
Aktivitat auf, welche vermutlich im direkten Zusammenhang mit der Anreicherung von aktivierten
Eosinophilen und einer erhéhten Zytokinsekretion im Lungengewebe einhergeht und die Symptome
des allergischen Asthmas auslost. hPinl scheint dabei in einem Ribonukleoproteinkomplex GM-CSF
Transkripte zu stabilisieren und damit die Lebensdauer der Eosinophilen zu verlangern [52].

In Nervenzellen ist eine zu geringe hPin1-Konzentration zellschadigend und viele Neuropathien,
darunter Morbus ALZHEIMER und Morbus Pick (frontotemporale Demenz), werden durch eine ver-
ringerte hPinl-Aktivitat maRgeblich beglinstigt. Beide Erkrankungen gehdren zu den Tauopathien,
bei denen eine Hyperphosphorylierung und anschlieRende Aggregation von Tau-Proteinen (,Mikro-
tubuliregulatoren®) und ein gestorter Abbau des Amyloid-Vorlduferproteins (APP) mit nachfolgender
Akkumulation von Amyloid-p-Peptiden (AB-Plaques) die Neuronen absterben lassen. hPinl kataly-
siert eine cis>trans-Konformationsanderung in phosphorylierten Tau-Proteinen und beschleunigt
damit die anschlieRende Dephosphorylierung von Tau [53-55]. AuRerdem verhindert hPinl die
Bildung von AB-Plaques, indem es die Spaltung des APP auf physiologischem, nicht-amyloidogenem
Weg beglnstigt und damit den pathogenen amyloidogenen APP-Abbau verhindert [56, 57]. Die APP-
Spaltprodukte aus dem physiologischen Weg weisen neuroprotektive Eigenschaften auf. Neuronen
von ALZHEIMER-Patienten, die eine hohe Konzentration an hPinl aufweisen, zeigen eine stark ver-
minderte bis keine Zusammenlagerung der Tau-Proteine zu neurofibrilldren Blindeln [58].

Im Gegensatz zu der zuvor beschriebenen Situation in Nervenzellen kann eine hohe hPinl-
Konzentration im Gehirngewebe krankheitserzeugend wirken. Im Gehirngewebe von Morbus
PARKINSON-Patienten konnten in den fiir diese Krankheit typischen zytoplasmatischen Einschliissen
(LEwy-Kdrperchen) deutlich erhdhte hPin1-Konzentrationen nachgewiesen werden. Uber die Bindung

an Synphilin-1 beschleunigt hPinl indirekt die Entstehung krankheitserzeugender Proteinab-

6
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lagerungen, die vor allem das synaptische Protein a-Synuclein enthalten, das unter anderem die

Dopaminausschiittung durch Neuronen reguliert [59]. Bei dieser Krankheit scheint eine erhohte

hPin1-Konzentration ein entscheidender pathogener Faktor zu sein.

Tab. 1-1. Ausgewadhlte Mitglieder der Parvulinfamilie. Die Tabelle listet ausgewadhlte Parvuline auf, auf die in

verschiedenen Kapiteln dieser Arbeit ndher eingegangen wird.

Parvulin

Zell-

(UniProtKB) Organismus  kDa kompartiment Funktion Referenz
Par10/PpiC E. coli 10,1 Zytoplasma stressinduzierte Proteinfaltung [26]
(POAIL5) und Proteinstabilisierug
SurA/Par47  E. coli 47,0 Periplasma Faltung von OMPs (outer [60, 61]
(POABZ6) membrane proteins)
PpiD E. coli 70,0 Zytoplasma- Faltung von OMPs (outer [62]
(POADY1) membran/ membran proteins)
Periplasma
PrsA B. subtilis 32,5 Zytoplasma- Proteinsekretion, [63, 64]
(P24327) membran/ Proteinfaltung extrazellularer
Zytoplasma Proteine
PrsA S. aureus 35,6 Zytoplasma- Proteinsekretion, [65]
(W8TV96) membran/ Proteinfaltung extrazellularer
Zytoplasma Proteine
Ess1/Ptfl S. cerevisiae 19,9 Zellkern RNA-Polymerase ll-Interaktion [66, 67]
(P22696) (Transkriptionselongation),
pra-mRNA-Reifung
Pin1At A. thaliana 15,2 Zellmembran Beeinflussung der Blitezeit [68, 69]
(Q9sL42) durch Bindung der
phosphorylierten Trans-
kriptionsfaktoren SOC1, AGL24
Dodo D. melano- 18,4 Zellkern MAP-Kinase Signalweg [70, 71]
(P54353) gaster
hPin1/Parl8 H. sapiens 18,3 Zellkern Kontrollfunktion im [72]
(Q13526) mitotischen Zellzyklus
hPin4/Parl4 H. sapiens 14,0 Zellkern Bindung an dsDNA, [73, 74]
Isoform 1 Beeinflussung von Chromatin-
(Q9Y237) strukturen, Regulierung der
Gentranskription
hPin4/Parl7  H. sapiens 16,6 Mitochondrium  Bindung an dsDNA, [75, 76]

Isoform 2
(Q9Y237)

Mikrotubulibildung

Humanes Pinl zeigt wie die Sequenzhomologen Ess1 aus Saccharomyces cerevisiae [66] und Pin1At

aus Arabidopsis thaliana [77] eine hohe Substratspezifitdt fir phospho-Seryl-/phospho-Threonyl-

Prolyl-Motive (pSer/pThr-Pro-Motive) und zadhlt damit zu den phosphatspezifischen Parvulinen.

Interessanterweise wird diese Praferenz bei Essl und PinlAt durch eine N-terminal zur PPlase-

Domane gelegene WW-Domane vermittelt, die allen (brigen pflanzlichen, phosphatspezifischen

Parvulinen fehlt. Essl ist essentiell fiir Hefezellen und fihrt bei Deletionsmutanten zu keinem lebens-
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fahigen Phanotyp [78]. Essl ist fiir die pra-mRNA-Reifung (Prozessierung des 3'-Endes) und fir die
Beendigung der Transkription notwendig. hPinl und Dodo aus Drosophila melanogaster konnen in
ess1 -Hefestammen die verlorengegangenen Funktionen wieder herstellen [72, 79]. Der
gemeinsame knock-down der acht Cyps und vier FKBPs in Hefe flihrt dagegen zu keinem erkennbaren
Phanotyp [80].

Neben den erwahnten Parvulinen aus Eukaryonten sind auch entsprechende Homologe in
prokaryotischen Organismen, wie Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus und Streptococcus
pneumoniae bekannt. PrsA aus S. aureus und S. pneumoniae sind membranassozierte Lipoproteine,
welche Uber eine Parvulindomane verfiigen und fir die korrekte Faltung von sezernierten und fir
Menschen teilweise toxischen Proteinen unverzichtbar sind [65, 81, 82] (Tab. 1-1). PrsA ist mit
seinem N-terminalen Cysteinrest Giber einen 1,2-Diacylglycerinanker in der Bakterienmembran fixiert.
Als Methicillin- und multiresistente grampositive Bakterienstamme koénnen S. aureus und
S. pneumoniae zum lebensbedrohlichen Wundbrand (Sepsis) beziehungsweise zu Infektionen der
Atemwege beim Menschen fiihren [83-85]. Die Entwicklung neuartiger Inhibitoren gegen essentielle
Parvuline von resistenten Krankheitserregern konnte damit zukiinftig, neben der hPinl-Inhibitor-
entwicklung [86-88], an Bedeutung gewinnen.

E. coli SurA verfigt neben zwei PPlase-Domanen Uber eine weitere strukturgebende N-
terminale und eine kurze C-terminale Doméne. SurA ist fiir das Uberleben einer E. coli-Zelle in der
stationdren Phase entscheidend [61], besitzt aber keine PPlase-Aktivitat, sondern eine ATP-
unabhangige Chaperonaktivitat und unterstiitzt die Faltung membranstandiger Proteine [60]. Ferner
ist SurA fir die Pilibildung pathogener E. coli-Stémme notwendig [89]. SurA-Molekiile, denen beide
PPlase-Domadnen fehlen und die ausschlieBlich aus ihren fusionierten N- und C-Doméanen bestehen,
behalten ihre biologische in vivo Funktion nahezu vollstandig [32]. AulRer SurA und dem im Folgenden
naher beschriebenen Parl0 besitzt E. coli weitere PPlasen, darunter auch PPlasen des Cyclophilin-
(CypA, CypB) [90, 91] und FKBP-Typs (SlyD, FkpA) [92, 93]. Der ribosomenassoziierte Triggerfaktor
besitzt eine katalytisch aktive PPlase-Domane, die allerdings fiir seine in vivo Funktion als Chaperon
fiir naszierende Polypeptidketten nicht erforderlich ist [94, 95].

Das fur die Parvulinfamilie prototypische E. coli Parvulin 10 (vom lateinischen parvulus = sehr
klein) selbst ist ein aus 92 AS bestehendes, als Monomer aktives, Zytoplasmaprotein [26, 96]. Als
nicht-phosphatspezifisches Parvulin, dessen dreidimensionale NMR-Struktur 2004 gel6st wurde [97],
verfligt es nur (iber eine einzelne PPlase-Doméne ohne zusétzliche N- beziehungsweise C-terminale
Erweiterungen oder Domanen. Demnach besteht Par10, wie in Abb. 1-2 gezeigt, aus vier 3-Strdangen,
die allseitig von drei a- Helices und einer 3;5-Helix umgeben sind. Die B-Strange 1 und 4 bilden ein im
Proteinzentrum gelegenes, stark gekriimmtes antiparalleles B-Faltblatt, welches auch fiir andere
Parvuline, wie hPinl und hParl4, charakteristisch ist (BaahBapp-Parvulinfaltung). Dieses [B-Faltblatt

bildet zusammen mit den gegeniiberliegenden und (iber eine Schlaufe miteinander verbundenen a-
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Helices 2 und 3 eine Furche, welche von zum Teil hoch konservierten, vorrangig hydrophoben AS

ausgekleidet wird (Leu®, Leu®

. Met”’, Val®®, Phe®!, 11e®®) und eine potenzielle Substratbindungstasche
darstellt. Eine Besonderheit der Par10-Struktur ist die Existenz der cisGly’>-Pro’®-Bindung, auf die die

autokatalytische Faltung des Par10 zuriickgefihrt wird [98].

Val®® B1

C- Termlnus

@l
"\‘ Ny

N-Terminus

310-Helix (a3)

Abb. 1-2. NMR-Struktur des E. coli Parvulin 10. Bandermodell des Parl0 bestehend aus einer 3i5-Helix (in
Datenbanken auch als a3 hinterlegt) und drei a-Helices (Cyan), vier B-Strangen (Ocker) und Schleifen (Hell-
griin). In Kugel-Stab-Darstellung sind die in der vorliegenden Arbeit durch die Fluoreszenzsonde Dap(Abz) aus-
getauschten Aminosauren Met57, Valsg, GIn®*® und Phe®! und die beiden im wtPar10 vorkommenden Cysteine
Cys4° und Cys68 gezeigt (Dunkelgrau = C-Atome, Blau = N-Atome, Rot = O-Atome, Gelb = S-Atome; PDB-ID: 1JNT,
Darstellung: PyMol 1.4.1).

Die PPlase-Aktivitat von Parl0 lasst sich nicht wie bei den als Immunophile zusammengefassten Cyps
und FKBPs durch die Immunsuppressiva Cyclosporin A beziehungsweise FK506 inhibieren. Als erster
irreversibler Par10-Inhibitor wurde Juglon (5-Hydroxy-1,4-naphthochinon) beschrieben [99]. Juglon
modifiziert in einer MICHAEL-Additionsreaktion die in Parl0 und hPinl vorhandenen Cysteinseiten-
ketten kovalent und induziert eine (teilweise) Entfaltung und den nachfolgenden Abbau dieser
Parvulin-Juglon-Addukte innerhalb der Zelle. Wegen der unspezifischen Reaktion mit allen erreich-
baren freien Cysteinen wird Juglon auch als Inaktivator bezeichnet. Juglon wirkt zytotoxisch, da es
unter anderem die RNA-Polymerase Il direkt inhibiert, und ist damit fir eine therapeutische Anwen-
dung bei Parvulin-assoziierten Erkrankungen ungeeignet [100]. Weitere synthetische hPin1-, Par14-
und Essl-Inhibitoren sind meist vom Juglon abgeleitete polycyclische Verbindungen [101] sowie
Peptidmimetika [102-104] oder Arylindanylketone [105], welche als vielversprechende Krebs-

therapeutika oder Antifungizide von hohem pharmazeutischen Interesse sind.
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Der molekulare Mechanismus der parvulinkatalysierten PPlase-Reaktion ist weitgehend unver-
standen. Die bereits an Parvulinen durchgefiihrten Mutationsexperimente, spektroskopischen Unter-
suchungen und Inhibitorstudien lieferten zwar Hinweise auf fiir die Katalyse essentielle Aminosaure-
seitenketten, ermoglichten dabei aber keine Formulierung eines Uberzeugenden, allgemein
anerkannten Modells fir den Katalysemechanismus. RANGANATHAN und Kollegen schlugen einen
ersten Mechanismus vor, als es ihnen gelang, hPinl mit einem Ala-Pro-Dipeptid zu kristallisieren und

die Raumstruktur zu Isen. Fur die Autoren bildeten die Seitenketten von His™, Cysm, Ser™*

und
His™” in hPinl ein funktionelles Cluster. Sie postulierten einen nukleophilen Angriff der Sulfhydryl-
seitenkette des Cys'*® und eine kovalente Bindung von Cys'*® an das Carbonyl-Kohlenstoffatom des
Substrats. Die dabei entstehende negative Ladung am vormals Carbonyl-Sauerstoffatom sollte
demnach uber elektrostatische Wechselwirkungen mit der protonierten Seitenketten von His™’
stabilisiert werden. Allerdings besitzen einige Parvuline, darunter hParl4, eine Asparaginsaure-
anstelle der Cysteinseitenkette und damit ein weitaus schlechteres Nukleophil [106]. In Pin1At aus

Arabidopsis thaliana zeigt die Cys’®-Seitenkette (entspricht Cys'™®

in hPinl) von der Substrat-
bindungstasche und damit vom vermuteten katalytischen Zentrum weg [77]. Moglicherweise kdnnte
hier eine in die hydrophobe Bindungstasche reichende Serinseitenkette (Ser’) die entsprechende

> in hPinl beziehungsweise Cys® in Pinl1At (ibernehmen. In NMR-Titrations-

Funktion von Cys'!
experimenten zeigen Ser’’-Signale wihrend der Zugabe eines Peptidliganden deutliche chemische
Verschiebungsanderungen [77].

Ein Modell fiir eine nicht-kovalente Katalyse schlagen BEHRSIN et al. vor, bei dem die negative
Ladung einer deprotonierten Cystein- oder Asparaginsdureseitenkette den N-C-Doppelbindungs-
charakter einer Prolylbindung destabilisiert [107]. Durch die erhdhte negative Ladung in der
Umgebung des partiell negativ geladenen Carbonyl-Sauerstoffatoms werden die delokalisierten
Elektronen des Amidstickstoffes weniger stark zum Carbonylsauerstoff ,gezogen”, dadurch eine
Schwachung der energetischen Rotationsbarriere erreicht und damit die cis/trans-Isomerisierung
einer Prolylbindung beglinstigt.

Trotz intensiver Forschung sind die genauen molekularen Mechanismen der Isomerisierung von
Xaa-Pro-Bindungen durch Parvuline weiterhin unzureichend verstanden. Es ist daher sinnvoll, sich
dem prototypischen Parl0 und einem vermuteten Par10-Bindungspartner zu widmen. Da Parl10 nur
eine katalytische Domane besitzt, welche in anderen Parvulinen strukturell konserviert ist, und
keinerlei Kofaktoren fiir die Substratumsetzung bendtigt, eignet es sich als Modellenzym fir
komplexere Parvulinvertreter. Als bis dato einziger zelluldrer Interaktionspartner von E. coli Par10
konnte die kleine Untereinheit C der Alkylhydroperoxid-Reduktase unter Verwendung eines GST-
Par10-Fusionsproteins identifiziert werden [108]. Die Untersuchung dieser Par10-AhpC-Wechsel-

wirkung war daher ein Hauptteil dieser Arbeit.
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1.4 Alkylhydroperoxid-Reduktase Untereinheit C

Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies, welche sich unter dem Begriff Oxidantien zusammen-
fassen lassen, kdnnen Proteine, Lipide sowie DNA- und RNA-Molekiile in Zellen oft irreversibel
schadigen und damit Alterungsprozesse und Krankheitsentstehungen beschleunigen [109-111]. Alle
bekannten Organismen haben Enzymsysteme evolviert, um sich vor Oxidantien wie beispielsweise
dem Hyperoxid-Anion (-O,7), dem Hydroxyl-Radikal (HO-) oder dem Peroxinitrit (NO5") zu schiitzen. Zu
diesen Enzymen gehoéren unter anderen die Katalase, die Superoxid-Dismutase und die Glutathion-
peroxidase.

Die Alkylhydroperoxid-Reduktase Untereinheit C (AhpC, UniProtKB: POAEQO8) gehort als Oxido-
reduktase (Enzymklasse) und Peroxidase (Enzym-Unterklasse) zur Enzymfamilie der ubiquitéar in allen
taxonomischen Dominen vorkommenden Peroxireduktasen® (auch Peroxiredoxine [Prx], Thio-
redoxin-Peroxidasen [TrxPx], EC-Nummer: 1.11.1.15), welche sich in typische und atypische 2-Cys-
und 1-Cys-Peroxiredoxine und in weitere Subklassen unterteilen lassen [112, 113]. AhpC ist, wie
Par10 auch, ein zytosolisches Protein, dass in Bakterien- und Saugetierzellen in hoher Konzentration
vorkommt (bis zu 5 uM [114, 115] bzw. 1 % der I6slichen Proteinfraktion [116]).

Die AhpC katalysiert unter anderem die Reduktion von Hydrogenperoxid, Alkylhydroperoxiden
und Peroxinitriten (IUPAC: Hydrogen Oxoperoxonitrate) in die entsprechenden Alkohole beziehungs-
weise Stickstoffdioxid und Wasser. Damit reguliert AhpC das Redoxpotential von Zellen und schiitzt
diese vor oxidativer Schadigung durch reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies [116, 117]. Ferner
sind eukaryotische AhpC-Homologe zum Beispiel in Sdugerzellen an Zytokin-induzierten Signalweiter-
leitungswegen [118] und an Apoptoseprozessen beteiligt [119].

Zwei identische AhpC-Monomere bilden in einer Kopf-Schwanz-Anordnung ein katalytisch
aktives Homodimer, mit dem katalytischen Zentrum an der Interaktionsflache beider Monomere. In
Abhangigkeit zahlreicher Faktoren wie der AhpC-Konzentration oder des pH-Wertes, der lonenstarke
und des Redoxpotentials des Losungsmittelsystems, schlieBen sich funf dieser Dimere zu einem
ringféormigen dekameren Komplex ([a]s) zusammen [115, 120, 121]. Eine Oxidation der AhpC-
Molekiile durch hohe Peroxidkonzentrationen fihrt Gber die Bildung von Cysteinsulfin- (Cys-SO,H)
und Cysteinsulfonsduren (Cys-SOs;H) ebenfalls ausschlieRlich zu dekameren AhpC-Formen und wird
von manchen Wissenschaftlern als initialer Schritt bei der oxidativen Stressantwort in Zellen ver-
standen. Jedoch weisen einige Autoren einerseits darauf hin, dass die dafiir notwendigen hohen

Peroxidkonzentrationen in Zellen nicht erreicht werden kénnten, ohne diese irreparabel zu schadigen

* Die katalytische Aktivitdt der Peroxireduktasen (Peroxiredoxine) wird in dieser Arbeit, wie in der Fach-
literatur, als Peroxidaseaktivitdt und nicht als Peroxireduktaseaktivitdt bezeichnet. Im Zusammenhang mit
dem regenerierenden Katalyseschritt wird auch der Begriff ,Disulfidreduktaseaktivitat’ verwendet.
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[122]. Anderseits reparieren oder regenerieren spezielle Cysteinsulfinsdure-Reduktasen wie
Sulfiredoxine (Srx) und Sestrine unter ATP-Verbrauch und in Anwesenheit von Mg**-Kationen die
»uberoxdierte Form“ typischer 2-Cys-Peroxiredoxine in vielen Organismen [123].

AhpC bildet zusammen mit der dimeren Alkylhydroperoxid-Reduktase Untereinheit F (AhpF,
UniProtkB: C5WO0U2) den Alkylhydroperoxid-Reduktase-Komplex (AhpR-Komplex). Je Monomer
enthalt AhpC als typisches 2-Cys-Peroxiredoxin einen N-terminal gelegenen peroxidaseaktiven
(peroxidatic) Cysteinrest C» (Cys*) und einen regenerierenden (resolving) Cysteinrest am C-Terminus
Cr (Cys'®, Abb.3-2). Im Initialschritt reagiert das Schwefelatom der Cy-Seitenkette kovalent mit
einem Substratmolekil zu S-Hydroxycystein (auch Cysteinsulfensidure, -Cys-S-OH). Die notwendige
Thiolatform der Cp-Seitenkette wird durch einen Arginin- und Threoninrest stabilisiert. Durch den
Angriff des Schwefels der Cz-Seitenkette einer zweiten Untereinheit entsteht eine intermolekulare
Disulfidbriicke zwischen zwei AhpC-Monomeren. Dabei kommt es zu einer temporaren lokalen
Entfaltung der AhpC-Sekundérstruktur im Bereich des Katalysezentrums um Cys*. Die Disulfidbriicke
wird durch die FAD-abhangige Disulfidreduktase AhpF wieder gelost, deren Regenerierung
(Reduzierung) erfolgt durch die Oxidation von NAD(P)H+H" zu NAD(P)" und schlieRt den katalytischen
Kreislauf.

Interessanterweise ist die zuvor genannte Parl0-AhpC-Interaktion (Abschnitt 1.3) nicht die
einzige in der Literatur beschriebene funktionale Wechselwirkung zwischen einem Peroxiredoxin und
einer PPlase. In einem Peroxiredoxin VI (Prx VI) protein overlay assay konnten LEE und Mitarbeiter
humanes Cyclophilin A (hCypA) als Bindungspartner fir Prx VI ausmachen [124]. Ndhere Unter-
suchungen ergaben, dass hCypA die antioxidierende Katalyseaktivitdt vom Prx VI erhoht. Ferner kann
hCypA als allgemeiner Elektronendonator fiir die Peroxidasekatalyse aller bekannten humanen Prx-
Isoformen (Prx I-VI) dienen.

Die Antioxidansfunktion der AhpC-Proteine und die durch oxidativen und hitzeinduzierten Stress
hochregulierte Expression des ahpC-Gens [125] lassen eine mdogliche AhpC-Parl10-Interaktion und
eine Parl10-Beteiligung an der zelluldren Stressantwort in Bakterienzellen vermuten [126]. In der Tat
ergaben Untersuchungen an ppiC-defizienten E. coli-Stimmen (ppiC = wtPar10 codierender Genab-
schnitt) unter zusatzlichem Temperaturstress eine erhéhte Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber
Wasserstoffperoxid [108]. Mit Hilfe eines neu entwickelten IANUS-Peptid-Microarray-Verfahrens’

(IANUS = induced organization of structure by matrix-assisted togetherness), konnten drei mit Par10

> Der IANUS-Peptidarray erlaubt als Mikro-SPOT-Methode die Identifizierung von intermolekularen Kontakt-
stellen zweier Proteine aufgrund von detektierbaren Peptid-Peptid-Wechselwirkungen. Dazu wird ein tri-
funktioneller Linker auf einer Zellulosemembran immobilisiert und jeweils die Teilpeptidsequenz eines der
beiden interagierenden Proteine daran in einer orthogonalen Schutzgruppenstrategie gekntpft (z. B. iber-
lappende 12mere). Die Peptide werden N-terminal mit unterschiedlichen Fluoreszenzsonden versehen, um in
FRET-Experimenten interagierende Peptidpaare zu identifizieren.
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interagierende AhpC-Sequenzabschnitte genauer identifiziert werden [126, 127]. Diese Studien

waren unter anderen ein Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit.

1.5 Gewinnung und Modifizierung von Proteinen

Fiir die Beantwortung biologischer, biochemischer und biophysikalischer Fragestellungen missen die
hierflr relevanten Makromolekile (z. B. Peptide, Proteine) in ausreichender Menge und Reinheit
bereitgestellt werden, um Informationen zur Funktion, Struktur, Dynamik, Lokalisation oder zu Inter-
aktionspartnern zu erhalten. Die meisten der heute verwendeten molekularbiologischen, che-
mischen und physikalischen Untersuchungsmethoden setzen eine selektive Markierung des Ziel-
proteins fiir die eigentlichen in vitro oder in vivo durchgefiihrten Experimente voraus. Oftmals lassen
sich die gewinschten Informationen erst durch den ortsspezifischen Einbau biophysikalischer
Sonden, wie zum Beispiel Fluorophore, ESR-Sonden, Quervernetzungslinker oder NMR-aktive
Isotope, erhalten.

Polypeptide und Proteine lassen sich aus natiirlichen Quellen ribosomal, nicht-ribosomal oder
chemisch gewinnen. Je nach Bedarf werden die homo- und heterologe in vivo-Genexpression in pro-
und eukaryotischen Zellsystemen, die zellfreie in vitro-Translation und chemischen Synthesever-
fahren genutzt [128-134]. Trotz einer steigenden Zahl direkter in vivo und in vitro Untersuchungs-
methoden, welche die Proteine unverdndert lassen, bendtigt man haufig artifizielle Protein-
modifikationen oder -erweiterungen, um wissenschaftliche Fragestellungen beantworten zu kénnen.
Beispielhaft genannt seien die Substitution von Aminosauren durch ortsgerichtete Mutagenesen und
die Einfliihrung unnatirlicher Aminosauren durch den Einsatz von chemisch modifizierten Aminoacyl-
tRNAs (Stoppcodonunterdriickung) [135] oder ihren Einbau durch einen erhdhten Selektionsdruck
(selective pressure incorporation) [136]. Des Weiteren sind die Manipulation von Seitenketten
trifunktioneller Aminosaduren (Phosphorylierungen, Glykosylierungen, PEGylierung, etc.), das Ein-
flihren von Fluoreszenz- und ESR-Sonden, die Verwendung von Affinitdtstags oder Fusionsproteinen,
die Modifizierung des Peptidriickgrats und das Quervernetzen chemischer Gruppen innerhalb einer
Proteinsequenz durch photoaktivierbare cross-linker etabliert [137-139]. All diese Techniken kénnen
helfen, die Wirkungsweise von Enzymen zu erforschen, Protein-Ligand-Interaktionen zu verstehen
oder Proteine hinsichtlich gewlinschter Eigenschaften zu optimieren. Unerwiinschte Auswirkungen
auf die chemischen, physikalischen und funktionellen Eigenschaften durch angewendete Protein-
modifizierungen miissen dabei stets bericksichtigt werden und koénnen den Verlust der
Raumstruktur und/oder der katalytischen Aktivitdt eines Enzyms zur Folge haben.

Die Kombination einzelner Methoden ermdglicht eine zusatzliche Erweiterung der Synthese-
und Manipulationsmoglichkeiten von Peptiden und Proteinen. Die Verkniipfung von rekombinant er-

haltenen mit chemisch synthetisierten Peptiden wird als Semisynthese bezeichnet [140] und wurde

13



1 EINLEITUNG

in der vorliegenden Arbeit angewendet. Da die Verknlipfung mehrerer Einzelsegmente oft sequen-
ziell durch chemische und enzymatische Ligationsmethoden erfolgt, spricht man auch von chemo-
enzymatischer Peptid-/Proteinsynthese. Mit der Anwendung einer Semisynthesestrategie lassen sich
einzelne Nachteile der verschiedenen Proteinherstellungsverfahren oft Gberwinden.

Wahrend die ribosomale Proteinbiosynthese Vorteile bei der Lange der zu synthetisierenden
Proteine bietet, bleibt sie auf die 20 (23 mit Selenocystein, Pyrrolysin, Formylmethionin) protein-
ogenen Aminosauren beschrankt. Demgegeniber lassen sich mit der Festphasenpeptidsynthese
artifizielle Aminosaurederivate und eine nahezu unbegrenzte Anzahl von natiirlichen und unnatir-
lichen Modifikationen in ein Peptid/Protein einbauen. So kénnen beispielsweise einzelne nicht-
kanonische Aminosauren in ein Protein eingefiigt oder ganze Proteine aus D-Aminosauren dargestellt
werden, wie sie in der Natur nicht vorkommen. Mit der Festphasenpeptidsynthese (SPPS, solid phase
pepide synthesis, Abb. A 4-1 [141, 142]) lassen sich gegenwartig routinemaRig Peptide mit einer
Gesamtlange von bis zu 50 Aminosdurebausteinen schrittweise, halb- oder vollautomatisch in
ausreichender Menge und Reinheit synthetisieren [143]. Nur unter Verwendung von Segment-
ligationsverfahren lassen sich deutlich groRRere funktionsfahige Proteine erhalten [144, 145].

Die derzeitig am haufigsten verwendete Ligationsmethode ist die Natiirlich Chemische Ligation
(NCL, Abb. A 5-1 im Anhang) [146], die sich durch die vergleichsweise leichte Verfiigbarkeit der
Ausgangssegmente, durch milde Reaktionsbedingungen und durch die hohe Ausbeute von anderen
Ligationsverfahren hervorhebt. Neben der NCL haben sich weitere Segmentligationsverfahren wie
die enzymkatalysierte Ligation [147], die inteinvermittelte Ligation [148, 149], die ,spurenlose”
STAUDINGER-Ligation [150] und Arten der Click-Chemie [151] (z. B. DieLs-ALDER-Konjugation [152] und
MicHAEL-Additionen [153]) als Methoden zur Erzeugung von Peptiden bis hin zu kleineren Proteinen
etabliert. Die genannten Methoden erlauben sowohl die Bildung der fiir Proteine natlirlichen Peptid-
bindungen (Amidbindungen) als auch fiir Proteine unnatirliche Bindungstypen (z. B. Oxim- [154],
Thioether-, Thioesterbindungen, [155]) und bieten dariber hinaus eine enorme Vielzahl an
strukturellen und funktionellen Manipulationen von Peptiden und Proteinen.

Eine bedeutende Erweiterung des Spektrums an Ligationstechniken gelang durch die Ver-
wendung enzymkatalysierter Verknipfungen von Peptidsequenzen auf Basis der Umkehrbarkeit
proteolytischer Reaktionen (reverse Proteolyse) und eines kinetisch kontrollierten Reaktionsverlaufs
[147, 156, 157]. Hierflr wird ein Peptid in Form eines Acyldonator(thio)esters (Carboxykomponente,
z.B. Peptidyl-4-guanidinophenylester) eingesetzt, welches unter Abspaltung der Esterfunktion und
Bildung eines temporadren Acyl-Enzym-Intermediats auf ein zweites Peptid (Aminokomponente)
Ubertragen wird (Abb. A 6-1 im Anhang) [158]. Viele urspriingliche Einschrankungen der enzyma-
tischen Peptid- und Proteinsynthese, wie die geringe Substratspezifitdit und die unerwiinschte
proteolytische Aktivitat (Sekundarhydrolyse), konnten mittlerweile iberwunden werden. Vor allem

die Kombination der Substratmimetikum vermittelten Proteinsynthese (substrate engineering) mit
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speziell entwickelten Proteasen (enzyme engineering) ist fir den Erfolg dieser Synthesestrategie
verantwortlich, wie zahlreiche Anwendungsbeispiele belegen.

So wurde Subtiligase, eine S221C/P225A-Doppelmutante der Serinprotease Subtilisin BPN', zur
Synthese einer 124 AS langen, vollstandig aktiven RNase A verwendet. Neben der Darstellung der
RNase A aus sechs kurzen Peptidsegmenten (12-30mere) gelang auch der Einbau des unnatirlichen
Aminosaurederivates 4-Fluorohistidin anstelle zweier katalytischer Histidinseitenketten (His"?, His''®)
[159, 160]. Die Synthese eines Carboxyfluorescein-markierten 69merigen Prohormonderivates von
Neuropeptid Y gelang mit der Glu/Asp-spezifische V8-Protease aus Staphylococcus aureus [133]. Die
universelle Einsetzbarkeit der Substratmimetikumstrategie konnte bei der Synthese von Deka- und
Undekapeptiden gezeigt werden. Hierbei wurden in Trypsin-, a-Chymotrypsin- und V8 Protease-
katalysierten Segmentkondensationen N®-Boc-geschiitzte Peptide mit C-terminalen 4-Guanidino-
phenyl-, Phenyl- oder Mercaptopropionsaureesterfunktionen erfolgreich als Acyldonatoren einge-
setzt [161]. 2014 gelang SCHMOHL und SCHWARZER in einer chemoenzymatischen Semisynthese die
Darstellung eines 84 kDa groRen Proteins aus drei Segmenten unter Verwendung der Transpeptidase
Sortase A aus S. aureus mit einer gleichzeitigen Inkorporation synthetischer Peptide in das Aktivitats-

zentrum [145].
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Die von Parvulinen und anderen Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen katalysierten Reaktionen sind
an vielen lebensnotwendigen biologischen Prozessen beteiligt. Trotz intensiver Forschung sind die
natlirlichen Substrate (bis auf wenige Ausnahmen) und die genauen Katalysemechanismen der drei
heute bekannten PPlasen-Familien noch unverstanden beziehungsweise Gegenstand anhaltender
wissenschaftlicher Diskussionen. Insbesondere fiir die Familie der Parvuline ware ein genaues Wissen
um den Katalyse- und Wirkmechanismus von herausragender Bedeutung, da humane Parvuline
(hPinl, hParl4, hParl7) mit schwerwiegenden Erkrankungen wie Morbus ALZHEIMER, Morbus
PARKINSON und verschiedenen Krebsarten assoziiert sind.

Zudem ist bekannt, dass viele bakterielle Parvuline fiir ihre jeweiligen Organismen essentiell
sind. Darunter befinden sich antibiotikaresistente Bakterienstamme (S. aureus, S. pneumoniae),
welche beim Menschen Sepsen, septische Schocks und akute Lungenentziindungen auslésen kénnen.
Die Entwicklung wirksamer Parvulininhibitoren steht deshalb zunehmend im Mittelpunkt zahlreicher
wissenschaftlicher Arbeiten. Ein tieferes Verstdndnis der Parvulinaktivitdt ist deshalb von hoher
diagnostischer und therapeutischer Bedeutung fiir den Menschen.

In der vorliegenden Arbeit diente der prototypische Vertreter der Parvulinfamilie Parl0 aus
E. coli als Untersuchungsobjekt. Die zentralen Vorhaben dieser Arbeit waren die vermutete Substrat-
bindungsstelle von Par10 anhand spektroskopischer und enzymkinetischer Untersuchungen naher zu
studieren und neue modifizierte Parl0-Varianten fir zuklinftige, tiefergehende Studien
bereitzustellen und damit einen Beitrag zum Verstandnis des cis/trans-lsomerisierungsmechanismus
der nicht-phosphatspezifischen Parvuline zu leisten. Hierfir wurden die drei folgenden Schwer-
punkte festgelegt und bearbeitet:

1. Es sollte die von BIRTE SCHELBERT beschriebene Interaktion zwischen Par10 und AhpC [108]
mithilfe der NMR-Spektroskopie untersucht werden. Dazu sollten die genauen Strukturbereiche der
Kontaktstellen der beiden Proteine bestimmt, miteinander wechselwirkende Aminosaureseiten-
ketten identifiziert und ihre Wechselbeziehungen quantifiziert werden. Zu diesem Zweck sollten
jeweils unmarkierte, >N-markierte beziehungsweise *C/*>N-markierte Par10- und AhpC-Varianten
flir NMR-spektroskopische Untersuchungen bereitgestellt werden.

2. Ein weiteres Vorhaben war die pKs-Wertbestimmung der Sulfhydrylgruppe von Cys* und
Cys® und damit die erstmalige Einschitzung der Nukleophilie dieser in Parvulinen hochkonservierten
Seitenkettenfunktionen. Die Uberpriifung einer méglichen Abhingigkeit der pKs-Werte von der

Ldange der Parvulinpeptide und eventuell einhergehende Sekundarstrukturausbildungen sollten
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ebenso untersucht werden. In diesem Zusammenhang sollten zusatzliche Katalyse-, CD- und NMR-
Studien helfen, die strukturelle und funktionelle Bedeutung von Cys® fiir Par10 besser zu verstehen.

3. Neben den strukturellen Untersuchungen von Parl0 sollten auch katalytisch aktive Parl10-
Varianten erzeugt werden, welche am Rand ihrer vermuteten Substratbindungstasche Fluoreszenz-
molekile als biochemische Sonden enthalten sollten. Die Darstellung fluoreszenzmarkierter
Parvuline sollte unter Anwendung einer Semisynthesestrategie mittels verschiedener Ligationsver-
fahren erfolgen und die erhaltenen Erkenntnisse hinsichtlich ihrer Ubertragbarkeit auf weitere,
bakterielle und humane Parvulinvertreter diskutiert werden.

Hierflr war das aus 92 AS bestehende Parl0 in drei Segmente zu unterteilen, welche rekom-
binant und chemisch herzustellen sowie chemisch (Natiirlich Chemische Ligation) und enzymatisch
(proteasekatalysiert) zu ligieren waren. Die Erzeugung der erforderlichen langkettigen Substrat-
mimetika sollte durch eine Umesterung der durch die inteinvermittelten Synthesen bereitgestellten
Ausgangsester erfolgen. Fir die chemisch darzustellenden Segmente war beabsichtigt, die Fmoc-
Festphasenpeptidsynthese einzusetzen. Dabei war auf eine Beibehaltung des natirlichen Peptid-
rickgrats und der Primarsequenz (mit Ausnahme der auszutauschenden Aminosaure) der PPlase zu
achten. Es galt, die generelle Eignung dieser Synthesestrategie und die katalytische Aktivitdt der

markierten Par10-Varianten zu zeigen.

Nach Bearbeitung all dieser Fragenkomplexe sollten die Ergebnisse dieser Arbeit zum besseren Ver-
standnis der Protein-Protein-Interaktion zwischen Par10 und AhpC beitragen und Riickschliisse auf
humane Parvuline zulassen. Erfolgreich fluoreszenzmarkierte Parvulinderivate waren als ,active-site”

Varianten neuartige Untersuchungsobjekte und fiir weiterfiihrende Studien einsetzbar.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Liste der Hersteller und Zulieferer

Accelrys Inc.

Advanced Chemistry Development Germany GmbH

AppliChem GmbH

Applied Biosystems Deutschland GmbH
Applied Photophysics, Ltd

Beckman Coulter GmbH

Biometra GmbH

Bio-Rad Laboratories GmbH

BMG Labtech GmbH

Bruker Bio-Spin GmbH

Campro Scientific GmbH

Carl Roth GmbH & Co. KG

Clemens GmbH

Deutsche METROHM GmbH & Co. KG
Dr. llona Schubert Laborfachhandel
Eppendorf AG

Eurofins MWG GmbH

Fermentas GmbH

Fisher Scientific GmbH

GE Healthcare GmbH

Gilson Inc.

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
Hellma GmbH & Co. KG

HMC-Europe GmbH

Heraeus Sepatech GmbH

IKA-Werke GmbH und Co. KG

Implen GmbH

Infors GmbH

Iris Biotech GmbH

Jasco Labor- und Datentechnik GmbH
Kern & Sohn GmbH

Life Technologies GmbH
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
Magnus Manske

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH
Merck KGaA

Mettler-Toledo GmbH

MicroCal, LLC

Microsoft Deutschland

Multi SynTech GmbH

San Diego, US
Frankfurt, DE
Darmstadt, DE
Darmstadt, DE
Leatherhead, GB
Krefeld, DE
Gottingen, DE
Miinchen, DE
Ortenberg, DE
Rheinstetten, DE
Berlin, DE
Karlsruhe, DE
Waldbuttelbrunn, DE
Filderstadt, DE
Leipzig, DE
Hamburg, DE
Ebersberg, DE

St. Leon-Rot, DE
Schwerte, DE
Minchen, DE
Middleton, US
Schwabach, DE
Mdllheim, DE
Tissling, DE
Osterode, DE
Staufen, DE
Minchen, DE
Einsbach, DE
Marktredwitz, DE
Gross-Umstadt, DE
Balingen, DE
Darmstadt, DE
Duren, DE

K6In, DE
Osterode, DE
Darmstadt, DE
GieRen, DE
Northampton, US
Unterschleiheim, DE
Witten, DE
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neolab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH
New England Biolabs GmbH
OriginLab Corporation
Orpegen Peptide Chemicals GmbH
Peqglab Biotechnologie GmbH
Perkin EImer LAS GmbH
Pharmacia LKB Biotechnology
Phenomenex Ltd. Deutschland
Qiagen GmbH

Raytest GmbH

Roche Diagnostics GmbH
Schrédinger, LLC

Serva Electrophoresis GmbH
Shigemi Inc.

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
SyStat Software GmbH
Thermo Electron LED GmbH
Thomson Reuters Corporation
Tosoh Bioscience GmbH
Waters GmbH

W. R. Grace & Co.-Conn.

3.2 Materialien

3.2.1 Chemikalien

Heidelberg, DE
Frankfurt am Main, DE
Northampton, US
Heidelberg, DE
Erlangen, DE
Rodgau, DE
Uppsala, SW
Aschaffenburg, DE
Hilden, DE
Straubenhardt, DE
Mannheim, DE
New York, US
Heidelberg, DE
Allison Park, US
Steinheim, DE
Wuppertal, DE
Niederelbert, DE
Philadelphia, US
Stuttgart, DE
Eschborn, DE
Deerfield, US

Alle verwendeten Chemikalien waren, wenn nicht anders angegeben, kommerziell erhiltlich und
entsprachen dem Reinheitsgrad , pro analysis” oder ,peptide synthesis grade”. Sie wurden, wenn
nicht anders vermerkt, von den folgenden Firmen bezogen: AppliChem, Carl Roth, Fisher Scientific,

Iris Biotech, Merck, Orpegen Peptide Chemicals, Serva Electrophoresis, Sigma-Aldrich.

Fiir die Festphasenpeptidsynthese wurden folgende Aminosdurederivate und polymere Trager ver-
wendet: Fmoc-L-Ala-OH, Fmoc-L-Asn(Trt)-OH, Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-L-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-L-
Cys(Trt)-OH, Fmoc-L-GIn(Trt)-OH, Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-L-His(Trt)-OH, Fmoc-L-
lle-OH, Fmoc-L-Leu-OH, Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, Fmoc-L.-Met-OH, Fmoc-L-Phe-OH, Fmoc-L-Pro-OH,
Fmoc-L-Ser(tBu)-OH, Fmoc-L-Thr(tBu)-OH, Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-L-Val-OH (alle Orpegen Peptide
Chemicals), Fmoc-L-Dap-OH, Boc-2-Abz-OH (Sigma-Aldrich), Boc-L-Lys(Boc)-OSu (Merck) sowie H-L-
Ser(tBu)-2-CITrt-Harz (Harzbeladung: 0,49 mmol-g™"), H-L-Asn(Trt)-2-CITrt-Harz (Harzbeladung:
0,48 mmol-g™), Rink-Amid-Harz (MBHA-Harz, Substitution: 0,59 mmol-g™) und 2-Chlortritylchlorid-

Harz (unbeladen, 50-100 mesh, 1 % DVB, 1,6 mmol-g'l; alle Harze von Iris Biotech).
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3.2.2 Verbrauchsmaterialien

Greiner Cellstar 96-well Mikrotiterplatten Sigma-Aldrich

Kryoréhrchen Dr. llona Schubert Laborfachhandel
Konzentratoren Amicon Ultra-15 (3K und 10K) Merck

Microcon Zentrifugen-Filtrierungseinheiten

Ultracel YM-3 Sigma-Aldrich

Nitrocellulose-Filter MicronSep, 0,45 um Fisher Scientific

Reaktionsgefdlle (0,5 ml, 1 ml, 2 ml)

Dr. llona Schubert Laborfachhandel

Rotilabo-UV-Einmalkiivetten, Halb-Mikro, 1,6 mL Carl Roth

Pipettenspitzen

Spritzenfilter, 0,45 um, pyrogenfrei

Dr. llona Schubert Laborfachhandel
Dr. llona Schubert Laborfachhandel

Syro-Reaktoren mit Teflonfritten Multi SynTech

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Dr. llona Schubert Laborfachhandel

3.2.3 PCR-Primer, Plasmide und E. coli-Stamme

Tab. 3-1. Primersequenzen fiir ortsgerichtete Mutagenesen, Einfiihrung von Restriktionsschnittstellen und
Sequenzierungen. Einfach unterstrichene Buchstaben kennzeichnen mutierte Codons, zweifach unterstrichene
eingeflihrte Restriktionsschnittstellen.

Funktion Primer Nukleotidsequenz (5' — 3') GS:;It TS

Parvulin 10 Vvorwirts  CGAAGAAACACTCCATTGCCCCATCAGGCAAACGCGGC 58%  76°C
Cys"°Ala riickwirts GCCGCGTTTGCCTGATGGGGCAATGGAGTGTTTCTTCG 58%  76°C
Parvulin 10 Vvorwarts  GTGGTTTTCTCTGCTCCGGTACTGGAGCC 50%  71°C
Cys*Ala riickwérts GGCTCCAGTACCGGAGCAGAGAAAACCAC 50%  71°C
AhpC vorwarts  GGCCATGGGATCCTTGATTAACACCAAAATTAAACC 42%  68°C
iﬁj_l:s;rer rickwarts TTAAGCTTAGATTTTACCAACCAGGTCCAGAGACGGAGCC 48%  72°C
Ahp§ vorwirts  GGCCATGGGATCCTTGATTAACACCAAAATTAAACC 42%  68°C
\éeTrerer,t:l:s riickwarts TTAAGCTTATGCTTCACCTTCTTTCCATTTAGCCGGGC 45%  70°C
AhpC vorwarts  CCGATACTCACTTCGACCACAAAGCATGGC 53% 70°C
Thr”’Asp rickwérts GCCATGCTTTGTGGTCGAAGTGAGTATCGG 53% 70°C
Sequenz-  T7-pro TAATACGACTCACTATAGGG 40%  56°C
ierung T7-ter GCTAGTTATTGCTCAGCGG 53%  60°C
Sequenz-  PQE-pro  GTTATTGTGCTGTCTCATC 42%  56°C
ierung pQE-ter TCGATCTCAGTGGTATTTGTG 43%  59°C

"Eurofins MWG; “Die Berechnung der Schmelztemperatur (Ts) erfolgte nach Gleichung (3-1) der Firma Eurofins
MWG fir Oligonukleotide zwischen 20 und 100 Nukleotideinheiten und einer Natrium-Kationenkonzentration
zwischen 0,01 und 1,0 M.

Ts (°C) =81,5+ 16,6 - log[Na™] +

41-(G+C) 500

- Gleichung (3-1)
Gesamtlange Gesamtlange
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Tab. 3-2. Ubersicht der verwendeten Plasmide, eingefiigten Genabschnitte und Expressionsstimme. Die
durch Sequenzierungen bestatigten Nukleotidsequenzen der Inserts sind im Anhang A 1 aufgefihrt.

Plasmid Genname Schnitt- E. coli- erhaltenes Protein Herkunft
des Inserts  stellen Stamm
pTWIN2' ppiC Ndel, ER2566" E. coli Par10 H-1-35-Intein  hauseigene
Sapl Stammsammlung
pTWIN2' ppiC Ndel, ER2566" E. coli Par10 1-67-Intein hauseigene
Sapl Stammsammlung
pQE60° ppiC Ncol, M15 E. coli Parl0 MPF fir
BamHI [pPREP4]? Enzymologie der
Proteinfaltung
pET28a(+)® ppiC Ncol, BL21 (DE3)* E. coli Par10 Cys*°Ala vorliegende
(mutiert) BamHl Arbeit
pET28a(+)’ ppiC Ncol, BL21 (DE3)’ E. coli Par10 Cys*®Ala vorliegende
(mutiert) BamHI Arbeit
pQE30° ahpC BamHl, M15 E. coli 6xHis-tag-AhpC MPF fir
Sacl [PREP4]? Enzymologie der
Proteinfaltung
pET30a(+)® ahpC Ncol, BL21 (DE3)’ E. coli 6xHis-tag-DDDDK-  vorliegende
(verkirzt) Hindlll AhpC_kurz mit spalt- Arbeit
barem N-term. 6xHis-tag
u. verkiirztem C-Terminus
pQE30° ahpC BamHl, M15 E. coli 6xHis-tag-AhpC vorliegende
(mutiert) Sacl [pREP4]? T77D (Thr”’Asp-Mutante)  Arbeit
pET30a(+)® ahpC Ncol, BL21 (DE3)® E. coli 6xHis-tag-DDDDK-  vorliegende
(verkdrzt, Hindlll AhpC_kurz T77D mit Arbeit
mutiert) spaltbarem N-term.

6xHis-tag, verkirztem C-
Terminus und Thr”’Asp-
Mutantion

"New England Biolabs; 2Qiagen; 3Novagen/Merck

E. coli-Stamm
DH5a [162]
ER2566 (NEB)

M15 [pREP4] [163]

BL21(DE3) [164]

3.2.4 Enzyme

Pfu DNA Polymerase
Phusion Hot Start High Fidelity DNA Polymerase

Tag-LC DNA Polymerase (rekombinant)

T4-DNA-Ligase
BamH1, Hindlll, Ncol und Sacl

Dpnl, Ndel un

d Sapl

Genotyp

supE44 DlacU169 (f80 lac ZDM15) hsdR17 recAl endAlgyrA96 thi relAl

F'AfhuA2 [lon] ompT lacZ::T7 genel gal sulA11 A(mcrC-mrr) 114::1S10 R(mcr-

73::miniTn10-TetS)2 R(zgb-210::Tn10)(TetS) endA1 [dcm]

RecA* nal str’ rif’ lac- Ara” gal” Mtl” F~ Uvr’ Lon” kan"

hsdSg (rs mg™) gal dem (Aclts857 ind1 Sam7 min5 lacUV5-T7 genel)

Enteropeptidase/Enterokinase (aus Kilberdarm)

Fermentas

New England Biolabs
Fermentas
Fermentas
Fermentas

New England Biolabs
Roche Diagnostics

21



3 MATERIALIEN UND METHODEN

Lysozym (aus Hiihnereiweis)
Trypsin, rekombinant (aus Schweinepankreas)

Sigma-Aldrich
Roche Diagnostics

3.2.5 Nahrmedien, Stammldsungen und Puffer

DNA-Probenpuffer:
Farbstoff fiir Agarosegele:
Laufpuffer flr Agarosegele
(TAE-Puffer):

LB-Vollmedium [165]:
LA-Agarplatten [165]:
M9-Minimalmedium:
(verandert nach [166])

Ampicillin-Stamml6sung:
Kanamycin-Stammlosung:
IPTG-Stamml6sung:

3x-SDS-Probenpuffer:

Laufpuffer fir SDS-PAGE:
Laufpuffer fir Tris-Tricine-
PAGE:

Rotiphorese Gel30:

Trenngelpuffer:
Sammelgelpuffer:
SDS-Stammldsung:
APS-Stammldsung:
Coomassie-Farbeldsung:

Entfarbeldsung:

6X DNA Loading Dye (Fisher Scientific)
SYBR Safe DNA gel stain (Life Technologies)

40 mM Tris/HCI (pH 8), 20 mM Essigsaure, 4 mM EDTA

10 g-I™ Pepton, 10 g-I™* NaCl, 5 g-I"* Hefeextrakt in H,0, autoklaviert
LB-Vollmedium + 15 g-I™* Agar, autoklaviert

40 mM Na,HPO,, 22 mM KH,PO,, (pH 7,4), 18 mM NaCl, 18 mM
BNH,Cl (Campro Scientific)) 2mM MgSO, 100 uM  CaCl,,
80 UM Na,EDTA, 100 uM FeClz, 10 uM CuSO,4, 10 uM MnSQ,, 1,5 uM
ZnS0O,, 2 UM CoCl,, autoklaviert + steril filtrierte MEM-Vitaminlosung
(Endkonzentration: 1x), + steril filtrierte *C-p-Glukose-Losung (End-
konzentration: 2 g-1™!, Campro Scientific), + steril filtrierte Kanamycin-
Stammldsung (1:1000 zugesetzt), alles in ddH,0

100 mg-ml‘1 in ddH,0, steril filtriert, im Verhaltnis 1:1000 zugesetzt
10 mg-ml™" in ddH,0, steril filtriert, im Verhéltnis 1:1000 zugesetzt
1 M in ddH,0, steril filtriert, im Verhaltnis 1:1000 zugesetzt

450 mM TRIS/HCI (pH 6,8), 12% (v/v) Glycerin, 7,5 % (w/v) SDS,
0,15 % (w/v) Bromphenolblau, 1,5 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
25 mM TRIS/HCI (pH 8,3), 0,2 M Glycin, 1 % (w/v) SDS

100 mM Tris/100 mM Tricine (pH 8,3), 1 % (w/v) SDS
gebrauchsfertige, gasstabilisierte, wassrige 30%ige Losung

aus Acrylamid und N,N'-Methylenbisacrylamid (37,5:1)

1,8 M TRIS/HCI (pH 8,8)

1,25 M TRIS/HCI (pH 6,8)

10 % (w/v) in ddH,0

10 % (w/v) in ddH,0

0,2 % (w/v) Coomassie R250, 0,05% (w/v) Coomassie G250,
10 % (v/v) Essigsaure, 30 % (v/v) Methanol, 17,5 % (v/v) Ethanol in
ddH,0

45 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsdure in ddH,0

3.2.6 Standards und Reagenzienzusammenstellungen

GenRuler 100 bp DNA Ladder 100-1000 bp
GenRuler 1 kb DNA Ladder 250-10000 bp
PageRuler Prestained Protein Ladder 10-170 kDa

Fisher Scientific
Fisher Scientific
Fisher Scientific
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High Pure Plasmid Isolation Kit
High Pure PCR Product Purification Kit
High Pure PCR Cleanup Micro Kit

3.2.7 Saulenmaterialien

Roche Diagnostics
Roche Diagnostics
Roche Diagnostics

Umkehrphasenmaterial fiir Perfusions- und Hochleistungsfliissigkeitchromatografie:

POROS R2 (Polystyrol-Divinylbenzol-Copolymer)
Standard C8 und C18 Phasen (endcapped Octyl-
bzw. Octadecyl-modifizierte Kieselgelphasen

Anionen- und Kationenaustauschmaterial:

DEAE-Sepharose Fast Flow
Toyopearl SP650M

Sdulenmaterial fiir Affinitdtschromatografie:
Chitin Beads (acetyliertes Chitosan)
HisTrap Fast Flow Crude (Nickel-Sepharose)

Saulenmaterial fiir Gr6Benausschlusschromatografie:

Superdex 75 Prep Grade (Agarose-Dextran-
Copolymer)

3.2.8 Allgemeine Gerate

Agarose-Gelelektrophorese BI0105 LVD
Analysenwaage Excellence Plus XP56

Autoklav Hiclave HV-110 L
Gefriertrocknungsanlage Christ Alpha 2-4 LOC 1m
Inkubationsschttler Minitron

Kahlzentrifuge Biofuge fresco
Kivettenschleuder KS 8 CE

Laborwaage Kern Emb 200-2

Laborzentrifuge Allegra X-15R (SX4750A Rotor)
Magnetriihrer big-squid star

NanoPhotometer P300

PAGE-System Mini-Protean-Tetra-Cell
Spannungsgerat Power Pac Basic flir PAGE-System
pH-Meter 713 pH

Prazisionswaage Kern PLS 360-3
Reinstwassersystem TKA MicroPure
Rotationsverdampfer Laborata 4000 efficient
Sicherheitswerkbank Herasafe

Thermomixer comfort

Tischzentrifuge Centrifuge 5702
Transilluminator IDA UVT-20M

Ultrazentrifuge Optima L-90K (70Ti Rotor)

Applied Biosystems

Grace, Macherey-Nagel, Phenomenex

Sigma-Aldrich
Tosoh Bioscience

New England Biolabs
GE Healthcare

GE Healthcare

Biometra
Mettler-Toledo
HMC-Europe

Martin Christ

Infors

Fisher Scientific
Jasco Labor- und Datentechnik
Kern & Sohn
Beckman Coulter
IKA-Werke

Implen

Bio-Rad Laboratories
Bio-Rad Laboratories
Deutsche METROHM
Kern & Sohn
Thermo Electron LED
Heidolph Instruments
Fisher Scientific
Eppendorf AG
Eppendorf AG
Raytest

Beckman Coulter
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UV/Vis Spektrophotometer S-3100
Vortexmischer MS1 Minishaker
Wipptisch Shaker DRS-12

Jasco Labor- und Datentechnik

IKA-Werke

neolab Migge Laborbedarf

3.2.9 Computerprogramme und Datenbanken

Tab. 3-3. Ubersicht der verwendeten Computerprogramme.

Name, Version

Hersteller

Verwendung

ACD/ChemSketch Freeware 11.02

Breeze Software V 3.30

CDNN CD Spectra Deconvolution
Software 2.1

FELIX 2000

EndNote X2
GentleV 1.9.4

HT-Manager Version 1.2

MassLynx 4.0 Software
MS Office 2007
Peptide Companion Version 1.24

PyMOL Molecular Graphics
System 1.4.1

SigmaPlot 11.0.0.75

Synthesis Software for Syro
Version 2.0.71

PrimeView 5.0

XWINNMR Version 3.5

Advanced Chemistry
Development

Waters

Applied Photophysics
(Dr. GERALD BOHM)

Accelrys

Thomson Reuters

Magnus Manske

Clemens

Waters
Microsoft Deutschland
CSPS Pharmaceuticals

Schrédinger

SyStat Software
MultiSynTech

Amersham Biosciences

Bruker Bio-Spin

Strukturzeichenprogramm

Analytische HPLC
Analyse von CD-Spektren

NMR-Spektroskopie

Literaturverwaltungsprogramm

Betrachten von
Nukleotidsequenzen

Programmierung des PCR-
Systems

Massenspektrometrische Analyse
Text- und Grafikverarbeitung

Vorhersage schwierig zu
synthetisierender Peptide

3D Grafikprogramm zum
Betrachten von Biomolekiilen

Datenanalyse, Datenprasentation

Steuerung des Syro II-
Synthesizers

Bedienung GrolRenausschluss-
chromatografie

NMR-Spektroskopie

Tab. 3-4. Ubersicht der verwendeten Datenbanken und Internetseiten. Auf komplette link-Wiedergaben
wurde verzichtet, da fortlaufende Aktualisierungen der Datenbanken erfolgen.

Internetadresse

Verwendung

web.www.expasy.org/protparam

web.www.expasy.org/peptide_cutter
http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi
http://pondr.com/cgi-bin/PONDR/pondr.cgi

http://sparks-lab.org/SPINE-D/
www.uniprot.org
http://protcalc.sourceforge.net/

Ermittlung von Proteineigenschaften [167]
Ermittlung von Trypsinspaltstellen [167]
Datenbankabfragen mit BLAST [168]

Ermittlung von unstrukturierten Proteinbereichen

Ermittlung von unstrukturierten Proteinbereichen
bioinformatische Datenbank fiir Proteine

Protein Calculator v3.4, Berechnung theoretischer
Molekiilmassen isotopenmarkierter Proteine
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3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Polymerasekettenreaktion

Etablierte Standardprotokolle der Polymerasekettenreaktion (PCR) [169] fanden Anwendung bei der
Amplifikation ausgewahlter Bereiche genomischer DNA, der ortsgerichteten Mutagenese, der
gezielten Einflihrung von Restriktionsschnittstellen fiir nachfolgende Klonierungen, dem Verkiirzen
von codierenden DNA-Abschnitten und bei der Kontrolle der Integration von DNA-Segmenten in die
Plasmide (analytische PCR). Eine Ubersicht der verwendeten Primer und Plasmide geben Tab. 3-1 und
Tab. 3-2 wieder. Als Polymerasen kamen Pfu DNA Polymerase, Phusion Hot Start High Fidelity DNA
Polymerase und Tag-LC DNA Polymerase zum Einsatz, welche zusammen mit von den Herstellern
bereitgestellten Puffern eingesetzt wurden. Alle Reaktionen wurden in einem Thermozykler Primus
HT4 der Firma Clemens durchgefiihrt, bei einer Denaturierungstemperatur von 95 °C, einer Elonga-
tionstemperatur von 72 °C und einer Zyklenanzahl von 25-35 Wiederholungen. Die Temperatur fur
die Primerhybridisierung wurde durch Abzug von 5-10 °C von der Schmelztemperatur (Gleichung

(3-1)) des niedriger schmelzenden Primers erhalten.

3.3.2 Enzymatische Modifizierung von DNA

Die Spaltung von Plasmid-DNA und DNA-Fragmenten mit Restriktionsendonukleasen (Restriktions-
verdau) zur Plasmid- und Insertpraparation erfolgte fiir 4 h mit anschlieBender Hitzeinaktivierung fir
20 min. Fir alle Enzyme wurden die von den Herstellern empfohlenen Puffer, Reaktions- und
Inaktivierungstemperaturen verwendet.

Die Insertion von Genfragmenten in die korrespondierenden Plasmide erfolgte {iber Ligations-
reaktionen mit der T4-DNA-Ligase fiir 4 h bei Raumtemperatur und anschlieBender Inaktivierung bei
80 °C fiir 20 min. Hierauf erfolgte die Transformation in chemokompetente E. coli-Zellen (Abschnitt
3.3.4).

Um parentale, methylierte (template)-DNA nach erfolgter ortsgerichteter Mutagenese abzu-
bauen, wurden die Reaktionsansétze fiir 1 h bei 37 °C mit dem Enzym Dpnl behandelt und danach in

E. coli-Zellen, wie unter Abschnitt 3.3.4 erldutert, transformiert.

3.3.3 Auftrennung, Isolierung und Reinigung von DNA

Fir die Auftrennung von DNA wurden 0,8-1%ige (w/v) Agarosegele (peqGOLD Universal-Agarose,
Peqlab) verwendet, welche zur DNA-Visualisierung SYBR Safe DNA gel stain (Life Technologies) ent-

hielten. Zu den DNA-LGsungen wurden 6xDNA Loading Dye-Probenpuffer (Fisher Scientific) zuge-
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geben. Die Agarosegelelektrophoresen wurden unter Mitfilhrung von DNA-GréRenstandards bei
einer Spannung von 80 V in TAE-Puffer durchgefiihrt.

Zur lIsolierung ganzer Plasmide wurde ein High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) gemaR den
Herstellervorgaben verwendet. Mittels PCR amplifizierte DNA-Fragmente oder durch Restriktions-
endonukleasen geschnittene DNA-Fragmente wurden entweder direkt aus den Reaktionsansatzen
oder nach elektrophoretischer Auftrennung und Ausschneiden aus einem Agarosegel mit einem High
Pure PCR Cleanup Micro Kit oder High Pure PCR Product Purification Kit nach Anleitung des

Herstellers Roche extrahiert.

3.3.4 Transformation von E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA

Fir eine Transformation wurden chemisch kompetente E. coli-Zellen entsprechend Tab. 3-2 ver-
wendet [162]. Die bei -80 °C in 1,5 ml ReaktionsgefdaRen gelagerten Zellen wurden 30 min auf Eis
belassen und nach Zugabe von 50-100 ng-pl™ Plasmid-DNA fir weitere 30 min auf Eis inkubiert. Im
Anschluss erfolgte ein 90 s dauernder Hitzeschock bei 42 °C, eine zweiminitige Erholungsphase auf
Eis und die Zugabe von 500 pl LB-Medium zum Ansatz. Die Zellen wurden dann fiir 1 h bei 37 °C und
650 rpm geschiittelt und danach auf LA-Amp*-, LA-Kan’- oder LA-Amp’/LA-Kan'-Platten ausge-
strichen. Es folgte die Inkubation fiir 12 h bei 37 °C.

3.3.5 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA erfolgte durch die Firma Eurofins und diente der Bestatigung erfolg-
reicher Mutagenese- und Klonierungsarbeiten. Hierfir wurden jeweils 2 ug Plasmid-DNA und ent-
sprechende Sequenzierprimer (Tab. 3-1) verwendet. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit dem

Programm Gentle V 1.9.4 (MAGNUS MANSKE) analysiert.

3.3.6 Anlegen von Glycerinkryokulturen

Von nach 12 h vermehrten E. coli-Zellen wurden Einzelkolonien von den LA-Platten aufgenommen
und in 5 ml Antibiotika enthaltendes LB-Medium inokuliert. Nach 12-stiindiger Inkubation bei 37 °C
wurden davon 920 pl zu 80 pl 99%iges Glycerin in ein Kryoréhrchen gegeben. Die Lagerung der

Glycerinkyrokulturen erfolgte bei -80 °C.

3.3.7 Kultivierung von E. coli-Stammen und Genexpression

Die Anzucht der E. coli-Zellen erfolgte in sterilen, Antibiotika enthaltenden LB-Medien bei 37 °C und

140 rpm in Schikanekolben in einem Minitron Inkubationsschiittler (Infors). Fiir Ubernachtkulturen
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wurden 30 ml LB-Medium mit Zellen einer Glycerinkryokultur inokuliert und bis zum nachsten
Morgen inkubiert. Mit den erhaltenen Vorkulturen wurden die Hauptkulturen (Litermalstab) in
einem Volumenverhaltnis von 1:100 inokuliert und bis zu einer ODggo nm= 0,6 Wachsen gelassen. Die
Genexpression zur Produktion rekombinanter Proteine wurde durch Zugabe von IPTG bis zu einer
Endkonzentration von 1 mM induziert. Nach Induktion wurden die Kulturen fiir 4-6 h bei 37 °C
beziehungsweise 20 °C (ER2566 Kulturen) geschiittelt, anschlieBend fiir 15 min 5000 x g (Allegra X-
15R Laborzentrifuge, Beckman Coulter) bei 4 °C zentrifugiert und die erhaltenen Zellpellets bis zum
Zellaufschluss bei -80 °C in Zentrifugenrohrchen gelagert.

Zur Anreicherung von °N- bezeihungsweise *C/**N-markierten Proteinen wurde anstelle des
LB-Vollmediums M9-Minimalmedium verwendet, welches nur NH,Cl als einzige verflgbare

Stickstoffquelle oder *C-D-Glukose als ausschlieRliche Kohlenstoffquelle und **NH,Cl enthielt.

3.4 Praparative Methoden

3.4.1 Zellaufschluss, Proteinreinigung und Proteinkonzentrierung

Die bei -80 °C gelagerten Zellpellets wurden im jeweiligen Reinigungspuffer resuspendiert (Tab. 3-5).
Der Zellaufschluss erfolgte durch Lysozymzugabe in einer Endkonzentration von 0,1 mg-ml™ und
einer 15 min Inkubationsphase, der sich ein Ultraschallaufschluss durch einen Branson Digital Sonifier
W-250 D (2 min, 20 s mit Amplitude 40 %, 30 s Pause, Durchmesser der Metallspitze = 4,8 mm)
anschloss. Durch Zentrifugation bei 90000 g fiir 45 min (Optima L-90K, Rotor 70Ti, Beckman Coulter)
konnten die Uberstidnde, welche die 16slichen Proteine enthielten, von dem sedimentierten, festen
Zellmaterial getrennt werden.

Die Separation und Reinigung der (Fusions)proteine wurde an FPLC-Anlagen der Firma
Pharmacia, bestehend aus einer LKB Pump P-1 Peristaltikpumpe, einem LKB Uvicord SIlI Detektor
(220 nm), LKB Rec 1 Messschreiber, einer BioCAD 700E Perfusion Chromatography Workstation
(Applied Biosystems) und einem Akta Prime Plus System (GE Healthcare) bei 8 °C durchgefiihrt. Es
wurden etablierte Reinigungsmethoden eingesetzt [26, 170-172], welche zum Teil miteinander
kombiniert wurden. Die einzelnen Reinigungsschritte sowie die Bedingungen fiir die Spaltung der
Fusionsproteine sind in Tab. 3-5 zusammengefasst. Angaben zu den verwendeten Sdulenmaterialien

finden sich in Abschnitt 3.2.7.
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Verdiinnte Proteinlosungen wurden durch Ultrafiltration mit Amicon Ultra-15 Filtrationseinheiten
(NMWL: 3000 Da, 10000 Da, Merck) bis zur gewiinschten Proteinkonzentration konzentriert, indem
die Proteinlésungen bei 4 °C und 3000 g in einer Megafuge 1.0 mit Ausschwingrotor (Heraeus
Sepatech) zentrifugiert wurden. Fir Pufferwechsel wurden die Proteinlésungen gegen die neuen
Puffer analog der Proteinkonzentrierung dialysiert.

Die nach Thiol-induzierter Spaltung erhaltenen Fraktionen, welche die Peptidthioester Par10 H-
1-35-MESNa beziehungsweise Parl10 H-1-67-MESNa (Abschnitt 3.4.2) enthielten, wurden lyophilisiert
und bei -20 °C gelagert. Um Parl0 H-1-35-MESNa als Substratmimetikum zusammen mit ent-
sprechenden Nukleophilen fiir die Enzymatische Ligation (Abschnitt 3.5.2) einsetzen zu kénnen,
wurde der Peptidethansulfonsdurethioester (1 mM im Ansatz) in 2 M GdmCIl, 50 mM NaP;, pH 7,8
und 2% (v/v) Benzylmercaptan bei Raumtemperatur zum Thiobenzylester umgeestert und an-

schlieBend semipraparativ tiber eine HPLC gereinigt.

3.4.2 Intein-vermittelte Peptidthioestersynthese

Die Parl0 Segmente Parl0 1-35 und Parl0 1-67 wurden durch Intein-vermittelte Synthesen in Form
rekombinanter, C-terminaler Peptid-a-thioester hergestellt. Die Firma New England Biolabs bietet
hierfir ein IMPACT-TWIN (Intein-Mediated Purification with an Affinity Chitin-Binding Tag-Two
Intein) genanntes System [149] an, welches (iber einem pTWIN2 (two intein)-Vektor verfigt und auf
dem Prinzip des natiirlichen Proteinspleifens aufbaut [173]. Der pTWIN2-Vektor enthadlt neben
einem T7 Promotor und einer multiplen Klonierungsstelle auch proteinkodierende DNA-Sequenzen
zweier Inteine (Ssp DnaB und Mth RIR1) sowie zweier Chitin-Bindedomanen aus Bacillus circulans zur
Affinitatsreinigung rekombinant erzeugter Fusionsproteine. Die erforderlichen Klonierungsschritte
(durchgefiihrt von Dr. SANDRA LIEBSCHER) und die Peptidreinigungsstrategie sind in Abb. 3-1 dargestellt
und erlautert, die verwendeten Puffer und Bedingungen sind in Tab. 3-5 zusammengefasst.

Durch eine N134A-Mutation am C-Terminus des verwendeten Intein 2 ist die selbstandige
SpleiBaktivitat aufgehoben. Trotzdem bleiben die N-S-Acylumlagerung am N-Terminus des Intein 2
sowie die Bildung einer Thioesterbindung zwischen dem C-Terminus des Zielproteins und dem N-
terminalen Cystein des Inteins erhalten. Diese Thioesterbindung kann erst durch Zugabe exogener
Thiole wie MESNa (iber einen Thiol-Thioester-Austausch gespalten werden.

Der fur die meisten Inteine zutreffende allgemeine Mechanismus des ProteinspleiBens
beinhaltet eine Abfolge von vier nukleophilen Umlagerungsschritten, in deren Verlauf zwei Peptid-
bindungen gespalten werden und eine neue Peptidbindung geknlpft wird, und ist in den zitierten

Ubersichtsartikeln beschrieben [173, 174].
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A)
Zielgen
4 1
4 \
MCS Abb. 3-1. Das IMPACT-TWIN-System. Das System
dient unter anderem der Erzeugung rekombinanter
Klonierung & Expression C-terminaler Peptid-a-thioester. Abbildungen ver-
andert nach [175].
B) l A) Ausschnitt aus dem pTWIN2-Vektor. Um zum

Peptid-a-thioester zu gelangen wird der Peptid-
codierende Genabschnitt an das N-terminale Ende
des 2. Inteins in den pTWIN2-Vektor einkloniert.
Nach erfolgter Transkription und Translation ist das
Zielpeptid am C-Terminus um ein Intein-tag, be-
stehend aus Intein 2 und Chitinbindedomane,

liberexprimiertes Fusionsprotein

Par10-Segment CBD

Beladen & Waschen

4—

Chitin .

erweitert.
_S_I B) Affinitatsreinigung. Die Chitinbindedomane er-
moglicht die spezifische Bindung der Fusions-
Thiol-induzierte Spaltung l+MESNa proteine an eine Chitosan-enthaltende Affinitats-
matrix [176]. Nachdem unspezifisch gebundene
ﬂ—l Proteine von der Saule gewaschen wurden, lassen
sich die Fusionsproteine durch Zugabe von 2-
Elution l Mercaptoethansulfonsdure zielgenau spalten, als
Peptid-a-thioester eluieren und final reinigen.
0 9 0 (CBD: Chintinbindedomane, MCS: multiple Klonier-
/U\S/\/s\\ ungsstelle, Mth: RIR 1-Intein der Ribonucleoside-
° diphosphate-reductase a-subunit aus M. thermo-
Par10 H-1-35-MESNa / Par10 H-1-67-MESNa autotrophicum, MESNa: 2-Mercaptoethansulfon-

sdure Natriumsalz).

3.4.3 Festphasenpeptidsynthese

Die Peptide beziehungsweise Peptidthioester 2 bis 8 (Tab. 4-1) fiir die Herstellung fluoreszenz-
markierter Parl0-Varianten wurden mittels automatisierter Festphasenpeptidsynthese und der
Fmoc/tButyl-Schutzgruppenstrategie [177-179] mit den unter Abschnitt 3.2.1 angegebenen Amino-
sdurederivaten und polymeren Trdgern an einem Syro Il Peptid-Synthesizer der Firma Multi SynTech
hergestellt. Die AnsatzgréRen betrugen 125 umol und es wurden 4 Aq. HCTU, 4 Aq. HOBt (Kupplungs-
reagenzien) in DMF, 10 Aq. DIPEA (Aktivatorbase) in NMP und 4 Aq. der entsprechenden Amino-
saurederivate in DMF/NMP fir Doppelkupplungsschritte (2 x 30 min) eingesetzt.

Die in verschiedenen Positionen eingebrachte Fluoreszenzsonde Dap(Abz) wurde als Fmoc-L-
Dap(Boc-Abz)-OH aus den kommerziell erhiltlichen Vorstufen Fmoc-L-Dap-OH*HCI (1 Aq.) und Boc-2-
Abz-OH (2 Aq.) synthetisiert und analog zu den {ibrigen Fmoc-Aminosiurederivaten eingesetzt. Der
2,3-Diaminopropionsaurerest (Dap) bildete dabei das natirliche Peptidrickgrat nach und der 2-
Aminobenzoylrest sollte sich als Fluorophor bei einer Wellenlange von 320 nm anregen lassen und
bei 420 nm Licht emitieren. Fiir die Synthese wurde 1 Aq. Boc-2-Abz-OH in wasserfreiem DCM geldst
und mit 1 Aq. N,N"-Diisopropylcarbodiimid (DIC) und 1,1 Ag. HOBt fiir 30 min auf Eis aktiviert und
anschlieRend langsam zu einem Gemisch aus 1 Aq. Fmoc-L-Dap-OH und 2 Aq. DIPEA (beides geldst in

wasserfreien DCM) getropft. Der Reaktionsverlauf wurde diinnschichtchromatografisch verfolgt (DC-
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Material: TLC silica gel 60, Merck, Laufmittelsystem: Essigsaureethylester/Methanol/Essig-
saure = 9:1:0,1, Detektion: 254 nm). Nach 4 h erfolgte die wassrig-saure Aufarbeitung im Scheide-
trichter. Der Ansatz wurde hierzu zweimal mit 1 N HCl-Lésung und dreimal mit gesattigter NaCl-
Losung gewaschen, die organische Phase mittels Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer eingeengt. Die finale Reinigung des Fmoc-L-Dap(Boc-Abz)-OH erfolgte lber eine
praparative Kieselgelsdule (Kieselgel 60, KorngrofRe: 0,04-0,063 mm, Merck; Laufmittel: Essigsaure-
ethylester/ Methanol/Essigsaure = 9:1:0,1).

Ein Gemisch aus 2 % (v/v) Piperidin und 2 % (v/v) DBU in DMF diente bei allen Festphasen-
peptidsynthesen als Fmoc-Abspaltlésung (3 x 5 min). Ein TFA/TIS/ddH,0-Gemisch (18:1:1) wurde fir
die Schutzgruppenabspaltung der vollstandig synthetisierten Peptide mit freien N- und C-Termini
(Par10 H-68-92-OH-Peptide) und fir die Freisetzung dieser Peptide vom polymeren Trager benutzt.
Nach dem Abdampfen der Trifluoressigsdure und Etherfallungs- und Etherwaschschritten, wurden
die Rohprodukte bei -20 °C bis zur Reinigung gelagert (Abschnitt 3.4.4).

Fir die Generierung der Peptidthioester 3 bis 5 (Tab. 4-1) wurde im letzten Kupplungsschritt
(Aminosaureposition 36) ein N-terminal Boc-geschiitztes Lysinderivat verwendet. Die Peptide wurden
anschlieRend mit HFIP/DCM (3:7) vollgeschiitzt vom polymeren Trager abgespalten [180], mit
Isopropanol gewaschen, vollstindig eingeengt, getrocknet und nachfolgend mit 30 Aq. MESNa und
5 Aqg. DIC in wasserfreiem DCM unter basischen Bedingungen (mit DIPEA titriert) fiir 4 h bei Raum-
temperatur verestert (modifiziert nach [181]). Nach Entfernung des Losungsmittels am Rotations-
verdampfer folgten die Schutzgruppenabspaltung, das Abdampfen der Trifluoressigsdure, Ether-

fallungen und die Aufbewahrung der Rohprodukte bei -20 °C bis zur Reinigung (Abschnitt 3.4.4).

Fur die Synthese von AhpC'*® und AhpC™*™?, welche fiir die Kompetitionsbindungsstudien einge-
setzt wurden, wurde anstelle der 2-Chlortritylchlorid-Harze ein Rink-Amid-Harz (MBHA-Harz,
Substitution: 0,59 mmol-g™!) verwendet und im letzten automatisieren Syntheseschritt der freie N-
Terminus von AhpC'*® und AhpC'®™? dreimal mit einer Essigsdureanhydrid/DIPEA/DMF-LSsung
(1:1:8) acetyliert. Die Freisetzung dieser Peptide von den polymeren Tragern und ihre Reinigung

erfolgten wie fiir die Par10 H-68-92-OH-Peptide beschrieben (dieser Abschnitt und Abschnitt 3.4.4).

AhpC™**fir die kernresonanzspektroskopischen Untersuchungen der Par10-AhpC-Wechselwirkung

(Abschnitt 4.2.2) wurde freundlicherweise von Dr. GUNTHER JAHREIS (MPF) zur Verfligung gestellt.
Die Peptide Parl0 Ac-29-43-NH, und Parl0 Ac-29-48-NH, fiir die pKs-Wertbestimmung der

Sulfhydrylgruppe von Cys* wurden dankenswerterweise von Dr. BIANKA HARTRODT synthetisiert und in

Titrationsversuchen eingesetzt (Abschnitt 4.7).
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3.4.4 Peptid- und Peptidthioesterreinigung

Die Rohprodukte der Peptid- und Peptidthioestersynthesen sowie der Fluoreszenzbaustein Fmoc-L-
Dap(Boc-Abz)-OH (Abschnitt 3.4.3) und Quencher 2-lod-N-(4-nitrophenyl)acetamid (2-INPA) wurden
praparativ an einem Gilson RP-HPLC-System folgender Spezifikation gereinigt: Gilson 118 UV/VIS
Detector, Gilson 305 Pump (ddH,0 +0,1 % TFA), Gilson 306 Pump (Acetonitril +0,1 % TFA), Gilson
811C Dynamic Mixer, Gilson 806 Manometric Module. Es wurden folgende Sdulen abhangig von der
zu reinigenden Rohproduktmenge und den Peptideigenschaften verwendet: SP Nucleosil C8,
250 x 10 mm, 7 um; SP Nucleosil C18, 250 x 10 mm, 7 um; SP Nucleosil C8, 250 x 21 mm, 7 um (alle
Macherey-Nagel) und Hibar Pre-Packed LiChrosorp Column, RP-8, 250 x 25 mm, 7 um (Merck).

Die Produkt-enthaltenden Fraktionen mit der korrekten Molekiilmasse [M+H]" (bestimmt
mittels ESI-MS) und einer Reinheit >95 % (analytische HPLC) wurden vereint, lyophilisiert (Christ
Alpha 2-4 LOC 1m) und bei -20 °C gelagert.

3.5 Segmentkondensationen

Um zu vollstandigen Parl10 Proteinen zu gelangen, welche durch die Einfliihrung einer Fluoreszenz-
sonde im putativen Substratbindungsbereich modifiziert waren, wurden Segmentligationen der
einzelnen Parl0-Peptidsegmente (Abschnitte 3.4.2, 3.4.3 und Tab. 4-1) durchgefiihrt. Es kamen hier-
bei die Natiirlich Chemische Ligation® (NCL, Abb. A 5-1 im Anhang [146]), die Ligation Exprimierter
Proteine (EPL, [148]) und eine Enzymatische Ligation (EL, Abb. A 6-1 im Angang [182]) mit einer in der

Arbeitsgruppe entwickelten Trypsinvariante [183] zur Anwendung (Abb. 4-8).

3.5.1 Natturlich Chemische Ligation

Die Natirlich Chemische Ligation (NCL) kann zur Verknlipfung eines Peptid-a-thioesters mit einem N-
terminal Cystein-enthaltenden Peptid unter Ausbildung einer nativen Peptidbindung zu langeren
Peptiden oder Proteinen genutzt werden (Abb. A 5-1 im Anhang) [146].

Die eigenen NCL-Ansatze wurden in 1,5 ml ReaktionsgefaBen in 4 M GdmCI, 50 mM NaP;, pH 8,
1% (v/v) Thiophenol (PhSH) und 1 mM TCEP bei 25 °C durchgefiihrt und dienten der Verknipfung

® Von Natiirlich Chemischer Ligation (NCL) spricht man streng genommen nur, wenn Carboxykomponente (C-
terminaler Peptidthioester) und Aminokomponente (meist ein N-terminales Cys-Peptid), welche kovalent ver-
knupft werden, chemisch synthetisiert wurden. Wird hingegen mindestens eine Komponente rekombinant
erzeugt (wie in dieser Arbeit geschehen), spricht man genauer von der Ligation Exprimierter Proteine (EPL,
Expressed Protein Ligation). Da die eigenen chemischen Ligationen unter denaturierenden Bedingungen und
zwischen Peptiden/Peptidthioestern durchgefihrt wurden, wird der besseren Lesbarkeit halber nur der
Uberbegriff NCL verwendet.
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des N-terminalen Parl0-Segments H-1-67-MESNa (Parl10-Peptid 2 als Carboxykomponente) be-
ziehungsweise der mittleren Segmente (Par10-Peptide 3, 4 und 5 als Carboxykomponenten) und den
C-terminalen Segmenten (Parl0-Peptide 6,7, und 8 als Aminokomponenten). Die Anfangskonzen-
trationen der zu verknlpfenden Peptidsegmente betrugen je 2 mM. Das in den Ansatzen enthaltene
GdmCl diente der besseren Loslichkeit der bei hohen Konzentrationen in wassrigen Puffersystemen
schwer |6slichen Peptide und das hinzugegebene Thiophenol erlaubte eine in situ Umesterung der
eingesetzten Peptidylalkylthioester zu den reaktiveren Peptidylarylthioestern [184]. Nach 2 h wurden
die Reaktionen mit einer 50%igen (v/v) Essigsdurelésung abgestoppt und das Produkt semipraparativ

mittels RP-HPLC (3.6.3) isoliert, lyophilisiert und fiir die Enzymatische Ligation zuganglich gemacht.

3.5.2 Enzymatische Ligation

Unter Verwendung Enzymatischer Ligationen wurden Par10 H-1-35-SBn-Segmente mit den mittels
einer NCL entstandenen fluoreszenzmarkierten Par10 H-36-92-OH Peptiden verknlipft. Die Ligations-
reaktionen erfolgten in 1,5 ml ReaktionsgefdRen in einem Puffer aus 100 mM HEPES (pH 7,8),
100 mM NaCl, 10 mM CaCl,, 20 pM und ZnCl, bei 25 °C mit einer als Trypsiligase’ bezeichneten
Trypsinvariante als Biokatalysator. Bei diesem Enzym handelte es sich um eine in der Arbeitsgruppe
entwickelte Vierfachmutante des anionischen Rattentrypsin 2 (Tn K60E/N143H/E151H/D189K) aus
Rattus norvegicus [183]. Die Trypsiligase verfligt Gber die Substraterkennungssequenz Tyr-Arg-His,
welche in natlrlichen Proteinsequenzen zu nur circa 0,5 % vorkommt. Folglich besitzt dieses Enzym
eine sehr restriktive proteolytische Aktivitdt und kann unter Verwendung eines Substratmimetikums
in einem kinetisch kontrollierten Ansatz zur enzymkatalysierten Ligation eingesetzt werden (,reverse
Proteolyse”). Da sich die spezifitatsvermittelnde chemischen Funktion in der Esterabgangsgruppe des
Mimetikums befindet, ist die Erkennungsstelle der Trypsiligase im Ligationsprodukt nicht mehr vor-
handen und eine Sekundarhydrolyse der gebildeten Produkte ausgeschlossen [185] (Abb. A 6-1,
Anhang).

Die Ausgangssegmente wurden im Reaktionspuffer mit 5% DMSO (v/v), 2M GdmCl und
3 mM TCEP gelost und in einer Endkonzentration von 1 mM fiir den Thiobenzylester (Carboxy-
komponente/Acyldonator/Substratmimetikum) und 3 mM fir das Nukleophil (Aminokomponente/
Acylakzeptor) eingesetzt. Gestartet wurde die Reaktion durch Zugabe des Enzyms (cghg = 10 uM).

Nach 1 h wurden die Reaktionsansdtze mit einer 50%igen (v/v) Essigsdurel6sung abgestoppt. Die

’ Bei der Trypsiligase genannten Trypsin-Vierfach-Variante handelt es sich um eine Hydrolase. Der Name
Trypsiligase ist in Anlehnung an die Hydrolase (genauer Peptidase) Subtiligase gewahlt wurden, welche
ebenfalls fiir die Semisynthese von Proteinen eingesetzt wird [158].
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Produkte wurden von den Edukten mittels RP-HPLC (3.6.3) getrennt, anschlieRend gefriergetrocknet

und flr die spateren Charakterisierungen bei -20 °C gelagert.

3.5.3 Synthese des Quenchers 2-INPA

2-lod-N-(4-nitrophenyl)acetamid (2-INPA) wurde als sulfhydrylreaktive Verbindung (aufgrund der
lodacetylfunktion) flr die kovalente Modifizierung der fluorophoren Parl0-Varianten eingesetzt und
sollte zusammen mit den in die Parl0-Varianten eingebrachten Fluoreszenzsonden (Dap(Abz),
Abschnitt 3.4.3) Fluorophor-Quencher-Paare bilden (Abschnitt 3.6.8).

Fir die 2-INPA-Synthese reagierte unter Lichtausschluss 1 Aq. lodacetylchlorid mit 2 Aq. 4-
Nitroanilin in THF bei O °C. Der Reaktionansatz wurde nach 1 h je zweimal mit 10%iger (w/v) NaS,0s-
Losung und im Anschluss mit gesattiger NaHCO;-Losung gewaschen. Das erhaltene Rohprodukt
wurde nach dem Abdampfen des Losungsmittels im Vakuum an einem Rotationsverdampfer mittels
einer praparativen HPLC gereinigt (Abschnitt 3.4.4) und das Endprodukt anhand massenspektrome-
trischer Untersuchungen nachgewiesen (Abschnitt 4.8).

Bei den Modifizierungsreaktionen von Par10 mit 2-INPA wurden je 5 uM Parvulin mit 5, 10 und
15 uM 2-INPA bei 25 °C unter Lichtausschluss in 10 mM KP; (pH 7,25) und 100 mM KCI fir 10 min
umgesetzt. Die Reaktionen wurden mit 50%iger (v/v) Essigsdure abgestoppt und mittels Massen-

spektrometrie analysiert (Abb. 4-19 C).

3.6 Analytische Methoden

3.6.1 Nukleinsaure-, Peptid- und Proteinquantifizierung

Die Konzentrationsbestimmung gereinigter Nukleinsduren und Proteine erfolgte spektrophoto-

metrisch unter Verwendung des NanoPhotometers und zweier angepasster LAMBERT-BEER'schen

Gleichungen:
[Nukleinsaure] (ng-ul™) = Aygo nm * Fasona - Fiia * Fverd. Gleichung (3-2)
As60 nm = Absorption bei 260 nm in AU Fasona = 50 ng-pl™ (Faktor fiir dsDNA)
Fiq = 10 (geratspezifischer Faktor) Fyerg. = Verdiinnungsfaktor
[Protein] (M) = Passonm Fuerd Gleichung (3-3)
€580 nm(Protein) - d '
€580 nm = Molarer dekadischer Extinktionkoeffizient in M - cm™
Aus0 nm = Absorption bei 280 nm in AU d = Schichtdicke in cm
€580 nm(Par10) = 2980 Mt - cm? €280 nm(AhPC) = 23950 M1 - cm?

Fverq.= Verdiinnungsfaktor
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Die molaren dekadischen Extinktionskoeffizienten der untersuchten Proteine wurden anhand der
primdren Aminosduresequenzen mit dem Programm ProtParam (ExPASy) [167] berechnet. Die
Konzentrationen der Peptid- und Peptidthioesterlésungen wurden lber die Einwaage lyophilisierter

Aliquots erhalten.

3.6.2 Denaturierende und native Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur qualitativen Uberpriifung wurden die Peptide und Proteine elektrophoretisch mittels
diskontinuierlicher, denaturierender 17,5%iger SDS-PAGE nach LAEMMLI [186] getrennt und
analysiert. Proben wurden fiir 5 min bei 95 °C in Probenpuffer reduziert und denaturiert und
anschlieRend zusammen mit einem ProteingrofRenstandard bei einer Stromstarke von 25 mA in SDS-
Laufpuffer getrennt. Der Nachweis der getrennten Peptide und Proteine erfolgte mittels Coomassie-
Blau-Farbung [187] und anschlieBender selektiver Entfarbung oder einer Silberfarbung nach
NESTERENKO et al. [188].

Fir die Auftrennung kleiner Parvulinsegmente (<7 kDa) und fiir die Kontrolle der Segment-
kondensationen eigneten sich besonders 18%ige Tris-Tricine-Gelelektrophoresen mit einem Acryl-
amidguervernetzungsgrad von 5 % (verandert nach [189]). Bei nativen, nicht-denaturierenden Gel-
elektrophoresen wurde auf reduzierende Reagenzien (2-Mercaptoethanol, DTT) und denaturierende
Bedingungen (SDS-Zugabe, Erhitzen auf 95 °C) verzichtet. Gelelektrophoresen unter nativen Beding-
ungen dienten der Untersuchung von Oligomerisierungszustanden einzelner AhpC-Praparationen in
Vorbereitung auf die kernresonanzspektroskopischen Untersuchungen und flir Quervernetzungs-

studien zwischen AhpC und Parvulin.

3.6.3 Analytische Hochleistungsfliissigkeitschromatografie

Die analytische Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitschromatografie (RP-HPLC) diente der
Reinheitskontrolle und Charakterisierung der synthetisierten Peptide und gereinigten Proteine. HPLC-
Analysen wurden an einem Waters HPLC-System, bestehend aus einem 717 plus Autosampler, einer
1525 Binary HPLC Pump, und einem 2487 Dual A Absorbance Detector, durchgefiihrt. Als Lauf-
mittelsystem diente ddH,O (+0,05 % (v/v) TFA)/Acetonitril (+0,05 % (v/v) TFA). Die Trennungen
erfolgten iiber eine C18-Siule des Herstellers Grace (Grace Vydac Protein + Peptide C18, 300 A,
4,6 x 250 mm, 5 um) bei einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml-min™ und verschiedenen Gradienten.
Die Detektion erfolgte immer bei 220 nm und probenabhangig zuséatzlich bei 254, 280, oder 320 nm.
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten semipraparativen Trennungen (Abschnitt 3.5) ge-

schahen ebenfalls unter diesen Bedingungen.
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3.6.4 Massenspektrometrische Untersuchungen

Massenspektrometrische Analysen dienten der Uberpriifung des Fortschreitens der Peptidsynthesen
und zur Charakterisierung der gereinigten und modifizierten Peptide/Proteine. Hierfir wurde ein RP-
HPLC-ESI-MS-System (Waters) bestehend aus einer HPLC-Anlage (2767 Sample Manager, 1525 Binary
HPLC Pump, 2487 Dual A Absorbance Detector, Sdule: XTERRA MS C18 2,1 x 50 mm, 3,5 um) und
einem micromassZo-Gerat (lonenquelle: Elektrospray-lonisierung im Positivmodus, Massen-
analysator: Single Quadrupol, Detektor: Photomultiplier) verwendet, in welchem die Massen der
Peptid- und Proteinproben und der ligierten Segmente bestimmt wurden [190]. Uber die Ver-
kniipfung von RP-HPLC und ESI-MS lieRen sich den einzelnen Peaks im HPLC-Chromatogramm die
korrespondierenden Molekiilmassen Gber den Gesamtionenstrom (TIC, Total lon Current) zuordnen.
Bei einer Flussgeschwindigkeit von 300-500 pl-min~* wurden je 30-50 Einzelmessungen akkumu-
liert (Kapillarspannung =3,5 kV, Konusspannung =28V, source-Temperatur =120 °C, desolvation-
Temperatur = 250 °C) und daraus mit Hilfe der MassLynx 4.0 Software (Waters) die entsprechenden
Masse/Ladungsverhaltnisse (m/z) beziehungsweise unter Verwendung des MaxEnt-Algorithmus

[191] die Molekiilmassen in Da ([M+H]") errechnet.

3.6.5 Limitierte Proteolyse

Mittels zeitabhangiger limitierter Proteolyse wurden wtPar10, Par10 C40A und Par10 C68A hinsicht-
lich ihrer Stabilitdt aufgrund moglicher lokaler Anderungen der Proteinstruktur untersucht. Diese
Ansatze wurden in 300 pl Puffervolumen (100 mM Tris [pH 8,45], 50 mM NacCl, 1 mM CacCl,) durch-
gefiihrt und enthielten je 250 uM Protein, 0,03 mg-ml™ Trypsin (rekombinant, aus Schweine-
pankreas, Roche), 2 uM Benzoesaure als internen Standard und wurden bei 30 °C inkubiert und mit
50%iger Essigsdureldsung (v/v) abgestoppt. Hitze-denaturiertes wtParl0 (5 min bei 80 °C) diente als
Referenz fir den (teil)entfalteten Zustand. Der proteolytische Abbau wurde mittels HPLC-Analyse bei
einer Wellenlange von 280 nm verfolgt, indem die Abnahme von intakter Parvulinfraktion lber die

entsprechende Peakflache des HPLC-Chromatogramms quantifiziert wurde.

3.6.6 Fern-UV CD-Spektroskopie

Fern-UV CD-Spektren im Wellenlangenbereich von 190-250 nm dienten der Analyse der Sekundar-
strukturelemente der verschiedenen Parl0- und AhpC-Spezies sowie einzelner Parvulinsegmente
[192, 193]. Alle Spektren wurden unter einem permanenten Stickstoffstrom an einem Jasco J-810 CD-
Spectropolarimeter (Jasco) bei einer Temperatur von 20 °C in einer 1 mm Quarzkivette (Hellma)
unter Verwendung eines steril filtrierten und entgasten 5 mM KP;-Puffers (pH 7,25) aufgenommen.

Die Protein- beziehungsweise Peptidkonzentrationen betrugen 3-10 uM. Jedes Spektrum wurde aus
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30 Einzelmessungen mit einer Bandenweite von 1 nm, einer Scangeschwindigkeit von 50 nm-min™
und einer Antwortzeit von 1 s, akkumuliert. Es wurde bei allen Messungen darauf geachtet, dass die
Hochspannungs-Voltzahl (HT-Signal) iber den gesamten Wellenlangenbereich unterhalb 600V lag.
Hintergrundspektren (Nullspektren ohne Protein) wurden unter identischen Bedingungen aufge-
nommen und vom Signal der Probenspektren abgezogen. Um die aufgenommen CD-Spektren unter-
einander vergleichen zu kénnen, wurden die urspriinglichen absoluten Messsignale in mdeg unter
Anwendung der Gleichung (3-4) in ein Aminosaureeinheiten- unabhangiges MaR tiberfihrt [194].

o < 100 - (CD-Signal)
I= c-n-d

Gleichung (3-4)

[6] = mittlere Elliptizitit pro Aminoséurerest in Grad-cm”-dmol™

CD-Signal = Ausgabeeinheit des CD-Spektrometers bei der jeweiligen Wellenlange in mdeg
100 = Umrechnungsfaktor von mmol in dmol

¢ = Protein- oder Peptidkonzentration in mM

n = Anzahl der Aminosaurereste des Proteins oder Peptids

d = optische Weglange der Messkivette in cm

Fiir die Berechnung der Sekundarstrukturanteile der Proteine wurde das Programm CDNN in der
Version 2.1 verwendet [195]. Die von der CDNN Software benétigten Rohdaten wurden in der Einheit
mdeg und einem Datenintervall von 1 nm unter Angabe messspezifischer Parameter in das Pro-
gramm geladen. Dieses ermittelt die prozentuale Verteilung von a-helikalen, B-Faltblatt- und unge-
ordneten Strukturen (Knduelstrukturen) in Proteinen anhand der aufgenommenen Circular-
dichroismusspektren und einer Datenbank, bestehend aus 33 CD-Spektren von Modellpeptiden/-

proteinen mit bekannter Konformation, durch mathematische Transformation (Dekonvolution).

3.6.7 pKs-Wertbestimmung freier Cysteine

Die pKs-Werte der Seitenketten der freien Par10 Cysteine Cys*® und Cys®® wurden zum einen direkt
spektroskopisch bestimmt und zum anderen Uber die Verfolgung der Reaktion von ELLMAN's Reagenz
(5,5'-Dithio-bis(2-nitrobenzoesaure), DTNB) mit den freien Sulfhydrylgruppen der Cysteine ermittelt.
Fir die pKs-Wertbestimmung wurden wtPar10, Par10 C40A, Par10 C68A und kurze Parl0-Segmente
eingesetzt.

Die erste Methode nutzt die pH-Wert-abhadngige Protonierung der Sulfhydrylgruppe, welche
direkt bei einer Wellenlange von 240 nm mit einem molaren Extinktionskoeffizienten von
4000 M"-cm™ fur einen einzelnen vollstindig deprotonierten Thiolatrest an einem S-3100 Spektro-
photometer (Jasco) verfolgt werden konnte [196-199]. Die Extinktionskoeffizienten bei unter-
schiedlichen pH-Werten wurden nach Gleichung (3-5) erhalten. Das Verhéltnis der Absorption bei
240 nm zur Absorption bei 280 nm (Referenzwellenldnge) diente der Normalisierung der Parvulin-
konzentration in der Messkiivette.

37



3 MATERIALIEN UND METHODEN

A240 ;
8‘2’23 _ 853610 . o Gleichung (3-5)
280

€98 (pH) = beobachteter Extinktionskoeffizient bei 240 nm als Funktion des pH-Wertes

5arl0 = Extinktionskoeffizient bei 280 nm fiir Par10 = 2980 M - cm?
A,40= Absprption bei 240 nm A,g0= Absorption bei 280 nm

Die gemessene Anderung des Extinktionskoeffizienten bei 240 nm als eine Funktion des pH-Wertes

wurde nach folgender HENDERSON-HASSELBALCH-Gleichung (3-6) ausgewertet.

b €540 - €340 leich
_ (SH . )
€240 (PH) = €240+ 14105 - pH) Gleichung (3-6)

obs

€540(pH) = beobachteter Extinktionskoeffizient bei 240 nm als Funktion des pH-Wertes
€540 = Extinktionskoeffizient bei 240 nm fiir vollstdndig protonierte Thiolatfunktion
€540= Extinktionskoeffizient bei 240 nm fiir vollstandig deprotonierte Thiolatfunktion

Bei der zweiten verwendeten Methode reagiert DTNB mit ionisierten (freien) Sulfhydrylgruppen zu
einem gemischten Disulfid und 2-Nitro-5-thiobenzoesdure (NTB) [200]. Das freigesetzte NTB kann bei
412 nm (g41o = 14150 M tem™ [201]) detektiert werden. Die Absorptionsdnderung bei 412 nm mit
der Zeit wurde nach einer nicht-linearen Regresssion mit Hilfe des Programms Sigma Plot Version
11.0 (Systat Software) ausgewertet.

Alle Messungen wurden an einem S-3100 Spektrophotometer (Jasco) bei 25°C in einem
Universalpuffersystem (pH-Bereich 2,6-9,8), bestehend aus 10 mM Zitronensaure, 10 mM Na,HPO,
und 10 mM Bis-Tris-Propan, durchgefiihrt. Die Gesamtionenstarke betrug 150 mM und wurde durch
Zugabe von NaCl zum Puffersystem sichergestellt. Bei den Proteinproben, welche nach der
GroRenausschlusschromatografie DTT enthielten (Abschnitt 3.4.1), wurde ein Pufferwechsel unter
Verwendung von Microcon Zentrifugen-Filtrationseinheiten Ultracel YM-3 (NMWL = 3000 Da, Sigma-
Aldrich) zu 5 mM KP; (pH 7,25) mit 50 mM KCI vorgenommen, um die Messungen beeinflussendes
DTT zu entfernen. Die lyophilisierten Par10-Peptide H-1-67-OH, H-29-43-OH und H-29-48-OH wurden
als 1 mM Stammldsungen in dem zuvor erwahnten KP;-Puffer geldst und der pH-Wert mittels NaOH
auf pH 7,25 titriert. Das Gesamtvolumen pro Messansatz betrug 1,5 ml in einer Quartzglaskivette
(Hellma) mit einer Schichtdicke von 1 cm. Die Endkonzentration der Proteine beziehungsweise
Peptide im Ansatz betrug 30 uM. Pufferspektren ohne Protein oder Peptid wurden unter identischen
Bedingungen aufgenommen und von den Probenspektren abgezogen. Eine Reihe von im Messpuffer
gelosten L-Cystein-Hydrochlorid Standards diente als Positivkontrolle fiir beide Untersuchungs-

methoden.
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3.6.8 Fluoreszenzspektroskopische Bindungsstudien

Die Bindung unterschiedlicher Liganden an die fluoreszenzmarkierten Par10-Varianten wurde anhand
von Fluoreszenztitrationen analysiert. Die Ligandenanlagerung flihrte dabei zu veranderten Fluores-
zenzeigenschaften der in verschiedenen Positionen eingefiihrten 2-Abz-Sonde. Die Messungen
wurden an einem Perkin Elmer Luminescence Spectrophotometer LS 50B (Absorptions- und
Emissionsspektren) und an einem Novostar Fluoreszenz-Mikrotiterplattenleser der Firma BMG
Labtech (Titrations-Bindungsstudien) in Hellma Quarzglas Prazisionskiivetten (Suprasil, 10 mm) be-
ziehungsweise in Greiner Cellstar 96-well Mikrotiterplatten (Sigma) durchgefiihrt. Die Messungen
erfolgten in 10 MM KP;-Puffer (pH 7,25) mit 100 mM KCl bei 25°C. Fir die Aufnahme der
Fluoreszenzspektren wurden jeweils flinf Einzelspektren (Aa, = 320 nm) akkumuliert.

Fur 2-Abz/pNA-Quenchexperimente wurde in den fluorophore Parl0-Varianten enthaltenden
Ansatzen ([Par10] = 3 uM) die Konzentration der fluoreszenzléschenden Verbindungen schrittweise
erhoht und nach jedem Titrationsschritt die Fluoreszenzabnahme verfolgt. Dazu wurde nach finf-
mindtiger Inkubation die Fluoreszenzintensitat der Emissionswellenldange bei 420 nm nach Anregung
bei 320 nm ermittelt. Die Fluoreszenzintensitat in Abwesenheit einer fluoreszenzléschenden Ver-
bindung wurde 100 % gesetzt und alle darauf bezogenen Messwerte in Anwesenheit eines
qguenchenden Molekiils ergaben die relativen Fluoreszenzintensitdten in %. Nach Auftragung der
relativen Fluoreszenzintensitdt gegen die Quencherkonzentration wurden aus den so erhaltenen
hyperbolen Sattigungskurven apparente Bindungskonstanten (Kp ,p,) fuir die einzelnen Par10-Ligand-
Bindungen nach einer einfachen, bimolekularen Reaktion nach Gleichung (3-7) bestimmt und
untereinander verglichen. Einzelne Kp ,,,-Werte setzten sich aus der Summe der spezifischen und

unspezifischen Parl0-Ligand-Wechselwirkungen zusammen.

_ Fiax - [Ligand]

= ‘ Gleichung (3-7)
Kp_app * [Ligand]

F = relative Fluoreszenzintensitat

Fmnax = Maximale relative Fluoreszenzintensitat

Kp app = apparente Dissoziationskonstante von Par10 und Ligand
[Ligand] = Ligandenkonzentration

Kompetitionsbindungsstudien an den modifizierten Par10-Varianten mit AhpC'*® (Ac-SLINTKIKPFKN-
QAFK-NH,) respektive AhpC**™*? (Ac-GLADRATFVVDPQGIIQA-NH,) erfolgten in dhnlicher Weise zu den
zuvor beschriebenen Sattigungsexperimenten. Die beiden AhpC-Peptide dienten jeweils als
Kompetitor des im Ansatz enthaltenen Suc-AAPF-pNA-Substrats. Die AhpC''°-Sequenz wurde im
IANUS-Peptidassay (Abschnitt 1.4) als ein nicht mit der Substratbindungsstelle von Parl0 interagie-
render AhpC-Abschnitt identifiziert und diente als Negativkontrolle. Die semi-logarithmischen Auf-

tragungen der zunehmenden relativen Fluoreszenzintensitdt gegen die Kompetitorkonzentration er-
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gaben Verdrangungskurven (Abschnitt 4.8.3), welche nach einem Model fir eine einfache, kompe-

titive Verdrangung an einer einzelnen Bindungsposition ausgewertet wurden (Gleichung (3-8)).

Frnax-Fmi .
F = max__min Gleichung (3-8)
1+ 1O[Kompet|tor]—log(KC50)
F = relative Fluoreszenzintensitat Frax = maximale relative Fluoreszenzintensitat
Fmin = minimale relative Fluoreszenzintensitdt [Kompetitor] = Kompetitorkonzentration

KCsq = Konzentration des Kompetitors bei 50%iger Verdrangung des Liganden aus der Par10-Bindungsstelle

Der KCso-Wert aus dem Verdrangungsexperiment und der Kp ,,,-Wert aus dem Sattigungsexperiment
gingen in eine Gleichung nach CHENG und PRUSSOFF [202] ein, mit der die Konstante K .5, berechnet
werden konnte (Gleichung (3-9).
Kk _app = [Ligand], _, Gleichung (3-9)
1+ rei
KD_app
Kk app = apparente Dissoziationskonstante von Kompetitor und Par10
KCso = Konzentration des Kompetitors bei 50%iger Verdrangung des Liganden aus der Par10-Bindungsstelle

[Ligand]sei = Konzentration an freiem Ligand
Ko app = apparente Dissoziationskonstante von Par10 und Ligand

3.6.9 Kernspinresonanzspektroskopie

Die NMR-Messungen wurden an einem Bruker DRX 500 Spektrometer mit einer Protonenresonanz-
frequenz von 500,13 MHz und eingebautem 5 mm TXI Probenkopf mit XYZ-Gradientenspule durchge-
flihrt. Aufgenommen und verarbeitet wurden die NMR-Spektren an Silicon Graphics Computern
unter Verwendung der Programme XWINNMR Version 3.5 (Bruker Bio-Spin) und FELIX 2000
(Accelrys). Die Referenzierung der "H-NMR-Signale erfolgte auf externe 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-
sulfonsdure (DSS) [203]. Die **C- und N-chemischen Verschiebungen wurden indirekt auf die 'H-
Signale referenziert. Zur Unterdrickung des LoOsungsmittelsignals diente das WATERGATE-
Pulssequenzverfahren (water suppression by gradient-tailored excitation) [204]. Die Aufnahme und
Prozessierung der NMR-Spektren, das Erfassen chemischer Verschiebungen, die Konturplot-
erstellungen und die Resonanzzuordnungen erfolgten durch Dr. CHRISTIAN LUCKE unter Mitarbeit von
MONIKA SEIDEL (MPF, Halle (Saale)).

Alle NMR-Proben enthielten entweder unmarkiertes, N-markiertes oder 13C/lSN-doppeI-
markiertes Protein in Konzentrationen von 0,6 bis 2 mM gelost in 10 mM KP;-Puffer (pH 7,25),
100 mM KCIl, 1 mM DTT und 5 % D,0. Die Proteinlésungen wurden in @ = 4,2 mm Shigemi-Proben-
rohrchen (Shigemi) tiberfihrt und gemessen. Das N-markierte wtParl0 wurde von Dr. ANGELA
POHLMANN (MPF, Halle (Saale)) bereitgestellt. Die *°N-markierte Par10 C40A-Mutante und das *C/*N-
markierte wtAhpC wurden, wie in den Abschnitten 3.3.7 und 3.4.1 beschrieben, erhalten und
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3 MATERIALIEN UND METHODEN

gereinigt. Zur selektiven Anreicherung von *N- beziehungsweise *C/*’N-markierten Aminosauren in
den Proteinen wurde anstelle des LB-Vollmediums M9-Minimalmedium verwendet, welches *>NH,CI
oder *C-p-Glukose und *NH,Cl enthielt (Abschnitt 3.2.4).

1D-'H-NMR-Experimente dienten der Uberpriifung der Faltungszustinde verschiedener AhpC-
Varianten, welche fir nachfolgende Interaktionsstudien mit Parl0 eingesetzt werden sollten. In
diesen Versuchen erlaubten die ermittelten chemischen Verschiebungen der Peptidriickgrat-
amidprotonen eingeschrankte Aussagen Uber den Faltungszustand der untersuchten Proteine.

Um die Bindung von AhpC an Parl0 zu untersuchen und mogliche Aminosaurereste, die an der
Interaktion beteiligt sind zu identifizieren, wurde die Methode der chemischen Verschiebungs-
anderung (CSP = chemical shift pertubation) angewandt. Dazu wurden charakteristische ,,Protein-
Fingerabdruckspektren” (zweidimensionale ‘H"-"N-HSQC-Spektren) von *N-markierten wtPar10 in
Ab- und Anwesenheit verschiedener AhpC-Varianten aufgenommen und analysiert. Fir die
Ermittlung der chemischen Verschiebungsanderungen innerhalb der Parvulinsequenz wahrend der
AhpC-Bindung wurde zum N-markierten wtPar10 ein zweifacher Uberschuss an AhpC'>*** (IANUS-
Peptide) und ein dreifacher Uberschuss an 6xHis-tag-AhpC und AhpC_kurz titriert und die Signale der
Stickstoffatome des Peptidrickgrats unter Verwendung des Programms FELIX 2000 (Accelrys Inc.,
San Diego) ermittelt. Die Anderungen der chemischen Verschiebungen der Amidprotonen und Stick-
stoffatome wurden nach Gleichung (3-10) in einen gewichteten Vektorbetrag umgerechnet [205].

14N 15
H"-

Zweidimensionale N-HSQC-Spektren des freien ungebundenen “N-wtPar10 dienten als

Referenz (BMRB-ID: 5225).

Adyomb. = \/(AélHN)Z + (Rs . A515N)2 Gleichung (3-10)

ASyomp. = Anderung der kombinierten chemischen Verschiebung der *H"-, *°N-Einzelverschiebungen
A81HN = Anderung der chemischen Verschiebung der Amidprotonen

Adqs,, = Anderung der chemischen Verschiebung der Amidstickstoffatome

(os),N _ 0,66 (x0,07) .
= mit
(cs)n  4,30(£0,55)

Rs = Skalierungsfaktor der chemischen Verschiebung = 6,5; ergibt sich aus: Rg =

(o5)yn = Streuung der chemischen Verschiebung der Amidprotonen
(o5)N = Streuung der chemischen Verschiebung der Amidstickstoffatome

3.7 Enzymaktivitatstests

Die Enzymaktivitaiten wurden unter der Annahme des Vorliegens eines dynamischen FlieRgleich-
gewichtes (steady state) nach BROWN und HENRY [206] und einer nach MICHAELIS-MENTEN-Kinetik ver-
laufender Enzymreaktion ermittelt [207]. Weiter galt, dass die Isomerisierungsreaktion einem Ge-
schwindigkeitsgesetz erster Ordnung mit [Substrat] << Ky, [Enzym-Substrat-Komplex] = konstant,
[Substrat] >> [Enzym)], [freies Substrat] = konstant, folgt und die Produktbildung der geschwindig-

keitsbestimmende Schritt ist.
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3.7.1 PPlase-Aktivitatstests und pH-Abhangigkeit der PPlase-
Aktivitat

Die PPlase-Aktivitit von wtParl0, der Parl0 Mutanten Parl0 Cys*®Ala, Par10 Cys®®Ala und einzelner
Par10-Segmente erfolgte mittels eines proteasefreien, ungekoppelten Aktivitatstests [208] bei unter-
schiedlichen Enzymkonzentrationen unter Verwendung des doppelt markierten, in 0,47 M LiCl/TFE
gelosten Peptidsubstrates 2-Abz-AAPF-pNA (c =25 mM) in Hellma Quarzglas Prazisionskivetten
(Suprasil, 10 mm). Die Messungen erfolgten bei 10 °C in einem 1 mM DTT enthaltenen 35 mM HEPES-
Puffer (pH 7,8, steril filtriert, entgast) unter stdndigen Riihren und wurden durch Zugabe des Peptid-
substrates (cgng = 25 UM) gestartet. Die cis/trans-lsomerisierung war als Anderung der 2-Abz-
Fluoreszenz bei einer Wellenldnge von 420 nm (4 nm Spaltbreite) nach erfolgter Anregung bei
320 nm (3 nm Spaltbreite) als Funktion der Zeit und unter Verwendung eines Perkin Elmer
Luminescence Spectrophotometers LS 50B detektierbar.

Die Progresskurven lieSen sich nach einer Reaktion erster Ordnung auswerten und lieferten die
beobachteten Geschwindigkeitskonstanten k,,,, welche sich aus den katalysierten und unkataly-
sierten Geschwindigkeitskonstanten fiir die Hin-und Rickreaktion zusammensetzten. Eine Auftra-
gung der einzelnen kq,s gegen die jeweiligen Parvulinkonzentrationen ergab die Spezifitdatskonstante

zweiter Ordnung KiK.

Flr Inhibierungsstudien an wtPar10 und Par10 Q80Dap(Abz) (cgnq = 2 NM) wurde die relative (Rest)-
PPlase-Aktivitat in Ab- und Anwesenheit der Peptide AhpC**® und AhpC™>™**? (cgng = 400 uM) be-
stimmt. Die weiteren Messbedingungen entsprachen denen des zuvor beschrieben proteasefreien

ungekoppelten Aktivitatstests.

Fiir die Bestimmung der pH-Abhangigkeit der wtPar10-Aktivitat wurde anstelle des HEPES-Puffers ein
Universalpuffersystem in einem pH-Bereich von 2,6-9,8, bestehend aus 10 mM Zitronensaure,
10 mM Na,HPO, und 10 mM Bis-Tris-Propan, verwendet. Durch NaCl-Zugabe wurde eine konstante
Gesamtionenstarke von 150 mM gewahrt. Die bei unterschiedlichen Protonenkonzentrationen
ermittelten k-Km -Werte wurden gegen die entsprechenden pH-Werte aufgetragen und ergaben
das Aktivitatsprofil. Einzelnen KoKt Werten lagen k.n-Bestimmungen bei vier unterschiedlichen
Parvulinkonzentrationen (1-8 nM) zugrunde. Die Messpunkte des pH-Geschwindigkeitsprofils wurden

nach Gleichung (3-11) mit dem Programm Sigma Plot 11.0 (Systat Software) gefittet.

(@
log (@) = log KM—TaX Gleichung (3-11)
Kna 1+M
Kp
kia-Kn ™+ = Spezifitatskonstante  [H'] = Protonenkonzentration Kp = Dissoziationskonstante
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3.7.2 AhpC-Aktivitatstest

Um die Peroxidaseaktivitat der AhpC zu bestimmen, wurde ein DTT-abhadngiger Enzymtest mit tert.-
Butylhydroperoxid (tBHP, 2 mM im Ansatz) als Enzymsubstrat durchgefiihrt (Abb. 3-2) [209]. tBHP
wird im Verlauf der Reaktion zu tert.-Butanol und Wasser umgesetzt, ohne dabei durch eine Uber-
oxidation der peroxidaseaktiven Cysteinseitenkette die AhpC zu inaktivieren [116]. Die anschliefende
Oxidation des reduzierten DTTs (10 mM im Ansatz) zu einem Disulfid wurde bei 310 nm
(pmm310nm = 110 M~-cm™) an einem UV/Vis Spektrophotometer $-3100 (Jasco) detektiert [210].
Gemessen wurde in 10 mM KP;, pH 7,25, 100 mM KCI und 1 mM EDTA bei 25 °C in einer 2 ml
Suprasil Quarzglaskivette (Hellma) fir 10 min bei einer Wellenlange von 310 nm. Als MaR der durch
die AhpC katalysierten DTT-Oxidation wurde der Absorptionsanstieg der ersten 60 Sekunden durch
lineare Regression bestimmt (Initialgeschwindigkeit der Reaktion). Die DTT-Oxidation durch das
Substrat tBHP in Abwesenheit von 6xHis-tag-AhpC und die DTT-Oxidation in Abwesenheit von tBHP

und 6xHis-tag-AhpC wurden ebenfalls bestimmt.

AhpC-Monomer 2

HS — Cysi® 2 tBHP 2 tButanol HS — Cyst®
46 46
Cyst® — sH » N A Cysi - SOH .
HS —Cys; HOS —Cys;
Cysp>>— SH Cysp>>— SH

AhpC-Monomer 1

2 H,0

OH
HOQ A~
2 \E\ i 165
o /S Cys;
DTTox OH Cys® — s

2 HS\/-\:/\SH P S— Cys46
= P
OH m /
Cysg"—S
DT Ired

Abb. 3-2. DTT-Oxidationstest zur Bestimmung der AhpC-Enzymaktivitit. Jedes AhpC-Monomer eines
katalytisch aktiven AhpC-Dimers besitzt einen peroxidaseaktiven und einen regenerierenden (resolving)
Cysteinylrest (Cyss® bzw. Cysi®). Das Substrat tBHP wird durch Cysi® zum entsprechenden Alkohol tButanol
und Wasser unter Ausbildung intermolekularer Disulfide zwischen den AhpC-Monomeren reduziert. Inter-
medidr auftretende Cysteinsulfensduren (S-Hydroxycysteinyl) in Position 46 werden als Zwischenstufen ange-
nommen. Durch Auflésung der Disulfidbriicken durch reduzierendes DTT wird das AhpC-Dimer wieder
regeneriert. Die Oxidation des DTT fihrt zu einem Ringsystem mit intramolekularer Disulfidbriicke und ist
spektrophotometrisch bei einer Wellenlange von 310 nm detektierbar. Abbildung verandert nach [209].
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4 Ergebnisse

4.1 Rekombinant hergestellte Proteine und Proteinderivate

Zur Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Parl0 mit der zunachst als potenziellem
Bindungspartner geltenden AhpC dienten rekombinant erzeugte unmarkierte sowie °N- und **C/*N-
markierte Proteine. Die in dieser Arbeit hergestellten Varianten von Par10 (Abschnitt 4.1.1) und AhpC
(Abschnitt 4.1.2) unterschieden sich in der Linge ihrer N- und/oder C-Termini sowie eingefligten
Punktmutationen verglichen mit den jeweiligen Wildtypformen. Fiir die gezielten Manipulationen
des ppiC- und des ahpC-Gens durch ortsgerichtete Mutagenesen ging man von bereits vorhandenen,
die entsprechenden Genabschnitte in Wildtypform enthaltenden Plasmiden aus. Die eingefiihrten
Mutationen, Verkirzungen und Erweiterungen der Genabschnitte wurden per DNA-Sequenzierung
Uberprift (Anhang A 1). Alle Peptidthioester (Parl0 H-1-35-MESNa und Parl0 H-1-67-MESNa,
Abschnitt 4.3.2) und Proteine rekombinanten Ursprungs lieRen sich in |6slicher Form in E. coli-Zellen
synthetisieren und sind im Anhang in Tab. A 2-1 mit ihren berechneten und experimentell ermit-
telten Molekiilmassen zusammengefasst.

Die initial verwendeten lonenaustausch- und Affinitdtschromatografien waren fir die Isolierung
und Reinigung der bendtigten Proteine ebenso geeignet, wie die sich anschlieBenden GréRenaus-
schluss- beziehungsweise Perfusionschromatografien fir die finalen Proteinreinigungen und
notwendigen Pufferwechsel. Nach jedem Reinigungsschritt konnten Elutionsfraktionen zusammen-
gefasst und konzentriert werden, die nach der SDS-PAGE-Analyse ausschlieBlich das jeweilige Ziel-
protein enthielten.

Gereinigte Peptidthioester und Proteine waren, wenn diese nicht unmittelbar nach ihrer
Reinigung untersucht wurden, aliquotierbar und bei -22 °C lagerfahig. Die einzelnen Proteinvarianten
und Parl10-Segmente (Oligopeptide, Peptidthioester) wurden, wie in den nachfolgenden Kapiteln
beschrieben, physikochemisch, spektroskopisch und enzymatisch charakterisiert und experimentell

erforscht.

4.1.1 Exprimierte Parvulin 10-Varianten

Die Parvulinvarianten wtPar10, Par10 C40A, Par10 C68A, ®N-wtPar10 und *N-Par10 C40A lieRen sich
in E. coli-Zellen anreichern (Abschnitt 3.3.7) und Uber eine kombinierte Anionen-/Kationenaustausch-
chromatografie sowie anschlieBende GroRenausschlusschromatografie (Abschnitt 3.4.1) von den
Ubrigen E. coli-Proteinen abtrennen, welche sich nach dem Zellaufschluss und Ultrazentrifugierung
im Uberstand befanden. Der verwendete DEAE-Anionenaustauscher ermdglichte unter den ver-
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wendeten pH-Bedingungen die Abtrennung negativ geladener Molekiile (Nukleinsduren, Phospho-
lipide, Proteine mit einem pl<7,2). Die Kationenaustauschersdule trennte Proteine ab, deren
isoelektrischer Punkt zwischen 7,2-8,2 lagen und lieR die Parvulinspezies mit einem theoretisch
ermittelten isoelektrischen Punkt von 9,2 [167] erst bei hoheren NaCl-Konzentrationen eluieren.
Mittels GroBenausschlusschromatografie konnten noch vorhandene gréRere Proteine (Molekiil-
masse > 40 kDa) von den Parl0-Varianten abgetrennt werden, welche sich durch eine sehr geringe
Molekiilmasse und einen kleinen hydrodynamischen Radius (STOKES-Radius) auszeichneten. Die
Ausbeuten fiir wtPar10 und Parl0 C68A lagen mit je 14-18 mg Protein-I™" Kulturmedium deutlich
hoher als fir die unmarkierte Par10 C40A und fiir die >N-markierte Par10 C40A mit ~4 mg-I™* (jeweils
aus 7 bis 8 g Feuchtbiomasse). Wahrend wtPar10 und Par10 C68A in einem Peak eluierten (bei 95 ml,
Abb. 4-1), gab es bei beiden Parl0 C40A-Varianten drei zu kleineren Elutionsvolumen verschobene
Peaks (68 ml: Oligomerpeak, 75 ml: Dimerpeak und 87 ml: Monomerpeak). Es wurden nur die
Fraktionen des ausschlieRlich Parl0 C40A-Monomer enthaltenden dritten Peaks fir die weiteren

Untersuchungen verwendet.

4.1.2 Exprimierte AhpC 10-Varianten

Zu den in der vorliegenden Arbeit mittels Proteinbiosynthese hergestellten AhpC-Varianten gehoérten
6xHis-tag-AhpC, 6xHis-tag-AhpC T77D, 6xHis-tag-DDDDK-AhpC_kurz, 6xHis-tag-DDDDK-AhpC_kurz
T77D und *C/"N-6xHis-tag-DDDDK-AhpC_kurz (Tab. A 2-1). Die Isolierung der N-terminal 6xHis-tag-
enthaltenden AhpC-Fusionsproteine aus den E. coli-Rohextrakten erfolgte im ersten Schritt selektiv
durch Ni**-Sepharose-Saulen, gefolgt von GroRenausschlusschromatografien. Von allen gewonnenen
AhpC-Varianten betrugen die Ausbeuten zwischen 18 und 25 mg:I™" Kulturiiberstand. Fiir AhpC-
Varianten, die einen spaltbaren 6xHis-tag enthielten, schloss sich an die Enteropeptidasespaltung
und erneute Konzentrierung eine zweite GroRenausschlusschromatografie an. Vermutlich aufgrund
von Sekundarstrukturausbildungen um den Bereich der Enteropeptidaseschnittstelle (DDDDK) und
der damit korrelierenden schlechten Zugénglichkeit der Spaltstelle waren lange Reaktionszeiten fir
die Spaltung von bis zu 48 h notwendig. Eine zum erwarteten Spaltprodukt zusatzliche Proteinabbau-
bande war nach 24 h sichtbar, konnte aber durch die anschlieRende Gelfiltration entfernt werden.

E. coli-Zellen, welche in M9-Minimalmedium mit *C-p-Glukose und **N-Ammoniumchlorid
kultiviert wurden, synthetisierten die *C/*’N-markierte AhpC-Variante. Bei der Reinigung von
B¢/"N-6xHis-tag-DDDDK-AhpC_kurz wurde analog zu den unmarkierten AhpC-Varianten verfahren.
Uber alle Einzelschritte hinweg konnten keine Unterschiede zu den Reinigungen der unmarkierten

AhpC-Spezies hinsichtlich Proteinausbeute oder Integritat festgestellt werden.
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Abb. 4-1. Ausgewdhlte Ergebnisse der Reinigung von wtParl0, Parl0 C40A, Par1l0 C68A und Be/PN-
AhpC_kurz. A) Elutionsprofil der GroRenausschlusschromatografie von wtPar10, das im Volumen zwischen 90
und 100 ml eluierte (1). B) Elutionsprofil der GréRenausschlusschromatografie von C/"°N-AhpC_kurz, das im
Volumen zwischen 60 und 75 ml eluierte (1). C) SDS-PAGE-Analytik der Reinigung verschiedener Parl0-
Varianten. Die jeweilige Parl0-Proteinspezies migrierte auf Hohe von ~10kDa. ProteingréRenstandard
(GS), Durchlauf des aufgetragenen Zellextraktes (a), Waschritte (b+c) und Elutionsfraktionen der Anionen-/Kat-
ionenaustauschchromatografie von wtPar10 (d+e). Gereinigtes wtPar10 (f), Par10 C40A (g) und Par10 C68A (h)
nach jeweiliger GréRenausschlusschromatografie. D) ESI-MS-Spektrum des gereinigten wtParl0 mit der er-
mittelten Molekiilmasse von 10103 [M+H]", berechnet: 10100,8 Da. E) SDS-PAGE-Analytik der Reinigung von
13C/lSN-AhpC_kurz. ProteingrofRenstandard (GS), Durchlauf des aufgetragenen Zellextraktes (a), Waschritte (b-
d) und Elutionsfraktionen der Affinitdtschromatographie von 13C/lE'N 6xHis-tag-DDDDK-AhpC_kurz (e+f).
Enteropeptidasespaltung nach 0, 24 und 48 h (g-i). Gereinigtes >C/*’N-AhpC_kurz (f) nach GréRenausschluss-
chromatografie migriert auf Hohe von ~20 kDa. F) ESI-MS-Spektren vor (a) und nach der 6xHis-tag-Spaltung

von 13C/l‘:'N 6xHis-tag-DDDDK-AhpC_kurz durch Enteropeptidase (b); ermittelt: 25839 [M+H]®, berechnet:
25837,1 Da und 20789 [M+H], berechnet: 20786,9 Da.
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4.2 Kernresonanzspektroskopische Untersuchungen

Bevor mit den Parl10-AhpC-Interaktionsstudien begonnen werden konnte, wurden geeignete NMR-
Messbedingungen gesucht, um die in der Literatur beschriebene Oligomerisierung der AhpC bei den
flir NMR-Experimente notwendigen hohen Proteinkonzentrationen (1-2 mM) zu unterbinden. Initiale
1D-'H-NMR-Experimente halfen, geeignete Bedingungen fiir die NMR-Interaktionsstudien zu ermit-
teln. Ausgangspunkt fur die Pufferzusammensetzung (10 mM KP; [pH 7,25], 100 mM KCI, 1 mM DTT,
5% (v/v) D,O als Locksubstanz) und die spezifischen Parameter des verwendeten 500 MHz-NMR-
Spektrometers waren vorangegangene Messungen zur Strukturermittlung von BN-markiertem

wtPar10 in Losung [97].

4.2.1 Vorversuche zur AhpC-NMR

Messungen mit 6xHis-tag-AhpC lieferten zunachst ungeniigend aufgeloste NMR-Spektren und er-

forderten eine Optimierung der Messbedingungen. Besonders der flexible N-terminale 6xHis-tag und

174 186

der in Kristallstrukturen erkennbar unstrukturierte AhpC-C-Terminus (Ala™""-1le™) fihrten zu Signal-
tberlagerungen und unzureichend aufgeldsten Proteinfeinstrukturen in den 1D-'H-Spektren. Zudem
ist der vollstandige C-Terminus laut Literaturangaben [121] ein wesentlicher Faktor bei der Dekamer-
bildung der AhpC, welche zu einem ringférmigen Proteinkomplex fuhrt, dessen Molekiilmasse von
210 kDa fiir gegenwartige Standard-Losungs-NMR zu grof3 ist.

Im Gegensatz zu 6xHis-tag-AhpC zeigte die 6xHis-tag-freie und C-terminal um zwdlf Amino-
sauren verkiirzte AhpC_kurz-Variante deutlich verbesserte 1D-'H-NMR-Spektren (Abb. 4-2 A). Es
konnte eine signifikante Konturzunahme fiir die Signale der Seitenkettenprotonen der Asparagin-
und Glutaminseitenketten (10-6 ppm), der Aromatenprotonen (7,5-6 ppm), der H*-Protonen (5-3,5
ppm) und der Seitenkettenprotonen der aliphatischen Aminosaurereste (3-0 ppm) erzielt werden.
Trotz dieser Verbesserung waren die Feinstrukturen nicht ausreichend aufgel6st, um die AhpC-Raum-
struktur in Lésung zu bestimmen.

Die Dimerisierung der AhpC-Komplexe sollte durch die Zugabe verschiedener Detergenzien
sowie durch Reduktions- und Oxidationsmittel zu den in KP-Puffer gelosten AhpC-Molekiilen und
durch Variierung der verschiedenen Messparameter erreicht werden. Eine Uberoxidation der beiden

16%) durch Wasserstoffperoxid beziehungsweise tert.-

redoxaktiven Cysteinseitenketten (Cys*® und Cys
Butylhydroperoxid zu Cysteinsulfinsduren (3-Sulfino-L-Alanyl-) und Cysteinsulfonsduren (3-Sulfo-L-
Alanyl-) fuhrte zu keiner Verbesserung der 1D-"H-NMR-Spektren. Das galt auch fiir die in hohen Uber-
schissen verwendeten Reduktionsmittel B-Mercaptoethanol, DTT und TCEP sowie fiir die kovalente
Modifizierung der Cysteinseitenketten der AhpC mit dem thiolspezifischen Reagenz Maleimid,

welche die beiden freien Cysteinseitenketten vollstdndig blockierte. Analysen zum Oligomeri-
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sierungszustand der AhpC mittels nativer PAGE zeigten nach der Modifizierung AhpC-Monomere,

allerdings nur bei niedrigen mikromolaren Konzentrationen (Massenspektren und native PAGE nicht

kkh-‘n‘/)f 7’/
e e o e e e e e e
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Abb. 4-2. 1D-'H-NMR-Experimente an AhpC-Varianten. A) 1D-"H-NMR-Spektren von 6xHis-tag AhpC (rot) und
AhpC_kurz (blau). Die um den 6xHis-tag- und den freien unstrukturierten C-Terminus verkiirzte AhpC_kurz-
Variante zeigte ein signifikant besser aufgel6stes Spektrum. B) 1D-1H-NMR-Spektren von AhpC_kurz ohne
CHAPS (rot) und mit 12 mM CHAPS (blau). Die Zugabe von CHAPS fiihrte neben einer Zunahme der Peak-
intensitaten von AhpC_kurz auch zu zusatzlich auftretenden Signalen von aliphatischen Protonen im Bereich
von 3,5-1 ppm. Die beiden in A) gezeigten Spektren sind in zweifacher VergroRerung zu den Spektren in B)
dargestellt. Bedingungen: [AhpC] = 1,2 mM in 10 mM KP;, 100 mM KCI, 1 mM DTT, 5 % D,0 (v/v) bei 25 °C.

Auch die Verringerung der AhpC-Konzentration auf 0,6 mM, die Anderung der lonenstirke des
Messpuffers (durch Verwendung von 50-200 mM KCl im Messpuffer), pH-Wertveranderungen (pH 4-
8) sowie die Erhohung der Messtemperatur auf bis zu 60 °C erbrachten keine deutlichen Verbes-
serungen der Spektren.

Von den verwendeten Detergenzien Brij 35, Brij 58, Triton-X 100, Tween 20, Sulfobetain S 14,
Natriumdodecylsulfat, Natriumdesoxycholat und CHAPS fiihrte nur das zwitterionische Detergens
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CHAPS zu einer leichten Verbesserung der Signalintensitaten der 1D-"H-NMR-Spektren (Abb. 4-2 B).
Vor allem die Signale aliphatischer Protonen bei einer chemischen Verschiebung von 3,5-1 ppm
traten deutlicher hervor, allerdings waren dazu hohe CHAPS-Konzentrationen von 6 bis 24 mM im
Messansatz notwendig, welche ihrerseits zu zusatzlichen Signalen im Aliphatenprotonenbereich
flihrten und vermutlich auch eine wtPar10-AhpC-Interaktion stark beeinflusst hatten. In weiteren
Experimenten wurde im Ergebnis auf die Zugabe von Detergenzien verzichtet.

Die Einzelmutanten 6xHis-tag-AhpC T77D und AhpC_kurz T77D wurden ebenfalls kernresonanz-
spektroskopisch untersucht, da eine AhpC T77D Variante von PARSONAGE und Kollegen [120] als
dekamerdestabilisierende Variante beschrieben wurde (fiir [AhpC T77D] = 2,5-100 uM). Die eigenen
Messungen deuteten aber nicht auf eine verringerte Dekamerbildung bei den von uns verwendeten
hohen AhpC-Konzentrationen von 0,6 bis 2 mM hin, weshalb mit diesen Varianten nicht weiter
gearbeitet wurde.

Einzelne Messungen (HSQC- und TROSY-Experimente) wurden mit *C/*>N-markierter AhpC_kurz
an einem Avance NMR-Spektrometer (Bruker) mit starkerem Magnetfeld (800,23 MHz) und einem
CP-TPI-Kryo-Probenkopf bei einer Temperatur von 60 °C wiederholt, lieBen allerdings auch keine
Strukturaufklarung der AhpC in Losung zu. Durchgefiihrte Interaktionsstudien mit unmarkiertem
wtParl0 zeigten Verdnderungen der chemischen Verschiebung in den Signalen der *C/™N-
AhpC_kurz-Molekiile, ohne dabei aber deren genaue Lokalisierung bestimmen zu kénnen. Eine
prazise Bestimmung der AhpC-Bereiche, welche bei einer AhpC-Par10-Bindung mit Par10 wechsel-
wirken, war nicht moglich. Umgekehrt lieRen sich die Bindungsbereiche innerhalb der wtPar10-

Sequenz ermitteln (Abschnitt 4.2.2).

4.2.2 NMR-Interaktionsstudien von Par10 und AhpC

Titrationsexperimente in Verbindung mit der Loésungs-NMR-Spektroskopie sind besonders geeignet,
um Protein-Protein- oder Protein-Peptid-Interaktionen zu untersuchen. In *H"-""N-HSQC-Spektren
von uniform “N-markierten Proteinen kénnen die durch Protein-Ligand-Wechselwirkungen auftre-
tenden Signalveranderungen nachverfolgt und miteinander interagierende Proteinbereiche erkannt
werden (chemical shift mapping) [211].

1 1
Heteronukleare *HM-*°

N-HSQC-Titrationsexperimente mit N-wtPar10 und den unmarkierten
AhpC-Varianten 6xHis-tag-AhpC, AhpC_kurz sowie mit dem Peptid AhpC"™>*** (Ac-GLADRATFV-
VDPQGIIQA-NH,, bereitgestellt von Dr. Glnther Jahreis [MPF]) erlaubten es, die an der Protein-

115132

Protein-Wechselwirkung beteiligten *N-wtPar10-Aminosauren zu identifizieren. AhpC
sprach einem von drei durch MALESEVIC et al. [126] identifizierten AhpC-Segmenten, welches im
IANUS-Peptidassay direkt mit dem bis zu diesem Zeitpunkt vermuteten Substratbindungsbereich von

wtPar10 (Leu*-Phe®) interagierte. Aufgrund der vorhandenen Prolylbindung zwischen Asp® und
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Pro™*® wurde AhpC'>*** als potenzielles wtPar10-Substrat eingehender kernresonanzspektroskopisch

untersucht (Abschnitt 4.2.3).

A) s 8N (ppm) B) .
Val E Val molares Verh.
A \® E N\ AhpC/Par10
~ @ E 115 ANSAAAAN NS SAAAN \’/ \ \\"\/-/\,,4/\-"’\/\/\’\/\/\/\/\—/\/\ 3.0
@ 1s é_ P T oy O~ U MR Lty [ T T R R DU
Lys
Y @ — 1.0
- JL
0.1
@ 0.0
8 'H (ppm) 8,5 8,0 8,8 8,6 8,4 8,2 8,0 7,8 & 'H (ppm)

Abb. 4-3. Ausschnitt der "H"-*

N-HSQC-Spektren von N-wtPar10 und Valss-SignaIverfoIgung. A) Ausschnitt
der Uberlagerung der 1HN-lsN-HSQC-Spektren von N-wtPar10 vor (rote Hohenlinien) und nach Zugabe von
unmarkierter AhpC_kurz (blaue Hoéhenlinien). Verhéltnis 15N—tharlO:AhpC_kurz =2:1. Die beschrifteten
Signale zeigen Beispiele eines nicht verschobenen (Lysls), eines leicht verschobenen (Phesl) und eines stark ver-
schobenen "H"-"’N-wtPar10-Signals (Val®®) in Richtung des Pfeils. B) Val**-Signalverfolgung in der'H"-Dimension
wihrend der Titration von AhpC_kurz zu *N-markierten wtPar10. Mit Zunahme des molaren Verhiltnisses (0-
3,0) von AhpC zu 1>N-wtPar10 verschob und verbreiterte sich das VaI58-SignaI und gab somit einen Hinweis auf
die Bildung eines wtPar10-AhpC-Komplexes. Zur Linienverbreiterung kam es durch die langsamere BROWNsche
Molekularbewegung des neu gebildeten, gréReren wtPar10-AhpC-Komplexes. Bedingungen der 'HN-N-HSQC-
Titrationsexperimente: [15N-thar10] =0,5 mM, [AhpC_kurz] = 0 bis 1,5 mM in 10 mM KP;, 100 mM, 1 mM DTT,

5 % D,0 (v/v), an einem 500 MHz-Spektrometer bei 25 °C aufgenommen.

115-132 N_15

Die AhpC- beziehungsweise AhpC -Peptidzugabe fihrte zu Anderungen der 'H"->N-chemischen

Verschiebungen von Aminosduren im Bindungstaschenbereich von Parl0. Da sich die *HM-"N-
Kreuzsignale mit Zunahme des molaren Verhiltnisses von AhpC zu N-wtPar10 signifikant ver-
schoben und verbreiterten (Abb. 4-3), konnte in allen drei Experimenten von einer N-wtPar10-
AhpC-Komplexbildung ausgegangen werden. Die beobachteten Linienverbreiterungen kamen durch
die vergroRerte Korrelationszeit t. in Folge der langsameren BROwWNschen Molekularbewegung der
neu gebildeten, groReren Protein-Protein-Komplexe zustande. Dabei schien der Oligomerisierungs-
grad der AhpC-Varianten von untergeordneter Rolle, da die chemischen Verschiebungen der Amino-

saureseitenketten von “N-wtPar10 bei der Titration mit 6xHis-tag-AhpC, AhpC_kurz und AhpC'***32

weitgehend miteinander Ubereinstimmten (Abb. 4-4).

50



4 ERGEBNISSE

A)
0,04 -
- wtPar10 + 6xHis-tag-Ahpc
€
o 0,03 val®
2
3I
2
F'3: GIn®
08 His®*
he®
65 70 75 80 85 90
B)
0,04 -
- wtPar10 + Ahpc_kurz
58
g 0,03 - Val
& Met>’
2
wn
0,02 4
2
T
-
2] . ® G
< 0'01 1 His Leu n
Cys I
0,00 - P '
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Q)
0,04 + Met*’
115-132 e var*
- 53
—_ wtPar10 + AhpC Arg
g_u,oa
& G\VSD Phe®!
mZ Ala®
;' 0,02 49 Ins
Leu n 51
s B B - _H:g,, _____
w©w
< 0,01 r I
Gl
- I|||| A | ]].Plllvllpl “ liul
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 8 8 90
Aminosdurerest
D
) B1 (0F] (05 3 B2 Oy B3 Ba

Abb. 4-4. Anderung der 'H-°N chemischen Verschiebung der 15N-thar10-KreuzsignaIe nach AhpC-Zugabe.
Die kombinierte 'H"-"N- chemische Verschiebungsdanderung (Ad 1HN-ISN) der Amidprotonen des Peptid-
rickgrats von PN-wtPar10 ist gegen die entsprechende Aminosaurerestposition in wtParl0 aufgetragen.
Aminosdurereste, die mit der Katalyseaktivitdt (blaue Balken) oder der Substratbindung (rote Balken) in Ver-
bindung gebracht werden, sind im Dreibuchstabencode beschriftet. Prolinreste (P) besitzen keine Amid-
protonen (HN) und zeigen keine chemische Verschiebungsanderung. A) Verschiebungsanderung in Anwesenheit
von Vollldangen-6xHis-tag-AhpC. B) Verschiebungsanderung in Anwesenheit von verkiirzter AhpC_kurz. C) Ver-
schiebungsanderung in Anwesenheit des Peptides AhpCHs’m, welches der Sequenz der AhpC-Reste 115-132
entspricht. D) Abfolge der Sekundarstrukturelemente des wtPar10. Die jeweils untere gestrichelte Linie in A), B)
und C) zeigt die durchschnittliche chemische Verschiebungsanderung, die obere gestrichelte Linie den zwei-
fachen Durchschnittswert. Bedingungen der ‘HM-"’N-HSQC-Titrationsexperimente: [15N—thar10] =0,5mM,
[AhpC_kurz] = 0 bis 1,5 mM in 10 mM KP;, 100 mM, 1 mM DTT, 5 % D,0 (v/v), an einem 500 MHz-Spektrometer

bei 25 °C aufgenommen. Berechnung der kombinierten chemischen Verschiebung nach Gleichung (3-10).
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Da die *H"-"*N-Korrelationen von N-Par10 bekannt waren (BMRB-ID: 5225), war es moglich, die an
den Interaktionen beteiligten Aminosdurereste zu bestimmen (mit Ausnahme der Prolinreste, die
tiber keine Amidprotonen verfiigen). Hierbei wurde deutlich, dass alle drei AhpC-Varianten mit *N-
Parl0 stark wechselwirkten, da sich die 'H"->N chemischen Verschiebungen vieler Kreuzsignale
signifikant verandern.

AhpC**™? bewirkte die groRten kombinierten *H"-">N-Verschiebungen der °N-wtPar10-Amino-
saurereste (Abb. 4-4 C). Flr 6xHis-tag-AhpC und AhpC_kurz, deren Verschiebungsprofile sich stark
dhnelten (Abb. 4-4 A und B), wurden insgesamt kleinere ppm-Verschiebungen beobachtet. Die

NN-Werten > 0,03 ppm) respektive am schwachsten

Aminosaurereste, welche am starksten (A8 'H
(A8 *HY-""N < 0,005 ppm) mit den hinzu titrierten AhpC-Spezies wechselwirkten, stimmten in den drei
Profilen weitestgehend liberein. Dies betraf insbesondere die sehr stark verschobenen Signale von
Met>” und Val*®, zweier Aminosiureseitenketten, welche sich am Rand der hydrophoben Bindungs-
tasche von wtParl0 befinden. Die Mehrzahl der vom katalytischen Zentrum weit entfernten Parl10-
Aminosaurereste zeigten hingegen keine hervorzuhebenden chemischen Verschiebungsianderungen.
Widerspriichliche Resultate zeigten allerdings Cys* und Phe®!, welche groRere chemische Ver-

115-132

schiebungsdnderungen in Anwesenheit von AhpC aufwiesen, mit AhpC_kurz und 6xHis-tag-

AhpC aber nur mittlere oder sehr geringe Verschiebungsdnderungen zeigten.

0° 90° 180° 270°

AS'H™N(ppm) Pro 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04

Abb. 4-5. Visualisierung der Interaktionsbereiche von BN-wtPar10 nach Bindung von Ahpcus'm.

Die
Informationen aus den 1HN-15N-HSQC-Spektren wurden auf die wtParl0-Oberflache (ibertragen. Die ver-
schiedenen Farben reprasentieren die Starke der chemischen Verschiebungsianderungen in einer Skala von
0 bis 0,04 ppm. Die Einteilung erfolgte nach den in Abb. 4-4 C gezeigten Vektorbetrdagen. Prolinreste, welche
tiber keine Amidpotonen verfiigen und folglich keine Aussage liber chemische Verschiebungsanderungen zu-
lieRen, sind weill dargestellt. Das jeweils um 90° entlang einer gedachten x-Achse gedrehte Parvulinmolekiil
zeigt bei 0° den Blick in die putative Substratbindungstasche (schwarzes Oval), welche nach Drehungen um 90°
verdeckt ist (gestrichelte Linien). Es ist deutlich zu erkennen, dass es vor allem im Bereich der Substrat-
bindungstasche von wtParl0 zu Verschiebungen des Peptidriickgrats gekommen war und von der Bindungs-
tasche entferntere Bereiche kaum mit dem AhpCMS'm-Peptid interagierten (PDB-ID: 1JNT, Darstellung: PyMol
1.4.1).

14N 15
H"-

Die AhpC**™*-induzierten Anderungen der N-chemischen Verschiebungen innerhalb des

Proteinriickgrats von °N-wtPar10 sind in Abb. 4-5 veranschaulicht. Hierfiir wurden die absoluten

N_15

Anderungen der kombinierten 'H"-">N-Verschiebungen entsprechend ihres Betrages stufenweise
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eingeteilt und auf die wtPar10-Oberflache (PDB-ID: 1JNT) mittels einer Farbskala ibertragen. Aus der

15132 spezifische Wechselwirkungen mit der Substratbindungs-

Darstellung ist ersichtlich, dass AhpC
tasche von Par10 eingeht und die Ubrigen Molekilbereiche weniger stark beziehungsweise nicht mit
dem Peptid interagieren. Ahnliche Darstellungen ergaben sich auch fiir die 6xHis-tag-AhpC- und

AhpC_kurz-induzierten Verschiebungen, wenn auch in abgeschwachter Form.

4.2.3 Homonukleare 2D-NOESY-Experimente an AhpC****%

Nachdem eine Bindung zwischen wtParl0 und den jeweiligen AhpC-Varianten 6xHis-tag-AhpC,
AhpC_kurz und AhpC'*>**? angenommen werden konnte, sollten *H/*H-NOESY-Experimente klaren,
ob AhpC'>"* von wtPar10 als Substrat erkannt und umgesetzt wird. In Abwesenheit von wtPar10
war die Umwandlungsgeschwindigkeit der cis- und trans-Konformere der Prolylbindung zwischen
Asp*® und Pro** im AhpC*°>**%-peptid zu gering, um auf der NMR-Zeitskala aufgeldst zu werden. Dies
flihrte zu zwei getrennten Signalen im NOESY-Spektrum, welche von den beiden 3-Ringprotonen der

126

cis- und trans-Pro “>-Konformere stammten (Abb. 4-6 A).

B)

3
e TT 'H & (ppm)

115-132

Abb. 4-6. Ausschnitte der ‘H/'H 2D-NOESY-Spektren von AhpC . Beide Ausschnitte zeigen im Prolin-
bereich gespreizte 2D-NOESY-Spektren. Pfeile kennzeichnen die Verschiebungen der 51- und 82-Ringprotonen
von Pro™*® (H%, H® der trans-Form bei 3,86 und 3,82 ppm, der cis-Form bei 3,56 und 3,50 ppm). A) AhpC'*>***
in Abwesenheit von wtPar10. B) AhpCuS'132 in Anwesenheit von wtPar10. Die zusatzlichen NOESY-Kreuzpeaks
zwischen den 3-Ringprotonen von cis- und trans-Pro**° (kleine Kastchen) entstanden durch die von wtPar10
katalysierten cis>trans- und trans->cis-lsomerisierungen der AsplZS-Prom-Bindung. Bedingungen:
[AhpC™® ™ = 3 mM, [wtPar10] = 22 pM in 10 mM KP;, 100 mM KCl, 1 mM DTT, 5 % D,0 (v/v), Spektren iiber
drei Tage an einem 500 MHz-Spektrometer bei 25 °C aufgenommen. Abbildung verdndert nach [126].

126

Die zusatzlichen NOESY-Kreuzpeaks zwischen den 3-Ringprotonen von cis- und trans-Pro > (Kastchen

in Abb. 4-6 B) entstanden erst in Anwesenheit von wtParl0 durch Austauschsignale der &-Ring-
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protonen des Prolylringes wihrend der schnellen cis>trans und trans->cis Isomerisierung der Asp***-

126

Pro™*"-Bindung durch wtPar10. Die stark erhohte Umwandlungsgeschwindigkeit ermoglichte die Ver-

folgung der cis/trans-Isomerisierung der Prolylbindung in AhpC**™*? innerhalb der NMR-Zeitskala

115-132

und war ein eindeutiger Beleg fiir die Akzeptanz von AhpC als Substrat durch wtPar10.

4.2.4 *HN-">°N-HSQC-Spektren von N-Par10 C40A

Proteine mit einer gefalteten Raumstruktur besitzen charakteristische *H"-">N-HSQC-Spektren. Jeder
Aminosaurerest (mit Ausnahme von Pro) eines gefalteten Proteins sollte "H"-">N-Kreuzsignale liefern
und damit Riickschlisse auf den Faltungszustand eines Proteins zulassen.

Da Parl0 C40A keine enzymatische Aktivitdt fir das Standardsubstrat 2-Abz-AAPF-pNA im
Vergleich zur Wildtypform zeigte (gemessene Restaktivitdt von Parl0 C40A stammte moglicherweise
von kogereinigtem wtPar10), sollten 'H"-">N-2D-HSQC-Spektren der Einzelvariante aufgenommen
und mit vorhandenen Spektren von °N-wtPar10 verglichen werden, um mégliche Unterschiede im
Austauschverhalten einzelner Amidprotonen mit dem Losungsmittel identifizieren zu kénnen. °N-
Par10 C40A konnte wie im Abschnitt 4.1.1 beschrieben biosynthetisch hergestellt, gereinigt und fir
'HN-°N-HSQC-Messungen verwendet werden. Auf die Ermittlung einer dreidimensionalen NMR-
Losungsstruktur durch sequenzielle Zuordnung anhand von *C/*N-isotopenmarkierter Par10 C40A-
Molekiile und heteronuklearer Tripelresonanzspektren wurde im Rahmen diese Arbeit verzichtet.

In Abb. 4-7 sind die *H"-">N-HSQC-Spektren von *N-wtPar10 und *N-Par10 C40A gegeniiberge-
stellt. Beide Spektren waren hoch aufgel6st, da diese Uber einen groRen Spektralbereich verteilte
Signale aufwiesen, die das Vorhandensein von definierten Sekundar- und Tertidrstrukturen an-
zeigten. Zusammengeschobene, stark liberlagerte Signale im mittleren Spektralbereich, welche unge-
ordnete, zufillige Proteinfaltungen anzeigen, waren in schwacher Form nur fir das *N-Par10 C40A
auszumachen.

Die Anzahl der 'H"-"N-Kreuzsignale entsprach im Spektrum fiir °N-wtPar10 der Aminosaure-
anzahl in wtPar10 (abzlglich der Signale einiger Seitenketten, des N-Terminus und der Prolinreste).
Einige scheinbar fehlende Signale im Spektrum von °N-Par10 C40A (Abb. 4-7 B) waren entweder
stark verschoben oder befanden sich im Héhenlinienprofil unterhalb des fiir die Abb. 4-7 gewahlten
Bereichs. Die Signaldispersion im N-Par10 C40A-Spektrum entsprach der im “N-wtPar10-Spektrum.
Im Spektrum von °N-Par10 C40A verschobene und/oder linienverbreiterte Signale finden sich vor
allem im Strukturbereich des ausgetauschten Cysteins (AS: His*, ser®® 11e¥, Cys4°, Ser®, Gly43), sind
aber nicht ausschlieBlich auf diesen beschrankt (Phe®, Gly*?). Anhand dieses Austauschverhaltens
der Amidprotonen mit dem Lésungsmittel wurden lokale Veranderungen der Sekundarstruktur und

eine erhéhte Dynamik einzelner *’N-Par10 C40A-Sekundarstrukturen vermutet (Abschnitt 5.3.1.). Ins-
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gesamt ahnelten die Spektren von '°N-Parl0 C40A denen, wie man sie fir groRere Proteine

(~20 kDa) erwartet hitte.
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Abb. 4-7. Vergleich der 1H"'-“’N-HSQC-Spektren von “N-wtPar10 und “°N-Par10 C40A. A) Uniform PN-

markiertes °N-wtPar10 (BMRB-ID: 5225). B) Uniform °N-markiertes °N-Par10 C40A. Aminoséurereste, deren
Signale im °N-Par10 C40A-Spektrum stark verschoben oder linienverbreitert sind, sind mit roten Pfeilen ge-
kennzeichnet. Zur besseren Ubersichtlichkeit sind nur ausgewahlte Signale mit einem Dreibuchstabencode
gekennzeichnet. Von wenigen Ausnahmen abgesehen, konnte jedem Signal in B) der entsprechende Amino-
saurerest in A) zugeordnet werden. Bedingungen: [Par10] = 0,5 mM in 10 mM KP;, 100 mM KCI, 1 mM DTT,
5 % D,0 (v/v), Spektren an einem 500 MHz-Spektrometer bei 25 °C aufgenommen.

4.3 Synthese fluoreszenzmarkierter Par10-Varianten

Die fluoreszenzmarkierten Par10-Enzyme waren nicht direkt rekombinant herstellbar und sind tber
eine Semisynthesestrategie unter Verwendung von Peptidzwischenstufen und Segmentligationen
realisiert worden (Abb. 4-8). Die hierflr bendtigten Parl0-Segmente Parl0 1-35 und Parl0 1-67
wurden als Peptid-a-thioester rekombinant erzeugt und mit den chemisch synthetisierten, an den
Seitenkettenfunktionen ungeschiitzten Segmenten ligiert, welche die Fluoreszenzsonde Dap(Abz)
trugen. Fir Parl0-Varianten, die aus zwei einzelnen Segmenten hergestellt wurden, wurde die
Natlrlich Chemische Ligation verwendet, flr Parvuline, die aus drei Einzelsegmenten entstanden,
kam zusatzlich zur Natirlich Chemischen eine durch Trypsiligase katalysierte Enzymatische Ligation

hinzu (sequentielle Ligation).
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A)
Par10 H-1-67-MESNa" Par10 H-68-92-OH"
1-AKTAAALHIL VKEEKLALDL LEQIKNGADF GKLAKKHSIC 68-CPV LEPTGPLHTQ FGYHIIKVLY RN-92
PSGKRGGDLG EFRQGQMVPA FDKVVES-MESNa
Natiirlich Chemische Ligation
l—MESNa
Par10 H-1-92-OH" Ligationsprodukte:
1-AKTAAALHIL VKEEKLALDL LEQIKNGADF GKLAK-  fluoreszenzmarkierte
-KHSIC PSGKRGGDLG EFRQGQMVPA FDKVVES- Par10-Varianten
-CPV LEPTGPLHTQ FGYHIIKVLY RN-92 + Reinigung und
Rickfaltung
B)
Par10 H-36-67-MESNa Par10 H-68-92-OH

36-KHSIC PSGKRGGDLG EFRQGQMVPA FDKVVFS-MESNa 68-CPV LEPTGPLHTQ FGYHIIKVLY RN-92
Natiirlich Chemische Ligation

l—MESNa

*
Par10 H-36-92-OH orimére
36-KHSIC PSGKRGGDLG EFRQGQMVPA FDKVVFS- Ligationsprodukte
-CPV LEPTGPLHTQ FGYHIIKVLY RN-92 + Reinigung

Par10 H-1-35-SBn
1-AKTAAALHIL VKEEKLALDL LEQIKNGADF GKLAK-SBn _HSBn
| Enzymatische Ligation

v finale
Par10 H-1-92-OH" Ligationsprodukte:

1-AKTAAALHIL VKEEKLALDL LEQIKNGADF GKLAK-  fluoreszenzmarkierte
-KHSIC PSGKRGGDLG EFRQGQMVPA FDKVVFS- Parl0-Varianten

-CPV LEPTGPLHTQ FGYHIIKVLY RN-92 o7 Bl e
Rickfaltung

Abb. 4-8. Schemata der Semisynthesen zur Darstellung der fluoreszenzmarkierten Parvulin 10-Derivate.
A) Par10 Q80Dap(Abz)- und Parl0 F81Dap(Abz)-Synthese. B) Parl0 M57Dap(Abz)- und Parl0 V58Dap(Abz)-
Synthese. M, V, Q, F=gegen Dap(Abz) ausgetauschte Aminosdure, -MESNa = -ethansulfonsdurethioester
(Alkylthioester), -SBn = -thiobenzylester (Arylthioester), * =enthilt Fluoreszenzmarker, "= rekombinant
erzeugtes Parl0-Segment. Alle lbrigen Segmente wurden als N-Terminus und Seitenketten ungeschiitzte
Peptide bzw. Peptidthioester chemisch synthetisiert.

4.3.1 Synthese der Fluoreszenzsonde Dap(Abz)

Die Fluoreszenzsonde Dap(Abz) konnte aus kommerziell erhéltlichen Vorstufen als Fmoc-/Boc-ge-
schitzter Baustein Fmoc-L-Dap(Boc-Abz)-OH synthetisiert und mittels einer Kieselgelsdule gereinigt
werden (Abb. 4-9). Die Syntheseausbeute nach finaler Reinigung betrug 90 % und die Reinheit des
Endproduktes konnte mit 96 % (siehe HPLC-Chromatogramm in Abb. 4-9 B) angegeben werden. Bei
dem neben der Molekiilmasse des Produktes (Abb. 4-9 C, Signal 2 bei 545,7 [M+H]’) aufgetretenen
zweiten Signal handelt es sich um den Boc-Schutzgruppen-freien Fluoreszenzbaustein (Abb. 4-9 C,
Signal 1, gefunden 445,7 [M+H]’), welcher durch die benétigten Messbedingungen wihrend der

Probenanalyse (250 °C desolvation-Temperatur) entsteht. Durchgefiihrte Diinnschichtchromato-
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grafien (DC-Material: TLC silica gel 60, Merck, Laufmittelsystem: Essigsdureethylester/Methanol/
Essigsdure = 9:1:0,1, Detektion: 254 nm) zeigten wahrend der gesamten Synthese, Aufarbeitung und
Isolierung des Bausteins keine spontane Abspaltung der Boc-Schutzgruppe (nicht gezeigt).
Fmoc-L-Dap(Boc-Abz)-OH konnte erfolgreich als Aminosdurederivat neben den (brigen
Aminosaurebausteinen in den entsprechenden Kupplungsschritten der Festphasenpeptidsynthese

der Parvulinpeptide 4, 5, 7 und 8 eingesetzt werden (Abschnitt 4.3.2).
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Abb. 4-9.Synthese des Fluoreszenzsondenbausteins Fmoc-L-Dap(Boc-Abz)-OH. A) Syntheseschema zur
Darstellung von Fmoc-L-Dap(Boc-Abz)-OH (3) aus Fmoc-L-Dap-OH und dem zuvor mittels DIC aktivierten Boc-2-
Abz-OH (2). Der blau hinterlegte Strukturteil zeigt die Fluoreszenzsonde, wie sie nach der Integrierung in die
Par10-Sequenz und der Abspaltung der Fmoc- und Boc-Schutzgruppe vorliegt. B) HPLC-Chromatogramm des
gereinigten Syntheseproduktes Fmoc-L-Dap(Boc-Abz)-OH (1). C) ESI-Massenspektrum von Fmoc-L-Dap(Boc-
Abz)-OH mit den gefundenen Molekiilmassen 445,7 [M+H]" fiir Fmoc-L-Dap(Abz)-OH (Boc-Abspaltung aufgrund
der hohen desolvation-Temperatur, berechnet: 444,5 Da) und 545,7 [M+H]" fur Fmoc-L-Dap(Boc-Abz)-OH
(berechnet 544,6 Da). HPLC-Bedingungen: Cg-RP-Saule, linearer Gradient, 20-80 % ACN in ddH,0 (+0,1 % TFA) in
25 min. FUr Reaktionsbedingungen und verwendete Abkiirzungen siehe Abschnitt 3.4.3.

4.3.2 Synthese der Par10-Segmente

Par10 H-1-35-MESNa und Par10 H-1-67-MESNa
Die Parvulinsegmente Parl0 1-35 und Par10 1-67 konnten unter Verwendung des IMPACT-TWIN-
Inteinsystems (NEB) als Fusionsproteine Par-Mth-RIR 1-CBD in E. coli synthetisiert werden, die es
ermoglichten, sie in einem Schritt mittels einer Affinitdtschromatografie zu isolieren und sie als C-
terminale Peptidthioester zu erhalten. Vorversuche dienten der Ermittlung der optimalen Reini-
gungs- und Spaltbedingungen fir die Fusionsproteine (pH-Wert, pH-Sprung, Spaltdauer, Tempera-
tur), da die Aminosauresequenz, die Sequenzlange, die Ausbildung von Sekundarstrukturen und der
fiir die Fusionsspaltung zu verwendende Thioester groRen Einfluss auf die finalen Ausbeuten haben.
Nach Anpassung des Standardreinigungsprotokolls des Herstellers an die eigenen Anforderungen
konnten die Fusionsproteine aus den Rohextrakten isoliert, effizient gespalten und die Produkt-
hydrolyse in den folgenden Reinigungs- und Syntheseschritten minimiert werden.

Beide nach Zellaufschluss und Ultrazentrifugation in den Zellextrakten enthaltenen Intein-

Fusionsproteine banden jeweils spezifisch an das Chitin-funktionalisierte Sdulenmaterial. Die an-
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schlieBRenden Waschschritte mussten aufgrund der schwachen Chitin-CBD-Interaktion bei niedrigen
Temperaturen (10 °C) mild erfolgen (wenige Sdulenvolumen, geringe Flussrate und niedrige Salz-
konzentration). Als Folge lieRen sich nicht alle Fremdproteine entfernen. Die Isolierung der Segmente
bei einer Umgebungstemperatur von 10 °C minimierte allerdings die Spontanhydrolyse der Parl0-
Fusionsproteine und deren Elution als freie Carbonsauren. Initiiert wurde die Spaltung durch die
Zugabe des als Spaltreagenz fungierenden Natrium-fB-mercaptoethansulfonats (MESNa) und eine
simultane pH-Werterh6hung um zwei pH-Einheiten. Als Ergebnis eluierten die Parvulinsegmente als
C-terminale Peptidethansulfonsadurethioester Par10 H-1-35-MESNa und Par10 H-1-67-MESNa.

Nach der Konzentrierung der zusammengefassten Elutionsfraktionen diente im Anschluss die
Perfusionschromatografie als zweiter Reinigungsschritt dazu, noch vorhandene Fremdproteine abzu-
trennen, die Proben zu entsalzen und den pH-Wert des Puffers zu senken. Nach der Perfusions-
chromatografie war ein deutlicher Reinigungseffekt erkennbar. Neben noch vorhandenen Fremd-
proteinen lieBen sich auch die durch Spontanhydrolyse entstandenen freien Carbonsduren von den
intakten Par10-Peptidthioestern abtrennen (massenspektrometrisch nachgewiesen, Daten nicht ge-
zeigt). Saubere Peptidthioesterfraktionen (Reinheit > 90 %) konnten zusammengefasst und gefrierge-
trocknet werden. Es schloss sich die Umesterung (Transthioesterifizierung) des Alkylthioesters
Par10 H-1-35-MESNa mit Benzylmercaptan zum entsprechenden Arylthioester Par10 H-1-35-SBn an.
Diese verlief quantitativ und ist in Abb. 4-10 A anhand zweier HPLC-Chromatogramme gezeigt. Der
Eduktpeak des Alkylthioesters eluierte bei 16,5 min (Peak 1, bzw. linke Schulter von Peak 2) und lag
unter dem Signal des Benzylmercaptans, welches sowohl bei 220 nm als auch bei 254 nm absorbiert.
Das ESI-Massenspektrum des Eduktes wies neben dem Signal fir Par10 H-1-35-MESNa (Abb. 4-10 B,
Peak 1, gefunden: 3886 [M+H]") ein weiteres, marginales Signal auf (Peak 2, gefunden: [3762 M+H]"),
welches dem unerwiinschten Hydrolyseprodukt P10 (1-35)-OH entsprach. Aufgrund der spateren
Retentionszeit des Arylthioesters Parl0 H-1-35-SBn (20,1 min) lie8 sich dieser nach 2 h vom Aus-
gangsester und vom Benzylmercaptan (17,3 min) abtrennen und ebenfalls massenspektrometrisch
nachweisen (Abb. 4-10 B, Peak 3. gefunden: 3869 [M+H]"). Es wurden final 0,5-0,75 mg gereinigtes
Par10 H-1-35-SBn beziehungsweise 1,5-2,0 mg Parl0 H-1-67-MESNa aus einem Liter Fllssigkultur
erhalten.

Par10 H-1-35-MESNa fungierte als Ausgangsester fir die Substratmimetikaherstellung® und lieR

sich als Trypsiligasesubstrat in der Enzymatischen Ligation erfolgreich einsetzen. Parl10 H-1-67-

® Bei so genannten inversen Estern (z. B. Peptidyl-4-guanidinophenylester oder Peptidyl-thiobenzylester fiir
Trypsin) ist die Substratspezifitdt in die Esterabgangsgruppe verlagert. In kinetisch kontrollierten Peptid-
synthesen kdnnen sie unter Abspaltung der Abgangsgruppe als Acyldonatoren fungieren (Ausbildung eines
Acyl-Enzym-Intermediats). Sie werden auch als Substratmimetika bezeichnet, da sie, wie im Falle des
Trypsins, die Arginylfunktion der natlirlichen Substrate ,nachahmen®.

58



4 ERGEBNISSE

MESNa konnte nach der Reinigung als N-terminales Teilstlick (Thioesterkomponente) fiir die

Natdrlich Chemische Ligation eingesetzt werden (Abschnitt 4.3.3).
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Abb. 4-10. HPLC-Chromatogramme und ESI-Massenspektren ausgewdhlter Par10-Segmente. A) Umesterung
von Par10 H-1-35-MESNa zum Substratmimetikum Par10 H-1-35-SBn (3) nach 0 und 2 h. Der Eduktpeak (1) liegt
unter dem Signal des Benzylmercaptans (2) und fihrt zur ,Schulterbildung”. B) ESI-Massenspektren des Edukt-
peaks (a) und des Produktpeaks (b) der Umesterung mit dem Edukt Parl0 H-1-35-MESNa (gefunden:
3886 [M+H]", berechnet: 3884,6 Da), dem Hydrolysenebenprodukt Par10 H-1-35-OH (gefunden: 3762 [M+H]",
berechnet 3761,4 Da) und dem Produkt Parl0 H-1-35-SBn (gefunden: 3869 [M+H]", berechnet: 3867,6 Da).
C) Par10 H-36-67-MESNa V58Dap(Abz) (1), Carboxykomponente fiir NCL mit nicht abtrennbaren Verunreini-
gungen. Gefunden: 3708 [M+H"], berechnet: 3707,3 Da. D) Par10 H-68-92-OH (2), Aminokomponente fiir NCL.
Gefunden: 2898 [M+H]’, berechnet: 2896,4 Da. E) Par10 H-36-92-OH V58Dap(Abz) (3), Ligationsprodukt der
NCL aus Parl0H-36-67-MESNa V58Dap(Abz) und Parl0OH-68-92-OH. Gefunden: 6464 [M+H]", be-
rechnet 6462,5 Da. NCL-Bedingungen: wie in Abb. 4-11 angegeben. HPLC-Bedingungen: Cs-RP-Saule und C;5-RP-
Saule (fur C), linearer Gradient 20-80 % ACN in ddH,0 (+0,1 % TFA) in 30 min.

Par10-Segmente der Festphasenpeptidsynthese
Alle in Tab. 4-1 aufgefiihrten mittleren (Peptide 3-5) und C-terminalen Parvulinsegmente (Peptide 6
bis 8) lieRen sich nach Standardprotokollen fir die Festphasenpeptidsynthese als Peptide mit freiem

C-Terminus oder als Peptidthioester synthetisieren (Abschnitt 3.4.3). Kontrollabspaltungen dienten
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der Uberpriifung des Synthesefortschritts und zeigten deutlich ineffizientere Kupplungsausbeuten
bei den mittleren Segmenten. So war fir die Herstellung dieser Parl0 H-36-67-thioester die Opti-
mierung der Synthesebedingungen notwendig. Beispielsweise wurde die Beladung des polymeren
Tragers mit dem ersten Aminosaurerest von 0,49 auf 0,3 mmol/g Harz verringert, die Kupplungs-
dauer der Aminosaurebausteine auf zweimal 60 min verlangert und ein Gemisch aus DMF/DCM/NMP

(1:1:1) mit 1 % Triton X-100 anstatt reinem DMF fiir die Wasch- und Kupplungsschritte verwendet.

Tab. 4-1. Synthetisierte Parl0-Peptide und Parl0-Peptidthioester. Die Peptidthioester 1 und 2 wurden
rekombinant, die Peptide bzw. Peptidthioester 3 bis 8 mittels Festphasenpeptidsynthese erzeugt. Die Posi-
tionen der eingefiihrten Fluoreszenzsonde sind durch einfache Unterstreichungen gekennzeichnet.

Parvulin 10 Segmente Peptidsequenzen Benennung
N-terminale Segmente’ Aminosdurereste 1-35 bzw. 1-67 Par10-Peptid
H-1-35-MESNa AKTAAALHILVKEEKLALDLLEQIKNGADFGKLAK 1
AKTAAALHILVKEEKLALDLLEQIKNGADFGKLAKKHSICPS
H-1-67-MESNa GKRGGDLGEFRQGQMVPAFDKVVFS 2
mittlere Segmente° Aminosaurereste 36-67 Par10-Peptid
H-36-67-MESNa KHSICPSGKRGGDLGEFRQGQMVPAFDKVVFS 3
H-36-67-MESNa M57Dap(Abz) KHSICPSGKRGGDLGEFRQGQDap(Abz)VPAFDKVVFS 4
H-36-67-MESNa V58Dap(Abz) KHSICPSGKRGGDLGEFRQGQMDap(Abz)PAFDKVVFS 5
C-terminale Segmente® Aminosaurereste 68-92 Par10-Peptid
H-68-92-OH CPVLEPTGPLHTQFGYHIIKVLYRN 6
H-68-92-OH Q80Dap(Abz) CPVLEPTGPLHTDap(Abz)FGYHIIKVLYRN 7
H-68-92-0OH F81Dap(Abz) CPVLEPTGPLHTQDap(Abz)GYHIIKVLYRN 8

Dap(Abz) = NP-2-Aminobenzoyl-2,3-diaminopropionsaure, " rekombinant erzeugt, € chemisch synthetisiert.

Reinheit und Ausbeute der einzelnen Parl0-Segmente waren unabhdngig vom Vorhandensein und
der Position der eingefiihrten Fluoreszenzsonde Dap(Abz). Nach der Synthese vorhandene Fehl- und
Rumpfsequenzen konnten durch zweimalige praparative Reinigung (RP-HPLC) aus den Rohprodukten
weitestgehend entfernt werden. Abb. 4-10 C und D zeigen beispielhaft die HPLC-Chromatogramme
mit entsprechenden Massenspektren fiir einen gereinigten fluoreszenzmarkierten Peptidthioester
(Par10 H-36-67-MESNa V58Dap(Abz)) und ein gereinigtes unmarkiertes Peptid (Par10 H-68-92-OH),
welche anschlieBend in einer Natirlich Chemischen Ligation miteinander kovalent verknipft wurden
(Abschnitt 4.3.3). In beiden HPLC-Profilen sind eindeutige Hauptprodukte bei Retentionszeiten von
18,4 min beziehungsweise 8,2 min zu erkennen. Einige Thioestersegmente zeigten Peakverbreiter-
ungen oder Schulterbildungen als Hinweise auf vorhandene Verunreinigungen oder Rumpfsequenzen
(Abb. 4-10 C). Diese konnten erst nach den erfolgten Ligationen aufgrund der Retentionszeitunter-
schiede zwischen den Edukten und dem Produkt entfernt werden (Abb. 4-10 E).

Fir die Peptidthioester (mittlere Segmente) wurden Rohausbeuten zwischen 23 und 28 % er-
reicht. Dies entsprach einer durchschnittlichen repetitiven Ausbeute von 95,8 % je Kupplungsschritt
(bei insgesamt 32 Kupplungen). Endausbeuten konnten aufgrund nicht abtrennbarer Verunreini-

gungen hierfiir nicht angegeben werden. Die Rohausbeuten fiir die C-terminalen Par10-Segmente
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(25mere) betrugen 37-41 % (durchschnittliche repetitive Ausbeute = 96,4 %). Die finalen Ausbeuten
nach Reinigung lagen zwischen 11 und 14 % und die Reinheit der I6slichen Peptide betrug zwischen

92 und 94 % (HPLC, 220 nm).

4.3.3 Ligation zu fluoreszenzmarkierten Par10-Varianten

Die Peptidthioester (Peptide 2 bis 5) dienten als Carboxykomponente und die C-terminalen Par10-
Segmente (Peptide 6 bis 8) als Aminokomponente in den Natirlich Chemischen Ligationen (Tab. 4-1
und Tab. A 2-1 im Anhang). Dabei war es moglich, die Peptide paarweise entsprechend ihrer Sequenz
und der Position der Fluoreszenzmarkierung miteinander unter Ausbildung einer Amidbindung in
hoher Ausbeute (>80 %) zu verknipfen. Abb. 4-11 zeigt anhand einer SDS-Tris/Tricine-Gelelektro-
phorese exemplarisch die Ligation von Parl0 H-1-67-MESNa mit Par10 H-68-92-OH Q80Dap(Abz).
Neben beiden Ausgangssegmenten (Bahn a und b) sind das Ligationsprodukt nach zweistiindiger
Reaktionszeit und das gereinigte Endprodukt (Bahn d), welches massenspektrometrisch nachge-
wiesen werden konnte (Abb. 4-11 B), gezeigt. Neben Par10 Q80Dap(Abz) und Par1l0 F81Dap(Abz)
waren auch die Ligationsprodukte Parl10 H-36-92-OH M57Dap(Abz) und Par10 H-36-92-OH
V58Dap(Abz) Gber NCL-Reaktionen zugdnglich und konnten nachfolgend fiir die enzymkatalysierte
Ligation eingesetzt werden. Die isolierten Ausbeuten der NCLs betrugen nach HPLC-Reinigung
zwischen 62 und 73 %.

Zusammen mit den mittels Festphasenpeptidsynthese generierten Peptiden und Peptidthio-
estern, welche in den zuvor ausgewdahlten Positionen Met®” und Val®® 2-Aminobenzoesiure als
Fluoreszenzsonde enthielten, ermdoglichten ELs mit Par10 H-1-35-SBn die Darstellung der Parl0-
Varianten Par10 M57Dap(Abz) und Par10 V58Dap(Abz). Abb. 4-11 C zeigt einen semipradparativen RP-
HPLC-Lauf nach erfolgter enzymkatalysierter Ligation von Parl0 H-1-35-SBn (Substratmimetikum)
und Par10 H-36-92-OH V58Dap(Abz) zu Parl0 V58 Dap(Abz). Aufgrund &dhnlicher Retentionszeiten
(23,5 und 24,4 min) lieRen sich Ligationsprodukt und hydrolysiertes Substratmimetikum nur unter
Ausbeuteverlusten und unvollstdndig voneinander trennen. Aus diesem Grund wird die ermittelte
maximale Ligationsausbeute von 40,5 % fir die EL selbstkritisch betrachtet. Gradientenanpassungen
der mobilen Phase und die Verwendung einer C,s-RP-Sdule als stationdre Phase fiihrten zu keiner
signifikanten Verbesserung der Trennleistung (nicht gezeigt). Das im dreifachen Uberschuss zum
Substratmimetikum eingesetzte und somit nicht vollstandig umsetzbare Nukleophil eluierte bei
17,3 min und lieB sich rickstandsfrei von der markierten Par10-Variante abtrennen. Die Abb. 4-11 D
zeigt das ESI-MS-Massenspektrum von Par10 V58Dap(Abz) mit einer Signalspitze bei 10207 Da, was
der um ein Proton erhéhten Molekiilmasse im Vergleich zum berechneten Wert von 10205,9 Da

entspricht.
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Abb. 4-11. Segmentkondensationsreaktionen zur Generierung fluoreszenzmarkierter Parl0-Varianten.
A) SDS-Tris/Tricine-PAGE der Naturlich Chemischen Ligation von Par10 H-68-92-OH Q80Dap(Abz) (1 in Bahn a)
und Par10 H-1-67-MESNa (2 in Bahnen b und c) zu Par10 Q80Dap(Abz) (3 in Bahnen c und d). GS = GroRen-
standard, a =Aminokomponente, b = Carboxykomponente, c= Reaktionsansatz nach 2 h. d = gereinigtes
Produkt. Bedingungen: [Segmente] =2 mM, 4 M GdmCI, 50 mM NaP; (pH 8), 1 mM TCEP, 1 % (v/v) Thiophenol,
25°C. B) ESI-Massenspektrum des isolierten Produktes Parl0 Q80Dap(Abz). Gefunden: 10180 [M+H]"
berechnet: 10177,9 Da. C) HPLC-Chromatogramm der Enzymatischen Ligation von Parl10 H-1-35-SBn und
Par10 H-36-92-OH V58Dap(Abz) (1) zu Par10 V58Dap(Abz) (2) mittels Trypsiligase nach 1 h. Peak 3 = Hydrolyse-
produkt Parl0 H-1-35-OH von Par10 H-1-35-SBn. Bedingungen: 1 mM Par10 H-1-35-SBn (Substratmimetikum),
3 mM Par10 H-36-92-OH (Nukleophil), 10 uM Trypsiligase, 100 mM HEPES (pH 7,8), 100 mM NaCl, 10 mM
CaCl,, und 20 uM ZnCl,, 25°C, 1h. D) ESI-Massenspektrum des isolierten Produktes Parl0 V58Dap(Abz).
Gefunden: 10207 [M+H]", berechnet: 10205,9 Da. HPLC-Bedingungen: Cg-RP-Sdule, linearer Gradient 25-
75 % ACN in ddH,0(+0,1 % TFA) in 30 min. Fir Ligationsbedingungen siehe Abschnitt 3.5.

Beide in Abb. 4-8 dargestellten Synthesestrategien waren erfolgreich und in jedem Fall wurden die
gewinschten Syntheseprodukte erhalten. Eine Spaltung der Edukte oder des Ligationsprodukts nach
der trypsiligasekatalysierten Reaktion war nicht festzustellen.

Die vollstandig synthetisierten und gereinigten fluorophoren Parl10-Varianten zeigten alle die
erwarteten Absorptions- und Emissionsspektren. Mit einem Maximum der Absorption bei 320 nm
und einem Maximum bei 420 nm im Emissionsspektrum (Abb. 4-19) entsprachen diese Spektren

denen der 2-Aminobenzoyl- enthaltenden Positivkontrolle 2-Abz-Ala-OH (Spektren nicht gezeigt).

4.4 Fern-UV CD-Spektroskopie zur Bestimmung des
Sekundarstrukturgehalts

Um Aussagen Uber die Sekundarstrukturanteile der untersuchten Proteine und Peptide und lber
mogliche strukturelle Veranderungen aufgrund der vorgenommenen Mutationen und eingefiihrten
Fluoreszenzmarkierungen treffen zu kénnen, wurde die Fern-UV CD-Spektroskopie als schnelle
Methode zur Konformationsanalyse von Proteinen und Peptiden genutzt [193]. Diese Methode kam
auch fur die Ermittlung geeigneter Pufferbedingungen fiir die NMR-Messungen zum Einsatz.

Die Peptidriickgratstruktur selbst wird als Chromophor genutzt, welcher innerhalb des Fern-UV-

Bereiches (170-250 nm) aufgrund seiner Chiralitdt rechts- und linkszirkular polarisiertes Licht unter-
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schiedlich stark absorbiert. Extrema um 190 nm und 207 nm (beides n->n*-Uberginge der Peptid-
bindung) und um 220 nm (n->n*-Ubergang der Peptidbindung) sind Kennzeichen fiir Giberwiegend
helikale Proteinstrukturen und waren damit besonders geeignet, um mogliche Konformations-
anderungen durch die vorgenommenen Mutationen, Proteinverkiirzungen und -modifizierungen zu
verfolgen.

Die Auswertung gemessener CD-Spektren erfolgte durch den Vergleich mit Standardspektren
bekannter Konformation und dem Programm CDNN [195]. Um die Vergleichbarkeit der einzelnen
Spektren zu gewahrleisten, wurden die urspringlichen Messsignale der Einheit mdeg in die mittlere

Elliptizitat pro Aminoséurerest in Grad-cm?-dmol ™ umgerechnet (Gleichung (3-4)).

wtParl10, Par10 C40A, Par10 C68A
wtParl0 und Parl0 C68A zeigten nahezu identische CD-Spektren und damit (bereinstimmende
relative prozentuale Sekundarstrukturanteile (Abb. 4-12 A und Tab. 4-2). Beide Spektren besallen ein
absolutes Maximum bei 195 nm und ein absolutes Miniumum bei 222 nm sowie ein schwacheres
Minimum bei 207 nm als Ergebnis der Uberlagerung der beiden Grundformen fiir reine a-helikale
und B-Faltblattstrukturen. Die zusatzlich vorhandenen ungeordneten Strukturen in beiden Parvulin-
varianten bewirkten eine Verminderung der absoluten Signalhthe.

Die Auswertung des Fern-UV-CD-Spektrums der Mutante Par10 C40A ergab einen geringeren a-
Helixanteil bei gleichzeitiger Zunahme an B-Faltblatt- und Knaduelstrukturen verglichen mit der Wild-
typform und der Parl0 C68A-Variante. Im Spektrum waren diese Veranderungen durch ein

geringeres CD-Messsignal bei 195 nm und ein 6rtliches Minimum bei 207 nm zu erkennen.

Par10 1-67, Par10 68-92 und unligierte Par10 1-67-/Par10 68-92-Segmente
Die CD-Spektren des rekombinant erzeugten Parl0 1-67-Segments und des durch die Festphasen-
peptidsynthese hergestellten Parl0 68-92-Segments ahnelten stark Spektren von Peptiden, die keine
definierten Sekundarstrukturen aufweisen (Abb. 4-12 B) [212, 213]. Die Spektren wiesen zwar starke
negative Signale zwischen 202 und 206 nm auf, lieBen aber eine fiir vollstdndig ungeordnete
Strukturen leicht positive Elliptizitat bei 220 nm vermissen, wie sie fiir Spektren von Modellpeptiden
erhalten werden. Die Auswertung der experimentellen Spektren mittels der CDNN-Software ergab
neben der Dominanz ungeordneter Strukturen einen stark erhéhten B-Faltblattanteil relativ zum a-
helikalen Anteil (Tab. 4-2).

Beide nicht kovalent miteinander verbundenen Segmente zeigten bei daquimolaren Konzentra-
tionen auch nach langerer Rekonstruktionszeit keine Bildung von nativ-dhnlichen Sekundarstruk-
turen. Das entsprechende Spektrum glich stark dem des Einzelsegments Parl10 1-67. Zum Vergleich

fiir Spektren ungeordneter Parvulinstrukturen diente ein bei niedrigem pH-Wert (pH 2,5) (teil)ent-
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faltetes Parvulin. Hohe lonenstdrken und niedrigere pH-Werte fiihren zum Verlust stabilisierender

ionischer Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb von Proteinen.

10000 A
15000 - ——— wtPar10 Par10 (1-67)
Parl0 C68A Parl0 (68-92)
L] 10000 4 Parl0 C40A e 5000 A Par10(1-67) + Par10 (68-92)
° ° wtParl0 (entfaltet)
£ £
- ° 0
~ 5000 - ~
£ £
o o
2 5 -5000 -
S 0 - ©
[ o
= °
= = -10000 1
<. 5000 1 =)
-15000 -
-10000 1
190 200 210 220 230 240 250 190 200 210 220 230 240 250
A (nm) A (nm)
15000 — wtParl0 —— wtParl0
—— wtPar10 (NCL) 15000 4 Par10 M57Dap(Abz)
T 10000 | wipar10 (NCL+EL) - Par10 V58Dap(Abz)
g g 10000 + Par10 Q80Dap(Abz)
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o~ 5 1 o~
5000 +
5 5
g 07 g 0 A
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Abb. 4-12. Vergleich der Fern-UV CD-Spektren der Par10-Varianten und ausgewahlter Par10-Segmente. A)-D)
CD-Spektren von miteinander verglichenen Proteinen (Legenden in den einzelnen Teilabbildungen A-D). Das
wiederholt gezeigte CD-Spektrum von wtParl10 dient zur besseren Vergleichbarkeit mit den Par10-Varianten.
Alle Spektren wurden auf die mittlere Elliptizitdit pro Aminosaurerest ([0]) in Grad-cm®-dmol™ normiert.
Bedingungen fiir A-D: Jasco J-810 CD-Spectropolarimeter, [Protein] bzw. [Peptid] =3-10 uM in 5 mM KP;-
Puffers (pH 7,25), 20 °C, 190-250 nm, 1 mm Quarzkivette, 30 Spektren akkumuliert, Bandenweite 1 nm, Scan-
geschwindigkeit 50 nm-min~" Antwortzeit 1 s, Nullspektren abgezogen.

Rekonstruierte Wildtyp-Parvuline

Um den Einfluss der durchgefiihrten NCL und der kombinierten NCL/EL auf die Sekundarstruktur-
ausbildung unabhangig von den eingefiihrten Fluoreszenzsonden beurteilen zu kdénnen, wurde
unmarkiertes Parl0 nach den in Abb. 4-8 gezeigten Schemata hergestellt (nicht-markierte Parvulin-
spezies aus zwei Segmenten bzw. aus drei Segmenten) und die erhaltenen CD-Spektren mit den
entsprechenden Spektren der Dap(Abz)-modifizierten Varianten verglichen (Abb. 4-12 C). Die
Spektren der ligierten wt-Varianten zeigten einen veranderten Kurvenverlauf mit ausgepragteren
Minima bei 207 und 220 nm im Vergleich zur rekombinanten Wildtypform (mit deutlicheren Ab-
weichungen fiir das aus drei Segmenten hergestellte Parvulin). Bei beiden ,zusammengesetzten”

Varianten verschoben sich die Spektren hin zu gréReren Anteilen an a-helikalen und ungeordneten

64



4 ERGEBNISSE

Strukturen, was am Auftreten der fir a-helikale Strukturen charakteristischen Minima bei
207 beziehungsweise 209 nm und 220 nm zu erkennen war. Beim wtParl0, welches durch zwei
Ligationen entstanden ist, zeigte sich zusatzlich eine Verschiebung des absoluten Maximums von 196
nach 192 nm, was als ein weiteres Indiz fir einen hoheren o-Helixanteil gehalten wurde. Die
generelle Abnahme der Signalintensitat wurde als ein Hinweis auf vermehrte Zufallsknduelstrukturen
gedeutet.

Die durch das Programm CDNN (Version 2.1) ermittelten Sekundarstrukturanteile weichen teil-
weise deutlich von der eigenen Interpretation der CD-Spektren ab (Tab. 4-2 und Abschnitt 5.3.1). Als
Ursache wird ein zu geringer Datensatz (33 Modellpeptide/-proteine) vermutet, welches das

Progamm fiir die Dekonvolution von gemessenen CD-Spektren verwendet.

Tab. 4-2. Ermittelte Sekundarstrukturanteile verschiedener Parl0- und AhpC-Spezies. Die Anteile an a-
helikalen, B-Faltblatt und ungeordneten Strukturen wurden anhand der mittleren Elliptizitdt pro Aminosaure-
rest unter Verwendung des Programms CDNN errechnet. Die Spektrenaufnahme erfolgte bei 20 °C in einer
1 mm Quarzkiivette in 5 mM KP;-Puffer (pH 7,25). Die Protein- beziehungsweise Peptidkonzentrationen be-
trugen zwischen 3-10 pM.

Par10-Variante/ Sekundarstruktur
Par10-Segment' a-Helixstruktur B-Faltblattstruktur”  Zufallskniuelstruktur
wtPar10" 37,0% 31,7% 31,2 %
Par10 C68A’ 37,5% 31,7% 30,8 %
Par10 C40A’ 29,5% 35,1% 35,4 %
wtPar10 (entfaltet)’ 6,0 % 48,2 % 48,5 %
Par10 (1-67)" 21,6 % 432 % 42,8%
Par10 H-68-92-OH° 9,5% 49,2 % 41,0 %
Par10 (1-67)"+ Par10 H-68-92-OH° 16,8 % 44,4 % 39,5%
Par10 (NCL)™ 29,2 % 37,0% 33,2%
Par10 (NCL + EL)™° 20,1 % 49,4 % 31,1%
Par10 M57Dap(Abz)™* 25,6 % 39,3% 37,1%
Par10 V58Dap(Abz)™* 22,1 % 41,6 % 36,0 %
Par10 Q80Dap(Abz)™* 36,6 % 32,8% 31,2 %
Par10 F81Dap(Abz)™* 26,2 % 38,5 % 35,7 %
AhpC-Variante

6xHis-tag-AhpC’ 32,7 % 37,8 % 29,9 %
AhpC_kurz" 29,0 % 40,0 % 32,3%

'Die ungleiche Schreibweise der Parl0-Varianten bzw. Parl0-Segmente dient der Unterscheidung zwischen
rekombinant erzeugten Par10-Segmenten (z. B. Parl10 (1-67)) und chemisch synthetisierten Par10-Segmenten
(z. B. Par10 H-68-92-OH). Dap(Abz) = NP-2-Aminobenzoyl-2,3-diaminopropionsiure. " rekombinant erzeugt,
“ chemisch synthetisiert. ’Die vom CDNN-Programm angegebenen prozentualen Anteile fiir parallele und anti-
parallele B-Faltblattstrukturen sowie B-Faltblattschleifen wurden als B-Faltblattstruktur zusammengefasst.

Par10 M57Dap(Abz), Par10 V58Dap(Abz), Parl0 Q80Dap(Abz) und Par10 F81Dap(Abz)

Die Spektren der Parvulinvarianten, welche eine Fluoreszenzsonde enthielten, unterschieden sich in
manchen Bereichen erheblich von dem CD-Spektrum des wtPar10 (Abb. 4-12 D), dhnelten aber den
entsprechenden aus zwei beziehungsweise drei Teilsegmenten analog synthetisierten unmarkierten

Parl0-Varianten. Am auffalligsten waren die niedrigeren Signalintensitditen um 195 nm und eine
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ausgepragtere negative Elliptizitdt im Bereich um 205-208 nm. Damit scheint es in allen markierten
Parvulinspezies zu Sekundarstrukturdanderungen gekommen zu sein. Auch hier wurde die Signal-
intensitdtsabnahme auf eine Zunahme an ungeordneten und eine Abnahme an o~ und B-Faltblatt-

strukturen zuriickgefihrt.

6xHis-tag-AhpC und AhpC_kurz

Die gemessenen Fern-CD-Spektren der AhpC-Variante mit N-terminalem 6xHis-tag (6xHis-tag AhpC)
und der verkirzten AhpC-Variante (AhpC_kurz) zeigten beide die charakteristischen Merkmale tber-
wiegend aus a-helikalen und B-Faltblattstrukturen aufgebauter Proteine, welche nur einen geringen
Anteil an Schleifen- und Zufallsknauelstrukturen aufweisen (Abb. 4-13). So spiegelten die positiven
Signale bei 193 nm (6xHis-tag AhpC) und 194 nm (AhpC_kurz) und die insgesamt niedrige Signal-
intensitat zwischen 210-228 nm fur beide Proteinvarianten die hohen a-Helixanteile wider und die

absoluten Minima bei 218 nm lieBen fiir beide Varianten hohe B-Faltblattstrukturen vermuten.

Abb. 4-13. Vergleich der Fern-UV CD-Spektren von

30000 6xHis-tag-AhpC und AhpC_kurz. CD-Spektrum der

_Z;i‘;*i“i""pc vollstandigen AhpC mit nicht-spaltbarem 6xHis-tag

20000

(Cyan) und CD-Spektrum der N-terminal (ohne 6xHis-
tag) und C-terminal verkirzten AhpC (Dunkelrot).
Beide Spektren wurden auf die mittlere Elliptizitat
pro Aminosaurerest ([0]) in Grad-cm®-dmol™ nor-
miert. Bedingungen: Jasco J-810 CD-Spectropolari-
meter, [AhpC] = 10 uM in 5 mM KP;-Puffers (pH 7,25),
20 °C, 190-250 nm, 1 mm Quarzkiivette, 30 Spektren

10000 4

[B]yrw (deg-cm®.dmol™)

-10000

190 200 210 220 230 240 250

A (nm) akkumuliert, Bandenweite 1 nm, Scangeschwindig-
keit 50 nm-min”" Antwortzeit 1s, Nullspektren
abgezogen.

4.5 Proteolytische Stabilitat der Parvulinvarianten
gegenuber Trypsin

Zusammen mit den aufgenommenen CD-Spektren lieRen die zeitabhadngigen tryptischen Proteolysen
der Par10-Varianten Riickschlisse auf die strukturellen Effekte der ortsgerichteten Mutagenesen zu.
wtPar10, Par10 C40A und Parl10 C68A enthielten jeweils alle dreizehn potenzielle Trypsinspaltstellen
(je Parvulinsequenz 10 Lysin- und 3 Argininseitenketten). Die Aminosdureaustausche C40A und C68A
flihrten zu keiner Verdnderung der Anzahl an theoretischen Spaltstellen. Beide Parvulinvarianten
zeigten eine erhohte Empfindlichkeit gegenliber der limitierten Proteolyse verglichen mit wtPar10
(erkennbar an der schnelleren Peakflachenabnahme im jeweiligen HPLC-Elutionsprofil, nicht gezeigt),
aber eine deutlich langsameren proteolytischen Abbau als das zuvor hitzedenaturierte wtPar (Abb.

4-14). Parl0 C40A wurde allerdings doppelt so schnell durch Trypsin abgebaut wie die C68A-
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Variante. Man kann daraus ableiten, dass der Austausch des Cys*® gegen einen Alaninrest einen

groReren Einfluss auf die Gesamtraumstruktur ausiibt als ein analoger Austausch des Cys®.

tParl0
:arf(;cﬁgA Abb. 4-14. Untersuchung zur Stabilitdt der Parvulin-

Z:fﬂt‘zcjf’é o varianten mittels limitierter Proteolyse. Der proteo-

lytische Abbau wurde mittels HPLC-Analyse bei einer
Wellenlange von 280 nm verfolgt, indem die relative
Abnahme der intakten Parvulinspezies (iber die

100

4 2 > @

80 A

60 A

Peakfldache des intakten Par10 (%)

40 v
\ entsprechende Peakflache im HPLC-Chromatogramm
20 1 \ quantifiziert wurde. Kurven stellen Trendlinien zu
v v v - - den experimentellen Daten (Symbole) dar. Bedin-

gungen: [Trypsin] = 0,03 mg-ml_l, [Parl0] = 250 uM,
[Benzoesadure] = 2 uM (interner Standard) in 100 mM
Tris (pH 8,45), 50 mM NaCl, 1 mM CaCl,, 30°C,
detektiert bei 280 nm.

T T T T
4] 60 120 180 240 300 360
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4.6 Experimentell bestimmte Enzymaktivitaten

4.6.1 Spezifitatskonstanten der Par10-Varianten und ausgewahlter
Parl10-Segmente

Fiir die Ermittlung der katalytischen Effizienz der verschiedenen Parl0-Varianten wurden die
Spezifitdtskonstanten ki'Ky ' in M™s™" als Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung bestimmt
und miteinander verglichen. Dabei kam ein proteasefreier PPlase-Aktivitatstest zum Einsatz, da
dieser gegeniliber einem proteasegekoppelten Test mehrere Vorteile aufweist (hdherer cis-Peptid-
anteil zu Reaktionsbeginn, glinstigeres Signal-Rausch-Verhaltnis, keine Proteolyse von Substrat oder
Enzym) [214, 215]. Die Spezifitdtskonstante kiae-Kn " fiir das Standardsubstrat 2-Abz-AAPF-pNA bei pH
7,8 und 10 °C wurde durch eine exponentielle Glattung erster Ordnung der primaren Verlaufskurven
(Fluoreszenzsignal bei 420 nm aufgetragen gegen die Zeit, Abb. 4-15 A) und die lineare Anpassung
der Abhangigkeit von kg, von der PPlase-Konzentration (Sekundarauftragung, Abb. 4-15 B) bei
konstanter Substratkonzentration bestimmt. Zur Ubersichtlicheren Darstellung sind die relativen
Spezifitatskonstanten in Abb. 4-16 in Prozent aufgetragen. Die Absolutwerte fir KKt in M71s™t
sind im Anhang in Tab. A 3-1 aufgefiihrt.

Das Substrat 2-Abz-AAPF-pNA wurde durch wtParl10 am effizientesten umgesetzt. Die ermittelte
Spezifitatskonstante von Kiae-Kn - = 9,9%10° + 2,6x10° M s stimmte mit der zuvor mit einem prote-
asegekoppelten PPlase-Test gemessenen Konstante von 6,8x10° M™"-s™ angenahert tiberein [26]. Die
C68A-Mutante (96 % der Wildtypaktivitat) war anndhernd so effizient wie wtParl0 mit einer Spezifi-

tatskonstante von ki -Ky ' =9,5x10° + 4,1x10° M™*-s™%. Par10 C40A war nahezu katalytisch inaktiv
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(koK = 5,0x10* + 5,0x10° M™*-s™") mit nur noch 0,5+0,01% der katalytischen Effizienz von

wtPar10.
®  wtParl0
4 ParlDCe3A 4
=) 0,06 4 W ParlO C40A
<
E .
5] -
5 <
c n
] — 0nM wtPar 10 -g
§ 200 - —— 1nM wtPar10 =
g —— 2nM wtParl0
™ 3 nM wtParl0
100 1 4 nM wiPar10
200 400 600 800
[PPlase] (nM)
0 T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Zeit (s) [PPlase] (nM)

Abb. 4-15. Proteasefreie PPlase-Aktivitédtstests. A) Verlaufskurven der cis/trans-Isomerisierung des Substrates
2-Abz-AAPF-pNA (c =25 puM) ohne wtParl0 und in Anwesenheit verschiedener wtParl10-Konzentrationen in
35 mM HEPES (pH 7,8) mit 1 mM DTT bei 10 °C, Aa, =320 nm, Agn =420 nm. B) Abhéngikeit der Geschwin-
digkeitskonstanten k., von der Parvulinkonzentration. Aus den jeweiligen Anstiegen ergaben sich die
Spezifitatskonstanten Kiat-Kn (Abb. 4-16 und Tab. A 3-1). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung
zweier unabhéangiger Aktivitdtsmessungen an. Bedingungen fir Enzymtest: wie in Abschnitt 3.7.1 angegeben.

wtPar10 100,0+2,63 % ]
wtParl10 (aus zwei Segmenten) 49,5+2,32% H
wtParl10 (aus drei Segmenten) 8,3+0,33% H
Par10 C40A 0,5+0,01% 1
Par10 C68A 96,0+ 4,14 % H
Par10 M57Dap(Abz) -
Par10 V58Dap(Abz) -
Par10 Q80Dap(Abz) 56,6 +1,72 % ]
Par10 F81Dap(Abz) 0,4 +0,09 % i
1-35" -
36-67° 0,04+0,02% +FH——
68-92° i 0,010,002 %
1-67" 0,05+0,01% H
36-92° -
1-35" + 36-92° -
1-67" + 68-92° 1,00 £ 0,05 % H
36-67° + 68-92° 0,02 £ 0,003 % H
1-35" + 36-67° + 68-92° -

0,001 0,01 0,1 1 10 100

relative Spezifititskonstante Kia:'Kn™* (%)

Abb. 4-16. Ubersicht iiber die relativen Spezifititskonstanten kkat-KM'l. Fur die relativen Spezifitdtskonstanten
in Prozent wurde die Spezifitdtskonstante von wtParl0 (Wildtypaktivitdt) 100 % gesetzt und alle Gbrigen
Angaben darauf bezogen. Fur Parvulinvarianten oder Parl0-Segmente ohne Prozentangabe (-) war keine
Aktivitat nachweisbar. Die absoluten Spezifitatskonstanten in M5 sind im Anhang in Tab. A 3-1 aufgefihrt.
Fehlerprozentangaben und Fehlerbalken entsprechen den Standardfehlern der Regressionsanalysen zur Ermitt-
lung der Spezifitaitskonstanten, welche anhand von mindestens sechs Datenpunkten ermittelt wurden.
"= rekombinant erhaltenes Par10-Segment, © = chemisch synthetisiertes Par10-Segment.
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Von den vier hergestellten fluoreszenzsondentragenden Parvulinvarianten zeigte nur Parl0
Q80Dap(Abz) mit einem ki Km -Verhaltnis von 5,6x10° + 1,7x10° M~ s™ eine katalytische Aktivitat
in der GroRRenordnung von wtPar10. Par10 F81Dap(Abz) wies eine 0,4%ige Restaktivitat zum wtParl10
auf und besaR damit die katalytische Effizienz der unmarkierten Parl0 C40A-Mutante. Fir die
Varianten, bei denen Met”’ beziehungsweise Val®® durch die Fluoreszenzsonde ausgetauscht wurde,

konnte keine PPlase-Aktivitat festgestellt werden.

4.6.2 AhpC-Aktivitatstest

Die fiir die NMR-Experimente verwendeten AhpC-Varianten wurden auf ihre Peroxidaseaktivitadt hin
Uberprift. Bei den verwendeten DTT-Oxidationstests (Abschnitt 3.7.2) war eine Steigerung des
Substratumsatzes in Abhangigkeit von der AhpC-Konzentration fiir alle getesteten AhpC-Varianten
nachweisbar. Eine Peroxidreduktion durch DTT als Reduktionsmittel erfolgte auch in Abwesenheit

von AhpC. Die zeitabhdngige Umsetzung von tBHP durch 6xHis-tag-AhpC ist in Abb. 4-17 beispielhaft

gezeigt.
A) B)
450 A e
041 T 400 | "
) 350 1
E 03 A [6xHis-tag-AhpC] E i |
E a 250 4
<E 0,2 1 3 200 - L4
F 1501 7
0,1 100 4 P
04
0,0 = —_— o
0 100 200 300 400 500 600 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Zeit (s) [6xHis-tag-AhpC] (uM)

Abb. 4-17. AhpC-Aktivitatstest. A) Verlaufskurven des DTT-Oxidationstests fir 6xHis-tag-AhpC mit dem
Substrat tert.-Butylhydroperoxid (tBHP) und dem Hilfssubstrat Dithiothreitol (DTT), dessen Oxidation bei
310 nm verfolgt werden konnte. Gezeigt sind die DTT-Oxidation in Abwesenheit von tBHP und 6xHis-tag-AhpC
(schwarze Kurve), die DTT-Oxidation durch das Substrat tBHP in Abwesenheit von 6xHis-tag-AhpC (blau) und
die DTT-Oxidation bei steigender 6xHis-tag-AhpC-Konzentration (2,5 uM [rot], 5 uM [griin], 10 uM [grau],
20 uM [tirkis], 50 uM [dunkelrot]) in Anwesenheit von tBHP. Messbedingungen: wie in Abschnitt 3.7.2
angegeben. B) DTT-Oxidationsrate (in uM-min") in Abhingigkeit von der 6xHis-tag-AhpC-Konzentration (in
KUM). Aufgetragene Punkte (tiirkis) entsprechen den Anstiegen der Verlaufskurven aus A) und gepunktete Kurve
zeigt die lineare Abhdngigkeit der DTT-Oxidation von der 6xHis-tag-AhpC-Konzentration (Anstieg= 7.54
0,36 uM-min_l). Bedingungen fiir Enzymtest: wie in Abschnitt 3.7.2 angegeben.

kiat- oder Ky-Werte konnten mit dem verwendeten Aktivititstest, welcher ohne AhpF und NADH+H"
durchgefihrt werden konnte, nicht ermittelt und somit nicht mit Literaturdaten verglichen werden.

Zum einen war die AhpC-Regenerierung durch DTT geschwindigkeitsbestimmend und nicht, wie flr
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eine nach einer MICHAELIS-MENTEN-Kinetik verlaufende Enzymreaktion gefordert, die Produktbildung.
Zum anderen erlaubte der apparative Aufbau des benutzten Spektrophotometers keine Messung

unter Sauerstoffausschluss.

4.7 pH-Aktivitatsprofil und pKs-Werte der Cys*°- und Cys®-
Seitenkette in Parvulin 10

pH-Aktivitatsprofil des wtPar10

Fiir das pH-Aktivitatsprofil wurden die kiaKm ™t -Werte Gber einen pH-Bereich von 2,6 bis 9,8
aufgetragen. Die logarithmische Auftragung log(kise-Kv ') gegen den pH, wie in Abb. 4-18 A darge-
stellt, wurde gegeniber der linearen bevorzugt, da der Anstieg des aufsteigenden Astes der Trend-
linie einen Hinweis auf die Anzahl der ionisierten Seitenkettengruppen geben kann, welche zur
beobachtbaren pH-Abhangigkeit beitragen. Der so ermittelte Anstieg = 1 deutet darauf hin, dass die
volle Aktivitat erreicht wird, wenn eine Seitenkettenfunktion deprotoniert ist [216]. Der in Abb.
4-18 A angegebene pKs-Wert von 5,48 + 0,07 ergibt sich aus dem Schnittpunkt der diagonalen und
horizontalen Geraden extrapoliert aus den beiden linearen Abschnitten der Kurve. Dieser pK-Wert
spiegelt moglicherweise auch den pKs-Wert einer einzelnen ionisierbaren Seitenkette in Par10 wider.
Die k.ps/pH-Auftragung der in Abb. 4-18 A dargestellten Daten zeigt eine einfach sigmoid verlaufende

Kurve mit ansteigender Aktivitat bei ansteigendem pH (nicht gezeigt).

pKs-Wertbestimmung der Sulfhydrylgruppe von Cys™ und Cys®

Die Deprotonierung der Sulfhydrylgruppe der Cysteinseitenkette mit ansteigendem pH-Wert konnte
fir alle Proben aufgrund der Differenz in der Absorption bei 240 nm zwischen dem dissozierten
Thiolatanion und der undissoziierten Thiolform verfolgt werden. Die entsprechenden Kurven waren
S-férmig mit einem Plateau im alkalischen Bereich (Abb. 4-18 D) und konnten nach der angegebenen
HENDERSON-HASSELBALCH-Gleichung (Gleichung (3-6)) gefittet werden. Unterschiede zwischen den
kiirzeren, aus Zufallsstrukturen bestehenden Parl10-Segmenten und den Vollldngen-Par10-Einzel-
mutanten mit definierten Sekundéarstruktuen waren erkennbar (Abb. 4-18 C und D). Die gefundenen
pKs-Werte fir die kurzen Par10-Segmente betrugen 8,08, 8,25 und 8,43 und stimmten damit nahezu
mit dem pKs-Wert von 8,55 + 0,03 bei 25 °C fiir das Pentapeptid AACAA iiberein [217]. Sowohl Cys*
als auch Cys® wiesen in den entsprechenden Varianten einen um mehr als drei pH-Einheiten
niedrigeren pKs-Wert verglichen mit dem pKs-Wert einer freien Cysteinseitenkette auf. Diese
Ergebnisse konnten durch Verwendung von DTNB zur Bestimmung der pKs-Werte von Cys* und Cys®®
fiir die Volllangen-Parvuline bestatigt werden (Abb. 4-18 B). Die Reaktionsgeschwindigkeiten fir die
Reaktion der Par10 C40A- und der Par10 C68A-Variante mit DTNB als ein MaRB fiir die Deprotonierung

der Cysteinseitenkette stieg mit steigendem pH-Wert an und erreichte ein Plateau oberhalb pH 7. Die
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Absenkung des pKs-Wertes von Cys®® war dabei nicht so deutlich wie bei der Ermittlung mittels der

spektroskopischen Detektion bei 240 nm. Die bestimmten pKs-Werte sind in Tab. 4-3 zusammen-

gefasst.
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Abb. 4-18. pH-Aktivitdtsprofil von wtParl0 und pKs-Werte der Sulfhydrylgruppen von Cys40 und Cysas.
A) Abhangigkeit der Spezifitatskonstante (koK ") von wtPar10 vom pH-Wert. Der Anstieg des aufsteigenden
Astes der Trendlinie der logarithmischen Auftragung betrug 1 und deutet damit auf eine monophasische
Abhangigkeit von kkat-KM_1 vom pH-Wert hin. Der ermittelte pK-Wert von 5,48 ergab sich aus dem Schnittpunkt
der beiden linearen Trendlinien. B) Abhangigkeit der beobachteten Reaktionsgeschwindigkeit des Umsatzes
von DTNB mit Cys40 in Par10 C68A und Cys68 in Par10 C40A mit den daraus ermittelten pKs-Werten fiir die
beiden Sulfhydrylgruppen. C) Anderung der Extiktionskoeffizienten der Sulfhydrylgruppen von Cys40 bzw. Cys68
bei 240 nm mit steigendem pH-Wert (Doppelbestimmungen). Nicht-lineare Regression erfolgte nach
HENDERSON-HASSELBALCH (Gleichung (3-6)), die Wendepunkte ergaben die angegebenen pKs-Werte. D) Absorp-
tionsanderung der Thiolatgruppe des Cys40 in unstrukturierten Par10-Peptiden bei 240 nm mit steigendem pH-
Wert. Nicht-lineare Regression erfolgte nach HENDERSON-HASSELBALCH (Gleichung (3-6)), die Wendepunkte er-
gaben die angegebenen pKs-Werte. Messbedingungen fiir A-D: siehe Abschnitte 3.6.7. und 3.7.1. Symbole
stellen experimentelle Daten dar, wahrend Kurven daran angepasste Trendlinien reprasentieren. Alle er-
mittelten pKs-Werte mit den Fehlerintervallen sind in Tab. 4-3 zusammengefasst.

Par10 C40A und Par10 C68A wichen in den Ag,40-Werten deutlich voneinander ab. So betrug Ag,, flr
Par10 C68A 3560 M~*-cm™ (Abb. 4-18 C). Fiir Par10 C40A wurde ein deutlich niedrigerer Wert von

1400 M tcm™ bestimmt, welcher im Gegensatz zur molaren Absorptionsdanderung Ag,,, von
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4000 M-cm™ fiir die vollstandige lonisierung einer Sulfhydrylgruppe, wie von DONOVAN et al. be-

schrieben [199], stand.

Tab. 4-3. pKs(SH)-Werte der Cysteinseitenkette in L-Cystein, Par10-Segmenten, Par10 C40A und Par10 C68A.
Angegebene Standardfehler oy fiir die pKs-Werte wurden aus den Regressionsgeraden der A, vs. pH-Auf-
tragungen erhalten.

Arithm. Mittel X aus

Par10 Segment/ . pKs 1t ox pKs 2  ox .
Par10 Mutante Cystein (Az40 nm-Methode) (DTNB-Methode) pSI: ;i:;: fr;ﬁ:r:;t
L-Cystein1 Cystein 8,26 £ 0,03 7,55+0,02 7,90+0,36
Dithiothreitol (DTT)* - 9,53 + 0,02 n. b. -

Par10 Ac-29-43-NH,’ Cys™ 8,25 + 0,04 n. b. -

Par10 Ac-29-48-NH,’ Cys™ 8,08 + 0,09 n. b. -

Par10 H-1-67-OH Cys™ 8,43 + 0,08 n. b. -

Par10 H-1-92-OH C68A Cys™ 5,37 + 0,09 5,62 +0,07 5,50 + 0,13
Par10 H-1-92-OH C40A Cys® 5,01 +0,09 5,87 +0,11 5,44 +0,43

'-Cystein und DTT dienten als Positivkontrollen. > Synthetisiert und gemessen von Dr. B. HARTRODT, Literatur-
werte: pKs(L-Cys-Seitenkette) = 8,33 [217]; pKs_1(DTT) = 9,2, pKs ,(DTT) = 10,1 [218]. n. b. = nicht bestimmt.

Flr das freie L-Cystein, das DTT (Positivkontrollen, nicht gezeigt) und die Par10-Segmente konnten
nur pKs-Werte aber keine egEg(pH)— oder Ag,p-Werte bestimmt werden. Aufgrund der nicht vor-
handenen aromatischen Aminosaureseitenketten (keine Absorption bei 280 nm) war in diesen Fallen

die Gleichung (3-5) zur Berechnung der Extinktionskoeffizienten nicht anwendbar.

4.8 Parl0-Ligand-Bindungsstudien

4.8.1 Fluoreszenzldschung der Parl0-Varianten durch kovalente
Bindung von 2-INPA

Die in Par10 eingebrachten fluorophoren 2-Aminobenzoylfunktionalititen (anstelle von Met>’, Val*®,
GIn®* bzw. Phe®') wurden dahin gehend untersucht, ob diese Fluorophor/Quencher-Paare bilden und
eine Fluoreszenzléschung der 2-Aminobenzoylfluoreszenz mit steigender Quencherkonzentration
stattfindet. Als ein kovalent an Cys*® bindender Quencher wurde 2-lod-N-(4-nitrophenyl)acetamid (2-
INPA) gewidhlt, welcher sich erfolgreich synthetisieren und fiir nachfolgende Modifizierungs-
reaktionen einsetzten lieR (Abb. 4-19 A-C). In einem Abstand kleiner 7 A quencht der im Molekiil ent-
haltene 4-Nitroanilidrest die Fluoreszenz des bei 320 nm angeregten und bei 420 nm lichtemittie-

renden 2-Aminobenzoylrestes [219].
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Abb. 4-19. Synthese und Verwendung des Quenchers 2-INPA. A) Syntheseschema zur Darstellung des
Quenchers 2-lod-N-(4-nitrophenyl)acetamid (2-INPA) (3) aus 4-Nitroanilin (1) und lodacetylchlorid (2).
Dunkelgrau hinterlegt ist die reaktive Cysteinseitenkette im Parl0 (4), welche mit dem sulfydrylreaktiven
Quencher unter Ausbildung einer Thioetherbindung reagiert. B) HPLC-Chromatogramm des gereinigten
Syntheseprodukts 2-INPA (1) und ESI-Massenspektrum von 2-INPA mit der gefundenen Molekilmasse
307 [M+H]", berechnet 306,1 Da. €) HPLC-Chromatogramm von Par10 Q80Dap(Abz) (1) nach der Modifizierung
mit dreifachem Uberschuss an 2-INPA und Molekilmasse vor ((a), gefunden: 10180 [M+H]’, berechnet:
10177,9 Da) und nach Modifizierung mit 3 Aq. 2-INPA ((b) einfach modifiziert, gefunden: 10360 [M+H]’,
berechnet: 10357,1Da und zweifach modifiziert, gefunden: 10538 [M+H]", berechnet: 10536,3 Da).
Reaktionsbedingungen: siehe Abschnitt 3.5.3 D) Absorptions- und Emissionsspektrum von Par10 Q80Dap(Abz).
Bedingungen: 25°C, Ax,=320nm (3 nm Spaltbreite), [Par] =20 uM (Absorptionsspektrum) bzw. 3 uM
(Emissionsspektrum), je fiinf Einzelspektren akkumuliert. Gerdte: Scinco UV/VIS S-3100 (Jasco) (250-400 nm)
bzw. Perkin Elmer LS 50B (330-550 nm). E) Fluoreszenzemissionsspektren von Par10 Q80Dap(Abz) (3 uM) in Ab-
(schwarz) und Anwesenheit (rot) verschiedener 2-lod-N-(4-nitrophenyl)acetamid-Konzentrationen ([2-INPA] =
0-80 uM) nach Fluoreszenzanregung bei 320 nm. Bedingungen: siehe Abschnitt 3.5.3 F) Abnahme der relativen
Fluoreszenzintensitdt der fluorophoren Parvulinvarianten bei 420 nm nach Anregung bei 320 nm mit zu-
nehmender 2-INPA-Konzentration; gemessen in 10 mM KP; (pH 7,25), 100 mM KCl bei 25 °C, Parvulin-
konzentration je 3 uM. Punkte reprdsentieren Einfachbestimmungen, Kurven entsprechen Trendlinien. HPLC-
Bedingungen: Cg-RP-Saule, linearer Gradient, 20-80 % ACN in H,0 (+0,1 % TFA) in 25 min.
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Massenspektrometrische Analysen gaben einen Hinweis auf eine deutlich héhere Reaktivitat der
Sulfhydrylgruppe von Cys® im Vergleich zu der des Cys®. So wurden bei dquimolaren Konzentra-
tionen von 2-INPA und wtPar10 beinahe ausschlieflich einfach modifizierte Par10-Spezies detektiert
und selbst ein dreifacher Uberschuss der Quencherkonzentration filhrte zu keiner vollstindigen
Modifizierung der beiden in Parl0 enthaltenen Cysteinseitenketten (Abb. 4-19 C). Parl0 C68A,
welches nur Cys® enthielt, lieR sich entsprechend den eingesetzten 2-INPA-Konzentrationen
quantitativ modifizieren. Cys® in Par10 C40A hingegen war nur mit einem funffachen Uberschuss
vollstandig kovalent zu modifizieren.

Eine Abnahme der Fluoreszenzintensitat durch die schrittweise Zugabe von 2-INPA konnte, wie
fiir Par10 Q80Dap(Abz) in Abb. 4-19 E und F gezeigt, fur alle fluorophoren Par10-Varianten detektiert
werden. Die schnellste Abnahme der 2-Aminobenzoylfluoreszenz war bei Par10 Q80Dap(Abz) zu be-
obachten. Die Fluoreszenzléschung der Varianten F81Dap(Abz), M57Dap(Abz) und V58Dap(Abz)
durch 2-INPA war weniger effektiv ( F). Die aus den Sattigungskurven (Abb. 4-19 F) abgeleiteten und
in Tab. 4-4 aufgelisteten Kp ,,,-Werte gaben einen Hinweis auf die nukleophilen Eigenschaften der
Cysteinseitenketten in den einzelnen fluoreszenzmarkierten Par10-Varianten (Abschnitt 5.2.4).

Eine STERN-VOLMER-Auftragungen ((Fo/F)— 1 versus [Q]) ergab eine Kombination aus dyna-
mischem und statischem Quenchen. Im Gegensatz dazu zeigte die Titration von 2-INPA zu 2-Abz-OH,
gemessen bei 10 °C und 25 °C, eine temperaturabhangige, diffusionskontrollierte dynamische Fluo-

reszenzléschung (nicht gezeigt).

4.8.2 Fluoreszenzléschung der Parl10-Varianten durch nicht-
kovalente Bindung von Suc-AAPF-pNA

Die Bindung und Umsetzung des Substrats Suc-AAPF-pNA wird unter anderem fir die Bestimmung
der Spezifititskonstanten ki-Km ™" von Parvulinen und anderen PPlasen genutzt [26]. Durch die
schrittweise Titration von Suc-AAPF-pNA zu den Par10-Varianten konnte eine Abnahme der relativen
Fluoreszenzintensitaten der vorgestellten Parl0-Varianten beobachtet werden. Die in Abb. 4-20 dar-
gestellten Ligandenbindungskurven zeigten alle ein Bindungssattigungsverhalten, welches sich nach
einem 1:1 Bindungsmodell anpassen lie und die Bestimmung von apparenten Dissoziations-
konstanten (Kp app) ermoglichte, welche in Tab. 4-4 zusammengefasst sind. Die Bindungssattigungs-
kurve von Suc-AAPFpNA und Parl0 M57Dap(Abz) zeigte den starksten Quencheffekt und hob sich
damit von den Ubrigen Parl0-Varianten ab. Dementsprechend war die Dissoziationskonstante dieser
Parvulinvariante niedriger als die der drei librigen Varianten, lag aber, wie fiir alle Varianten im zwei-

stelligen uM-Bereich.
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D-konfiguriertes D-Phe-pNA, welches keine Prolylbindung enthélt, wurde als ein fiir die Par10-Ligand-
Bindung ungeeignetes 2-Abz-OH-Fluoreszenz-loschendes Molekiil getestet. Die Titrationskurven von
D-Phe-pNA zeigten fir alle Parl0-Varianten einen wesentlich flacheren Kurvenverlauf und damit
einen deutlich geringeren Quencheffekt. Fir die Par10/p-Phe-pNA-Interaktionen lieRen sich keine
Kp_app-Werte bestimmen, da keine ausreichende Fluoreszenzldschung (relative Fluoreszenzintensitat

<10 %) gemessen werden konnte.

Tab. 4-4. Apparente Fluoreszenzloschungskonstanten fiir 2-INPA, Suc-AAPF-pNA und D-Phe-pNA. Angege-
bene Standardfehler oy fir die Kp ,,p-Werte wurden aus den Regressionsgeraden der relativen Fluores-
zenzintensitat vs. [Ligand]-Auftragungen erhalten. Fiir D-Phe-pNA lieR sich kein Kp ,p-Wert bestimmen, da
keine sattigende Fluoreszenzldschung erreicht wurde.

Par10-Variante bzw. Kp_app  Ox

2-Aminobenzoesaure 2-INPA Suc-AAPF-pNA D-Phe-pNA?
2-Abz-OH (1 pM)* 33,26 + 4,32 uyM n. b. n. b.
2-Abz-OH (2 pM)* 35,21+ 2,88 uM n. b. n. b.
Par10 M57Dap(Abz) 3,05 + 0,26 pM 33,73+ 4,64 pM -
Par10 V58Dap(Abz) 2,33+0,42 uM 56,29 + 12,68 UM -
Par10 Q80Dap(Abz) 0,73 £0,05 uM 63,25+ 4,32 uM -
Par10 F81Dap(Abz) 3,17 £ 0,20 uM 64,00 £ 3,87 uM -

! Negativkontrolle (unspezifische 2-Abz-OH/-pNA-Fluoreszenzl6schung). : Negativkontrolle (aufgrund der D-
Konfiguration und fehlender Prolylbindung, nur unspezifische Bindung an die Par10-Varianten maoglich). n. b. =
nicht bestimmt.

4.8.3 Kompensationsbindungsstudien an Parl10-Varianten

Da die Zugabe der AhpC-Peptide AhpC*® und AhpC**™*? zu den Par10-Varianten keine ausreichende

Veranderung der Fluoreszenzintensitaten bewirkte, wurden Kompensationsbindungsstudien mit Suc-

1-16

AAPF-pNA und den AhpC-Peptiden durchgefiihrt. Durch schrittweise Titration von AhpC

beziehungsweise AhpC'****

zu den Parl0/Suc-AAPF-pNA-Komplexen konnte die Zunahme der
relativen Fluoreszenzintensitat infolge der Verdrangung von Suc-AAPF-pNA aus dem Par10-Bindungs-

bereich beobachtet werden.
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Abb. 4-21. Kompetitive Verdrangungskurven. Zunahme der relativen Fluoreszenzintensitat der fluorophoren
Parvulinvarianten mit zunehmender Kompetitorkonzentration. Zu Beginn einer jeden Fluoreszenztitration war
die 2-Abz-Fluoreszenz der Parl0-Varianten durch Suc-AAPF-pNA auf 50 % gequencht (ermittelt aus den ent-
sprechenden Sattigungskurven (siehe Abb. 4-20). A) Verdrangung von Suc-AAPF-pNA aus den Parl10-Substrat-
Bindungsstellen durch AhpCllS'm. B) Verdrangung von Suc-AAPF-pNA aus den Parl10-Substrat-Bindungsstellen
durch AhpC'*®. Bedingungen: Gemessen in 10mM KP, (pH7,25), 100mM KCl bei 25°C, [Par]=
3 UM, A, =320 nm, Ag, =420 nm. Punkte reprasentieren experimentelle Einfachbestimmungen, Kurven ent-
sprechen Trendlinien, aus denen KCso-Werte abgeleitet wurden.

Bei allen Messungen ergaben sich einphasische Verdrangungskurven, welche KCsp-Werte als ein Mal3
fir die Affinitat von AhpC*™® und AhpC'*>** zu den einzelnen Par10-Varianten lieferten. Die anschlie-
Rend nach Gleichung (3-9) im Abschnitt 3.6.8 berechneten K ,p,-Werte fiir die Par10-AhpC/Peptid-
Komplexe entsprachen dabei den Kp.p, flr die Par10-Suc-AAPF-pNA-Komplexe in der Tab. 4-4. Mit
Ausnahme des Par10 V58Dap(Abz)/AhpC***-Komplexes zeigten alle tibrigen Par10/ Liganden-Paare

sehr dhnliche Werte fiir KCso und Ky 5, im einstelligen uM-Bereich.

115-132 1-16

Tab. 4-5. Beobachtete Fluoreszenzl6schungskonstanten fiir AhpC und AhpC . Angegebene Standard-
fehler oy fir die KCso-Werte wurden aus den Regressionsgeraden der relativen Fluoreszenzintensitdt vs.
[Ligand]-Auftragungen erhalten. K_,,, berechnete sich nach Gleichung (3-9) (Abschnitt 3.6.8).

Ahpc115-132
KC50 * 0%

AhpC™™
KC50 * o5

Par10-Variante

KK_app KK_app

Par10 M57Dap(Abz)
Par10 V58Dap(Abz)
Par10 Q80Dap(Abz)
Par10 F81Dap(Abz)

4,65+ 0,91 pM
5,15 + 0,62 pM
3,65+ 0,57 M
3,32+0,59 M

3,10+ 0,74 pM
3,43+ 0,87 M
2,43 £ 0,41 uM
2,21+ 0,41 uM

5,19 £ 1,15 pM
11,68 + 1,62 uM
3,87 £ 0,95 pM
2,80 £ 0,77 pM

3,46 £ 0,90 pM
7,79 £ 2,05 pM
2,58 £ 0,66 PM
1,86 + 0,52 uM

Der Einfluss von AhpC'™*® und AhpC™>*** auf die PPlase-Aktivitat von wtParl0 und der katalytisch
aktiven Parl0-Variante (Par10 Q80Dap(Abz)) ergab fir wtParl0 eine signifikante Abnahme der
Aktivitat im Fall des AhpC™>**-Peptids und eine nahezu unveridnderte Aktivitit in Anwesenheit von
AhpC*™® (Abb. 4-22). Die im Vergleich zum wtPar10 geringere PPlase-Aktivitit der Par10-Variante

wurde durch beide AhpC-Peptide um anndhernd den gleichen Betrag verringert. Ein deutlicheren
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Inhibierungseffekt durch AhpC™>™**? verglichen mit AhpC**®, wie er fir wtPar10 beobachtet wurde,

wurde fiir Par10 Q80Dap(Abz) nicht gefunden (Abschnitt 5.2.4).
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Abb. 4-22. Inhibierungsstudien. Inhibierung der
PPlase-Aktivitdit von  wtParl0 und Parl0
Q80Dap(Abz) durch die Peptide AhpC'™® (400 pM)
bzw. AhpCllS'132 (400 uM). Die beobachtete
wtPar10-Aktivitat (k.ps) wurde 100 % gesetzt und
alle Ubrigen bestimmten Aktivitdten darauf be-
zogen. Bedingungen: Gemessen in 35 mM HEPES
(pH 7,8) bei 10°C, [Par] =2 nM, [AhpC-Peptid]
= 400 uM, [Abz-AAPF-pNA] = 25 UM, Aa, = 320 nm,
Aem = 420 nm (siehe Abschnitt 3.7.1).
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5 Diskussion

5.1 Gewinnung der rekombinant erzeugten
Proteinvarianten und Peptid-a-thioester

5.1.1 Par10- und AhpC-Varianten

Fiir die Isolierung der untersuchten Parl0- und AhpC-Varianten kamen etablierte Reinigungs-
verfahren zur Anwendung (Abschnitt 3.4.1.). Die Parvulinvarianten lieBen sich aufgrund des im
Vergleich zu anderen E. coli-Proteinen hohen isoelektrischen Punktes mittels lonenaustausch-
chromatografie sehr gut reinigen. Alle AhpC-Proteine konnten als 6xHis-tag-Fusionsproteine an einer
Affinitatssdule mit immobilisierten Ni**-Kationen schnell und hochspezifisch gewonnen werden. Die
zwischen einzelnen Reinigungsschritten durchgefiihrten SDS-PAGE-Analysen zeigten keinen Abbau
der Proteine und RP-HPLC- und ESI-MS-Untersuchungen der endgereinigten Proteine wiesen Einzel-
peaks und die jeweils korrekten Molekulargewichte auf. Unter Verwendung eines M9-Minimal-
mediums anstelle des LB-Mediums (Abschnitt 4.1) war die Herstellung *C- und/oder *N-markierter
Par10- und AhpC-Proteinspezies fir die Aufnahme von NMR-Spektren ebenfalls erfolgreich.

Die Anreicherung von enzymatisch aktiven Par10- und AhpC-Spezies diirfte fiir eine Zelle grund-
satzlich Vorteile bieten. Parl0 beginstigt die Faltung naszierender Proteine in ihre native Raum-
struktur und AhpC schiitzt die Zellen vor Uberoxidationsschaden durch freie Radikale, Peroxide und
Peroxinitrite. Dies trifft auch zu, wenn die fiir die Regeneration des AhpR-Komplexes bendtigte
Untereinheit AhpF nicht Uberexprimiert wird. In diesem Fall kénnen weitere zelluldre Disulfid-
reduktasen (z. B. Thioredoxin) die AhpC reduzieren [112]. Dariiber hinaus erflllt die AhpC wichtige
Aufgaben in stress- und in nicht-stressinduzierten Signalwegen innerhalb von Zellen [220].

Die eingefiihrten Mutationen und Sequenzverkiirzungen zeigten mit Ausnahme der Variante
Parl10 C40A keinen Einfluss auf die erhaltenen Proteinmengen in mg-I™* Fliissigkultur. Die im Ver-
gleich zu wtParl0 und Parl0 C68A vierfach niedrigere Proteinmenge je Liter Bakterienkultur der
C40A-Mutante war bereits zuvor aus der Literatur bekannt [108] und konnte durch mehrmalige
Anzucht von par10 C40A-Gen exprimierenden E. coli-Zellen kompensiert werden. Es lielen sich so
alle bendtigten Peptide und Proteine in der erforderlichen Menge, in hohen Konzentrationen (1-
2 mM) und hoher Reinheit erhalten.

Vermutlich fiihrt die fehlende autokatalysierte Faltung der PPlase-inaktiven Par10 C40A-
Variante (Abschnitt 4.6.1) zu einer groRBeren Anzahl fehlerhaft gefalteter Molekile, welche durch

Proteasen abgebaut werden oder sich in inclusion bodies anreichern. Die Anreicherung der Par10-
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Einzelmutanten C40D und S42A in Einschlusskérpern wurde bereits zuvor in der Literatur be-
schrieben [108] und auf drastische Parvulinstrukturanderungen dieser Mutationsvarianten
zuriickgefiihrt. Im Vergleich zu dem Par10-Homologen Essl in S. cerevisiae ist Par10 fiir das Uber-
leben von E. coli nicht essentiell. Vermutlich Gibernehmen andere in E. coli vorhandene PPlasen die
Par10-Funktionen. Die fehlende Autokatalyse von Parl0 C40A kdnnen diese aber anscheinend nicht
kompensieren. Es lieRen sich mit der gewahlten Reinigungsstrategie dennoch I6sliche Par10 C40A-
Molekiile isolieren, deren Proteinstruktur in CD- und NMR-Experimenten nadher untersucht wurden

und auf eine zur wtPar10-Struktur dhnlichen Faltung hindeuteten (Abschnitt 5.3.1).

Der fir eine einfache Reinigung vorteilhafte Affinitatstag eines Fusionsproteins kann bei der Struktur-
aufklarung von Proteinen oder bei der Untersuchung von Protein-Ligand-/Protein-Protein-Inter-
aktionen oft hinderlich sein [221]. Deshalb ist der Einfluss des verwendeten 6xHis-tags auf die
Sekundarstruktur der AhpC untersucht worden (Abschnitt 4.4). Die Fern-UV CD-Spektren zeigten
einen erkennbaren Unterschied in der sekundaren Struktur von 6xHis-tag-tragenden und 6xHis-tag-
freien AhpC-Varianten. Aus diesem Grund sind NMR-Untersuchungen sowohl an 6xHis-tag-AhpC als
auch an AhpC_kurz durchgefiihrt worden. Ein Einfluss des 6xHis-tags auf die AhpC-Aktivitat war nicht
erkennbar (Daten nicht gezeigt). Ein direkter Vergleich der Enzymaktivitdten der eigenen AhpC-
Varianten mit weiteren Literaturdaten war nicht moglich, da diese Aktivitatsbestimmungen unter
Einbeziehung der zweiten Untereinheit des Alkylhydroperoxid-Reduktase-Komplexes, der AhpF und
einer NADH+H"-abhingigen Peroxidreduktion, erfolgten. Zusatzlich hdngt die AhpC-Aktivitit vom
verwendeten Elektronendonator ab (DTT bei eigenen Messungen) [222], dessen tatsadchliches Redox-
potential im selbst durchgefiihrten Enzymassay mit den zur Verfligung stehenden Mitteln nicht

bestimmt werden konnte.

5.1.2 Par10 H-1-35-MESNa und Par10 H-1-67-MESNa

Die Segmente, in die keine Fluoreszenzmarkierung eingebracht werden sollten (Par10 H-1-35-MESNa
und Par10 H-1-67-MESNa), konnten mit dem unter 3.4.2 beschriebenen INTEIN-System rekombinant
hergestellt werden. Die Spalteffizienz der Par10-(1-35)-Mth-RIR 1-CBD- und Par10-(1-67)-Mth-RIR 1-
CBD-Fusionsproteine hing bei der verwendeten Inteinmethode von den C-terminalen Aminosdure-
resten der Parl0-Peptidsequenz ab. Beide Par10-Aminosauresequenzen verfiigten weder tber einen
fiir die Inteinspaltung glnstigen Glycin- noch Alaninrest, wiesen aber auch keine , problematischen”
Aminosauren (Pro, Glu, Asp, His) am C-Terminus auf [174, 175]. Aus diesem Grund ist davon auszu-
gehen, dass die Thiol-induzierte Inteinspaltung ausschlieRlich nach der Immobilisierung der Fusions-

proteine an der Affinitatsmatrix erfolgte.
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Erste Reinigungsversuche der Parl10 H-1-35- und Parl0 H-1-67-Segmente als Thioester aus E. coli-
Extrakten flhrten aber zunachst zu sehr geringen Ausbeuten aufgrund einer vorzeitigen Intein-
spaltung der Fusionsproteine und damit zur Freisetzung der Parvulinsegmente als freie Carbon-
sauren. Belegt werden konnte dies mittels SDS-PAGE-Analytik und massenspektrometrischer
Methoden (Daten nicht gezeigt). Um die vorzeitige Inteinspaltung in E. coli zu verringern, wurde bei
der Zellanzucht eine Absenkung der Inkubationstemperatur von 37 °C auf 16 °C vorgenommen. Die
Spaltung der wahrend der Reinigung in-situ gebildeten Peptid-a-thioester wurde minimiert, indem
alle dem Zellaufschluss nachfolgenden Peptidreinigungsschritte bei 10 °C durchgefihrt wurden. Aller-
dings konnte bei dieser niedrigen Temperatur eine teilweise Abldsung noch intakter Fusionsproteine
von der Chitinmatrix nicht vermieden werden. Durch Ansduern der die Peptid-a-thioester ent-
haltenden Fraktionen nach der Elution von der Chitinsdule mit Essigsdure (pH-Wertsenkung von 8,5
auf 6,0) konnte der Anteil von Par10 H-1-35-OH und Par10 H-1-67-OH zugunsten der entsprechenden
MESNa-Thioester deutlich reduziert werden.

Generell hangen die Endausbeuten gereinigter Peptide unter Verwendung eines Intein-Systems
entscheidend von der GroRe des Zielpeptids ab [175]. Das benutzte Reinigungssystem wird laut
Angabe des Anbieters NEB Ublicherweise fiir 11 bis 124 kDa groRe Proteine verwendet. 80% der von
NEB getesteten prokaryotischen, in E. coli-Zellen synthetisierten Proteine konnten dabei mit Aus-
beuten zwischen 0,5 und 15 mg:I™* Flussigkultur gewonnen werden. Fiir kleine cyclische Peptide (9-
14 AS) werden Ausbeuten zwischen 0,05 und 1 mg:I" beschrieben [223], jedoch war hier die
Reinigung durch die gleichzeitige Verwendung einer N- und einer C-terminalen Chitinbindedomane
erleichtert. Fir ein weiteres lineares 26 AS-langes Oligopeptid wurde eine Ausbeute von 1,4 mg-1™
Kultur angegeben [224]. Allerdings handelte es sich hierbei um ein Peptid, welches mit einer freien C-
terminalen Carboxygruppe effizienter, weil nebenproduktfrei, isoliert werden konnte. Damit lag die
eigene Ausbeute von 0,5-0,75 mg reinem Par10 H-1-35-MESNa und 1,5-2 mg Par10 H-1-67-MESNa je
Liter FlUssigkultur im akzeptablen Bereich, bedenkt man, dass neben den Peptid-a-thioestern auch
stets die entsprechenden freien Carbonsauren gebildet werden.

Das Natriumsalz des 2-Mercaptoethansulfonats (MESNa) wurde gewahlt, da es sich, verglichen
mit Thiophenol (PhSH) oder Benzylmercaptan (BnSH), sehr gut in wassrigen Puffersystemen l6st, sich
in hohen Konzentrationen fiir die Inteinspaltung einsetzen ldsst und zu vergleichsweise stabilen
Thioestern fiihrt. Die reaktiveren aber instabileren Arylthioester Par10 H-1-35-SPh und Par10 H-1-67-
SPh, welche fir die Natirlich Chemischen Ligationen bendtigt wurden, wurden erst in situ gebildet

(Abschnitt 5.2.3).

Es bleibt festzustellen, dass das eingesetzte IMPACT-TWIN-System geeignet ist, beide Parl0-
Segmente als Peptid-a-thioester herzustellen und diese durch einen ersten Reinigungsschritt zu

isolieren.
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5.2 Fluoreszenzmarkierte Parl10-Varianten als zuktnftige
Untersuchungsobjekte

5.2.1 Festlegung der ausgetauschten Aminosauren und der
Positionen der Ligationsstellen

Durch Dap(Abz) ausgetauschte Par10-Aminosauren

Par10 besitzt keinen fiir Fluoreszenzstudien geeigneten internen Fluorophor in Form einer Trypto-
phanseitenkette oder eines fluorophoren Kofaktors wie NADH oder FAD. Die in Par10 vorhandenen
Tyrosin- und Phenylalaninreste sind als natiirliche Fluorophore ungeeignet, da in nativen Proteinen
die Tyrosinfluoreszenz stark gequencht ist und die Phenylalaninfluoreszenz eine zu geringe Quanten-
ausbeute aufweist [225]. Mit der Einfihrung einer 2-Aminobenzoesdurefunktionalitat als artifizielle
Fluoreszenzsonde konnte dieser Nachteil in einen Vorteil fir die Untersuchung von Parl0 umge-
wandelt werden. Da starke interne Quenchereignisse durch eigene Fluorophore ausgeschlossen
werden konnen, kann eine kinstliche Sonde in beliebigen Positionen innerhalb der Par10-Sequenz
eingefiihrt und beispielsweise flir FRET-Experimente genutzt werden.

Die Festphasenpeptidsynthese ermoglichte die selektive, regiospezifische Einfihrung der
Fluoreszenzmarkierung. Kommerziell angebotene Modifizierungsreagenzien zum Einfiihren von
biochemischen oder biophysikalischen Sonden, wie gemischte Disulfide, Maleimid- und lodacetamid-
derivate fur die Cysteinseitenkettenmodifizierung oder N-Hydroxysuccinimidester und lIso(thio)-
cyanate fir die Lysinseitenkettenmodifizierung, sind meist nur chemo- und nicht regioselektiv.

2-Aminobenzoesaure (2-Abz) ist eine seit langem in der Grundlagenforschung eingesetzte
Fluoreszenzsonde, welche kostengiinstig bezogen werden kann und nur eine geringe Toxizitat auf-
weist [219, 226, 227]. Aufgrund ihrer geringen MolekilgréRe (vergleicht man sie z. B. mit Alexa Fluor-
Farbstoffen) und ihrer sehr guten Quantenausbeute ist 2-Abz besonders geeignet, Proteine gezielt zu
markieren, ohne die native Proteinstruktur massiv zu storen [228]. Verglichen mit komplexeren
Fluorophoren (z. B. TAMRA, Alexa Fluor) stellen die niedrigere Anregungs- und Emissionswellenlange
von 2-Abz meist akzeptable Einschrankungen dar. Die in organischen Losungsmitteln gute Loslichkeit
von 2-Abz und Dap(Abz) war bei der Synthese fluoreszenzmarkierter Par10-Segmente und schlieRlich
der vollstindigen Parl0-Molekile ebenfalls von Vorteil. Durch die Einfiilhrung von Dap(Dansyl)
anstelle von Dap(Abz) konnte die prinzipielle Eignung der Fluoreszenzmarkierung anhand der in Vor-
arbeiten zu dieser Arbeit stattgefunden Par10 Q80Dap(Dansyl)- und Parl10 F81Dap(Dansyl)-Synthe-
sen gezeigt werden [229]. Somit lieBen sich auch fotostabilere Fluorophore verwenden, welche eine
noch héhere Quantenausbeute aufweisen und sich bei zusatzlichen Wellenlangen anregen lassen.

Die Auswahl der durch Dap(Abz) ausgetauschten Aminosduren innerhalb der Parl0-Sequenz

wurde nach vergleichenden Betrachtungen der Kristallstruktur des hPinl im Komplex mit dem ge-
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bundenen Dipeptid Ala-Pro [43] und der Losungsstruktur des Parl0 aus E. coli [97] getroffen, da die
Primarsequenzen- und die PPlase-Domanen von APinl und Parl0 eine hohe Sequenz- und Struktur-
homologie zeigen. Die ersetzten Aminosauren Met>’, Val*®, GIn® und Phe®! in Parl10 befinden sich
randstandig an einer hydrophoben Furche, welche als putative Substratbindungsstelle gilt [97]. Von
den ausgetauschten Aminosduren (alle unterschiedlichen Typs: schwefelhaltig (Met), klein, hydro-
phob (Val), polar (Gln), aromatisch, hydrophob (Phe)) wird nur Phe®! direkt mit der Substratbindung
in Verbindung gebracht, indem der Phenylring und der Prolylring eines Substrates moglicherweise
Uber stacking-Effekte (hydrophobe und CH-m-Interaktionen) miteinander wechselwirken [11, 230,
231]. Es wurde darauf geachtet, dass sich die ausgetauschten Aminosauren weder innerhalb von a-
helikalen noch B-Strangstrukturen befinden, sondern Bestandteile flexibler Schleifenregionen sind,
die dem Losungsmittel zuganglich sind. Damit sollte eine mdgliche Destabilisierung wichtiger Par10-
Sekundarstrukturelemente durch die Einflihrung der artifiziellen 2-Aminobenzoylgruppe verhindert

und die Interaktion mit Quenchermolekiilen in weiterfilhrenden Studien erméglicht werden.

Wahl der Ligationsstellen fiir die Segmentkondensationen

Neben den auszutauschenden Aminosduren wurden Ligationsstellen festgelegt, welche die Synthese
der fluoreszenzmarkierten Par10-Varianten durch den selektiven Einbau von Fmoc-L-Dap(Boc-Abz)-
OH wahrend der Festphasenpeptidsynthese zulassen sollten. Die Darstellung eines vollstandigen, aus
92 AS bestehenden, fluoreszenzmarkierten Parl0-Derivates durch eine einzige durchgangige Fest-
phasenpeptidsynthese wurde in der eigenen Arbeitsgruppe versucht, war aber mit den zur
Verfligung stehenden Mitteln nicht realisierbar. Die Knlipfung langerer Peptide geht stets mit der
Ausbildung von Fehl- und Rumpfsequenzen einher. Mit der wachsenden Polypeptidkette verlaufen
Bindungsknipfungen und Bindungsspaltungen zunehmend ineffizienter [177, 232]. Dies fuhrt zu
inakzeptablen Endausbeuten unter grofem Materialeinsatz. Auch wenn es in der Vergangenheit
gelang, Proteine mit mehr als 100 AS unter Verwendung der Festphasenpeptidsynthese herzustellen,
so variierten die Ausbeute und die Reinheit der Proteine zum Teil erheblich [233].

Die Synthese einzelner kirzerer Peptide und deren anschlieBende Verknipfung zum Gesamt-
protein erschien zielfihrender, wie die aus der Literatur bekannten Beispiele der Darstellung einer
humanen HIV-1 Protease (99 AS, [234]) und eines griin fluoreszierenden Proteins (GFP) aus Aequorea
victoria (238 AS, [235]) mittels Segmentkondensationsreaktionen erwarten lieRen. Das in Parl0
vorkommende Cys® bot die Moglichkeit, 32 (H-36-67-MESNa-Segmente) und 25 AS-lange Oligo-
peptide (H-68-92-OH-Segmente) an der festen Phase zu synthetisieren und durch Natirlich
Chemische Ligationen miteinander zu langeren Parl0-Segmenten (H-36-92-OH-Segmente) be-
ziehungsweise zu vollstandigen Parl0-Derivaten zu verbinden (siehe Abb. 4-8). Da NCL-Reaktionen
chemo- und regiospezifisch verlaufen, war das im Par10 H-1-67-MESNa vorhandene Cys* unproble-

matisch, da es keine neue irreversible Bindung bilden konnte [236]. Somit konnten fir die
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automatisierte Festphasenpeptidsynthese gut handhabbare Peptidlangen unter Verwendung von
kostengiinstigen Standardaminosdurederivaten und -kupplungsreagenzien fir die Fmoc/tButyl-
Schutzgruppentaktik verwendet werden.

wtPar10 bietet mit Cys* eine zweite Ligationsstelle fiir eine NCL (Verkntpfung von Par10 1-39-
MESNa mit Par10 40-67-OH). Fiir eine Ubertragung des in dieser Arbeit entwickelten Synthese-
konzeptes auf weitere, zukiinftige neue Proteine, sollte die Darstellung von Parl0 H-1-92-
OH M57Dap(Abz) und Par10 H-1-92-OH V58Dap(Abz) mit einer Alternativmethode zur NCL erfolgen.
Da fur eine allgemeine NCL-Reaktion immer nur Aminokomponenten mit einem N-terminalen Cystein
in Frage kommen, ware eine ausschlielllich NCL-vermittelte Synthese nicht auf jedes Protein anwend-
bar; zumal nur 1,37 % aller Aminosdureseitenketten nativer Proteine, welche in der Expasy-Protein-
datenbank hinterlegt sind, Cysteinseitenketten sind (Stand Juni 2015). , Erweiterte” NCLs erlauben
zwar auch die Verwendung von Selenocystein-, Homocystein-, Pseudocystein- Glycin-, Phenyl-
Threoninresten oder -Mercapto-a-aminosaurederivaten, fiihren dabei allerdings nur lber zusatz-
liche Syntheseschritte zur Erweiterung der darstellbaren Peptidsequenzen [237-241]. Ein weiteres
Ligationsverfahren neben der NCL vergroRert demzufolge die moglichen Anwendungsbereiche der
hier gezeigten Semisynthesestrategie zur Erzeugung modifizierter Proteine enorm.

Als zweites Ligationsverfahren bot sich die kinetisch kontrollierte enzymkatalysierte Peptid-
knipfung an. Fir diese Art der Segmentkondensation kommen prinzipiell verschiedene Serin- oder
Cysteinproteasen und somit eine Vielzahl von Ligationsstellen in Frage. Genannt seien die Glu/Asp-
spezifische V8-Protease aus Staphylococcus aureus [133] oder das Wildtyp-Trypsin aus Rattus
norvegicus mit einer Spezifitat fir Arginin- und Lysinseitenketten [82]. Unverdnderte Serinproteasen
besitzen allerdings eine unerwiinschte proteolytische Aktivitdt gegenlber der Parvulinsequenz.

Mit der vom wtTrypsin aus Rattus novegicus abgeleiteten Zn*"-lonen-abhingigen Trypsiligase
[183] und dem Substratmimetikakonzept [147] konnte ein nahezu proteolytisch inaktives Enzym
verwendet werden, um das Parl0 H-1-35- mit den Parl0 36-92-Segmenten zu ligieren (Abschnitt
5.2.3). Trypsiligase besitzt eine Praferenz fir Substrate mit der Erkennungssequenz Tyr-Arg-His, ist
aber im Unterschied zum wtTrypsin in der Lage, die in Par10 vorhandene Lys*-Lys**-Peptidbindung
zu kniipfen, da es in der S';-Position® [242] anstelle einer Arginin- auch eine Lysinseitenkette
akzeptiert (Lys* in Par10) und die S',-Position durch eine Histidinseitenkette (His*’ in Par10) besetzt
werden kann. Der Thiobenzylrest (SBn) des Parl0 H-1-35-SBn-Segments ,imitiert” die Tyrosin-

seitenkette, welche liblicherweise primarspezifisch in der S;-Position von Trypsiligase gebunden wird.

° Nach der durch SCHECHTER und BERGER [241] eingefiihrten Nomenklatur werden die Bindungsorte auf der
Protease mit S, bis S', und die entsprechenden Bindungsorte im Substrat mit P, bis P', N- nach C-terminal
bezeichnet. Die zu spaltende Bindung befindet sich zwischen P; und P'; (vgl. Abb. A 6-1 im Anhang).
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5.2.2 Synthese von Fmoc-L-Dap(Boc-Abz)-OH und Festphasen-
peptidsynthese

In dieser Arbeit wurde die chemische Peptidsynthese gewahlt, da diese den Einbau der unnatirlichen
Fluoreszenzsonde Dap(Abz) als eine nicht-codierte Aminosaure in jede freiwdhlbare Position er-
laubte. Es sind zwar Alternativen vorhanden, den genetischen Code um unnatiirliche Aminosauren zu
erweitern (Abschnitt 1.5), jedoch lassen sich dabei keine Voraussagen bezliglich Stabilitat oder Zyto-
toxizitat der kinstlichen Proteine treffen. Ein weiterer Vorteil der Chemosynthese war die parallele
Synthese mehrerer Peptide, die sich in ihren Primarsequenzen unterschieden.

Die gewdhlte Festphasenpeptidsynthese bot, im Unterschied zur Synthese in Lésung, den Vorteil
der automatisierten Zugabe und Entfernung der Aminosaurederivate, Reagenzien und Lésungsmittel.
Eine Unterbrechung der Synthese war zu jedem Zeitpunkt moglich und gestattete die Uberpriifung
des Synthesefortschritts. Die Fmoc-/tButyl-Schutzgruppentaktik [243] wurde der Boc-/Benzyl-Taktik
vorgezogen, da sich erstere durch mildere Reaktionsbedingungen und eine gréBere Auswahl an ge-
eigneten Aminosaurebausteinen auszeichnet. Das fiir die chemischen Peptidsynthesen verwendete
2-Chlortrityl-Harz [244, 245] sollte die Racemisierung beim Ankniipfen des ersten Aminosaurerests
[246] und die Diketopiperazinbildung verhindern [247]. Die Bildung von Diketopiperazinen kann nach
der Fmoc-Abspaltung auf Dipeptidstufe als unerwiinschte Nebenreaktion auftreten und zum vor-
zeitigen Syntheseabbruch fiihren. Aufgrund des sehr sdurelabilen 2-Chlortrityl-Linkers lieRen sich
vollgeschiitzte Parl0 H-36-67-Segmente vom polymeren Trager abspalten und nach der Aktivierung
der Carboxyfunktion des C-terminalen Serinrests zu Peptid-a-thioestern umsetzen, welche in den
NCL-Reaktionen verwendet wurden. An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass die Aktivierung
und die anschlielende Veresterung nur im Falle einer C-terminalen Glycinseitenkette racemi-
sierungsfrei verlaufen.

Alternativmethoden, um zu den entsprechenden Parl0 Peptid-a-thioesters zu gelangen, gehen
meist mit einem erhoéhten Syntheseaufwand einher, versprechen zudem geringere Ausbeuten und
wurden in dieser Arbeit daher nicht getestet. Die mogliche alternative Verwendung von mit KENNERS
Sulfonamid-safety-catch Linkern funktionalisierten polymeren Tragern [248-251], eines backbone-
amide-Linkers [252] und der Einsatz von HMBA- (4-Hydroxymethylbenzoesaure)- [253] oder PAM (4-

Hydroxymethylphenylacetamidomethylpolystyrol)-Harzen [254] seien an dieser Stelle nur erwahnt.

Die fur die Generierung fluoreszierender Parl0-Varianten notwendige Fluoreszenzsonde Dap(Abz)
konnte als Fmoc-/Boc-geschiitzter Baustein aus zwei kommerziell bezogenen Ausgangsverbindungen
in einer Einschrittsynthese dargestellt werden (Abschnitt 4.3.1). Aufgrund der zufriedenstellenden
Endausbeute von 90 % und einer 96%igen Reinheit des Endproduktes wurden keine weiteren Opti-

mierungsversuche hinsichtlich Ausbeute und Reinheit unternommen. Geringe Substanzverluste ent-
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standen bei der wassrig-sauren Aufarbeitung des Rohprodukts und der zur Endreinigung einge-
setzten praparativen Kieselgelsdulenchromatografie, wobei sich das hierfiir verwendete Laufmittel-
system (Essigsdureethylester/Methanol/Essigsdure = 9:1:0,1) als sehr geeignet erwies.

Fmoc-L-Dap(Boc-Abz)-OH lieR sich in den automatisierten Festphasenpeptidsynthesen analog zu
den verwendeten Aminosaurederivaten problemlos einsetzen und gleichsam effizient wie die
Ubrigen Aminosaurederivate an die wachsenden Peptidketten kniipfen. Die Kontrollabspaltungen im
Verlauf der Synthese und die Endproduktanalysen lieRen keine Unterschiede zwischen den Peptiden
gleichen Segmenttyps, welche die Fluoreszenzsonde enthielten und denen, die keine Sonde ent-
hielten, erkennen. Die Position des Fluorophors (57, 58, 80, 81) hatte ebenfalls keinen erkennbaren
Einfluss auf die Reinheit und Ausbeute der gereinigten Peptide.

Die ersten Festphasenpeptidsynthesen unter Standardbedingungen zeigten allerdings Unter-
schiede zwischen den Parl0 H-36-67-MESNa- (Peptide 3-5) und Parl0 H-68-92-OH-Segmenten
(Peptide 6-8). Die Synthese der Peptid-a-thioester lieferte Segmente in geringerer Reinheit und Aus-
beute, erkennbar an verbreiterten Peakflachen und zusatzlichen Nebenpeaks in den analytischen RP-
HPLC-Chromatogrammen der Rohprodukte (nicht gezeigt). Die massenspektrometrischen Analysen
zeigten verkirzte und fehlerhafte Primarsequenzen (Rumpfsequenzen). Es wird angenommen, dass
der relativ hohe Anteil an trifunktionellen Aminosduren (15 von 32 AS) zusammen mit sogenannten
schwierigen Sequenzen den Syntheseverlauf dieser Peptide negativ beeinflussten [141]. Sterisch
anspruchsvolle Aminosdurederivate oder die Ausbildung von unerwiinschten Sekundarstrukturen
(vor allem Faltblattstrukturen) kdnnen zu unvollstandigen oder fehlerhaften Kupplungen fihren,
indem sie die Loslichkeit der wachsenden Polypeptidketten verringern. Es wird vermutet, dass intra-
und intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen zwischen einzelnen Faltblattstrukturen [255] der
Polypeptidketten auf der Harzoberflache die Diffusion der aktivierten Aminosdurederivate zu den N-
terminalen Aminogruppen behindern und so zur Verringerung der Kupplungsausbeute fiihren [256].
Ebenso konnten auch Wechselbeziehungen zwischen den hydrophoben Seitenketten [257] der
vollgeschitzten Parl0 H-36-67-Segmente zu einer insgesamt schlechteren Syntheseeffizienz der
mittleren Par10-Segmente gefiihrt haben.

Die bei den eigenen Synthesen schwierig zu verknipfenden Aminosdurederivate lagen nahe
dem C-Terminus der zu synthetisierenden Peptidsequenzen, wie Kontrollabspaltungen zu verschie-
denen Zeitpunkten zeigten und eine computergestiitzte Vorhersage schwieriger Sequenzabschnitte
([256], Abb. 5-1) bestéatigte. Im errechneten Aggregationsprofil von Parl0 H-36-67-MESNa lag ein
vermutlich schwer zu synthetisierender Sequenzabschnitt zwei Aminosaurepositionen naher am C-
Terminus als ein ebensolcher Bereich fiir das um sieben Aminosduren kirzere Par10 H-68-92-OH-
Peptid. Bei den mittleren Par10-Segmenten (Peptide 3-5) verschlechterte sich der Synthesefortschritt
bereits nach 13 Kupplungen deutlich (Sequenzabschnitt Gly*°-GIn>*, insgesamt 31 Kupplungsschritte),
bei den Par10 H-68-92-OH-Segmenten (Peptide 6-8) war dies bis zum Ende der Synthese nicht zu
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beobachten (insgesamt 24 Kupplungen). Obwohl der Sequenzabschnitt H-68-92-OH des nativ
gefalteten Parl0 zwei lange B-Strdnge (B-Strange 3 und 4, Abb. 1-2) aufweist, die Gber Wasserstoff-
bricken zu einer Faltblattstruktur verbunden sind, scheinen diese unter Synthesebedingungen (Ver-
wendung von organischen Losungsmitteln) keinen negativen Einfluss auf die Synthese zu haben.
Beide B-Strange liegen hintereinander am C-Terminus und somit ,frih in der zu synthetisierenden
Sequenz (AS 74-79 und 82-89). Die N-terminalen Abschnitte der Peptide 6, 7 und 8 (AS 68-73) bilden
hingegen im vollstandigen Parl0 keine Sekundarstrukturen aus und blieben mutmaRlich bis zum

Abschluss der Synthese fir die Kupplungs- und Abspaltreagenzien gut erreichbar (Abb. 5-1).
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Abb. 5-1. Vorhersage schwierig zu synthetisierender Peptidabschnitte. Das Programm Peptide Companion
(Version 1.24) [256] hebt vermutlich unvollstindig verlaufende Kupplungsschritte einer Festphasenpeptid-
synthese rot bzw. vermutlich vollstandig verlaufende Kupplungsschritte griin hervor. Die individuellen Eigen-
schaften der zu verknipfenden Aminosdauren wie GréRe, Solvatationsverhalten und relative Reaktivitdat im
Kupplungsschritt sowie die Position der Aminosaure innerhalb der Peptidsequenz bestimmen dabei das berech-
nete Aggregationsverhalten der entstehenden Peptidketten. Die verlasslichsten Vorhersagen liefert Peptide
Companion fir natirliche, seitenkettenungeschiitzte Aminosduren. Blaue Buchstaben = AS-Sequenz von
Par10 H-36-67-MESNa, graue Buchstaben = AS-Sequenz von Par10 H-68-92-OH. Die Synthesen erfolgten vom C-
zum N-Terminus der Peptide.

Zur Verbesserung der Synthese von schwierigen Sequenzen sind einige Strategien entwickelt worden,
die haufig nur mit materiellem und technischem Mehraufwand realisierbar sind und keinen Erfolg
garantieren. So lasst sich in manchen Fallen eine Verbesserung der Synthese durch das Ersetzen von
Xaa-Ser-, Xaa-Thr- oder Xaa-Cys-Dipeptideinheiten durch entsprechende Pseudoproline als sekundar-
strukturstorende Bausteine [258] oder durch die Verwendung von Hmb- (2-Hydroxy-4-methoxy-
benzyl-) [259] und Oxazolidinbausteinen erreichen [260]. Eine Ultraschallanwendung wéahrend der
Synthese soll die am Harz gebundenen Peptidketten aufrichten [261] und eine eingesetzte Mikro-

wellenbestrahlung einen verbesserten Energietransfer auf die Reaktanten gewahrleisten [262, 263].
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Dariber lassen sich die nach Kupplungsschritten noch vorhandenen freien a-Aminofunktionen durch
Acetylierung mittels Essigsdureanhydrid blockieren (capping). Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf
derartige Optimierungsversuche verzichtet. Mit den unter Abschnitt 4.3.2 vorgenommenen Anpas-
sungen der Synthesebedingungen gelang es, neben den Parl10 H-68-92-OH- auch die Par10 H-36-67-
MESNa-Segmente ausreichend sauber (Reinheit laut RP-HPLC >92 %) und in verbesserter Ausbeute
darzustellen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Kupplungsreagenzien HCTU und HATU zeichnen sich neben
ihren guten Kupplungsausbeuten durch eine geringe Tendenz zur Epimerbildung aus [264-267]. Es
wird dennoch angenommen, dass zusatzlich zu den aufgetretenen Fehlsequenzen auch denkbare
basenkatalysierte Epimerisierungen wahrend der Peptidsynthese zu inhomogenen Rohprodukten
und der erschwerten Endproduktreinigung flihrten. Die Reinigung der Peptide mittels chiraler HPLC-
Saulen und eine eingehendere strukturelle Untersuchungen anhand der NMR-Spektroskopie sind im
Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt worden. Zudem lassen sich hochaufgeldste Strukturen der
57mere nur anhand von *N-, besser noch ®N- und *C-markierten Peptiden, ermitteln. Fir letzteres
erschien der Material- und Zeitbedarf zu hoch und ungerechtfertigt. Es wird deshalb davon ausge-
gangen, dass die gereinigten Peptide nicht vollig epimerenrein waren und zu den beobachteten Ab-
weichungen der dreidimensionalen Struktur verglichen mit wtParl0 beitrugen (Abschnitt5.3.1).
Diese Beobachtungen stellen jedoch keinen generellen Nachteil solcher Chemosynthese von
Peptiden und Proteinen dar. So kann die teilweise oder vollstandige, chemische Synthese anderer

Enzyme oder Proteine durchaus zu homogeneren Endprodukten fihren.

5.2.3 Eignung der gewahlten Ligationsreaktionen

Natiirlich Chemische Ligation

Mit den seit den 1990er Jahren entwickelten ,,chemischen Ligationen” lassen sich in chemoselektiven
Kondensationsreaktionen zwei seitenkettenungeschiitzte Peptide zu einem einheitlichen, kovalent
miteinander verbundenem Produkt zusammenfiigen. In dieser Arbeit wurde die NCL angewendet, da
sie als eine der wenigen Methoden das Peptidriickgrat unverandert lasst und zu einer nativen Amid-
bindung fiihrt (Abb. A 5-1 im Anhang) [146]. Dadurch konnte die Langenlimitation der Festphasen-
peptidsynthese lUberwunden werden und zusammen mit den trypsiligasekatalysierten Ligationen

lieRen sich die Synthesen von vier fluoreszenzmarkierten Par10-Varianten realisieren.

87



5 DISKUSSION

Alkylthioester o -5/© Arylthioester

- g
A Peptid 1 J\s/\/sos B HN Peptid 1 )J\s * Hs/\/s°3

pKs-Wert des pKs-Wert des
austretenden o Cys-Peptid o austretenden
Thiols: 9,2 ”z“‘\fk Peptid 2 Thiols: 6,6
) 1
k,<< k,

(0] (o} (0]
HoNS Peptid 1 )J\S/\)J\ Peptid 2 )J\o'
NH

2

Thioesterintermediat

Abb. 5-2. In situ Thiol-Thioesteraustausch wahrend einer NCL. Das gebildete Thioesterintermediat reagiert
nach dem im Anhang in Abb. A 5-1 gezeigten Mechanismus zum finalen Ligationsprodukt weiter. Abbildung
verandert nach [268].

Die anfangs beobachteten langen Reaktionszeiten der durchgefiihrten NCLs wurden auf das Vor-
handensein einer sterischen Hinderung durch die Serinseitenkette am C-Terminus des Peptidthio-
esters [269] und auf die Verwendung des pH-Wert-stabilen (bis pH 8,2) aber unreaktiven Alkylthio-
esters zurlickgefiihrt. Da die eingesetzten Par10 H-1-67-MESNa und Par10 H-36-67-MESNa Alkylthio-
ester gut herzustellen waren (Abschnitt 5.1), aber in NCL-Reaktionen nur sehr langsam reagierten
(mit Reaktionszeiten bis zu 24 h), wurden sie in situ in die entsprechenden reaktiveren a-Carboxy-
phenylthioester durch die Zugabe von Thiophenol zum Reaktionsansatz umgesetzt. Da die Arylthio-
ester gegeniliber den Alkylthioestern die besseren Abgangsgruppen bildeten [270, 271] und eine
hohere Elektrophilie am Carbonylkohlenstoff aufwiesen, konnten die Reaktionsgeschwindigkeiten
erhoht und die Reaktionszeiten auf zwei Stunden verkirzt werden. Thiophenol eignete sich aufgrund
seines niedrigeren pKs-Wertes (6,6 bei 25 °C) hervorragend, um MESNa (pKs = 9,2 bei 25 °C) in einer
nukleophilen Substitutionsreaktion zu ersetzen (Thiol-Thioester-Austausch, Abb. 5-2). Zusammen mit
dem ebenfalls zugegebenen TCEP [272] verhinderte Thiophenol die Ausbildung von inter- und intra-
molekularen Disulfidbindungen zwischen den Par10-Segmenten und schiitzte gleichzeitig vor einer
Entschwefelung der Cysteinseitenketten [268].

Die im wassrigen Milieu durchgefiihrten NCLs erlaubten milde pH-, Temperatur- und Pufferbe-
dingungen und gewahrleisteten damit die Integritat aller eingesetzten Segmente und der gebildeten
Reaktionsprodukte. Das in den eigenen Ansdtzen verwendete denaturierende Reagenz Guanidinium-
hydrochlorid (c =4 M) war nicht zwingend erforderlich und diente lediglich zur Steigerung der
Produktausbeute, indem hdhere Konzentrationen (je 2 mM) der miteinander reagierenden Parl0-
Segmente eingesetzt und tendenziell storende Sekundarstrukturen der Peptide aufgelost werden

konnten.
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Aus allen NCL-Reaktionsansadtzen konnten die gewiinschten Endprodukte von den noch vor-
handenen Ausgangsverbindungen abgetrennt und rein erhalten werden. Die internen Cys**-Reste der
Parl0 H-1-67- und Parl0 36-67-Thioestersegmente konnten aufgrund der reduzierenden Puffer-
bedingungen keine irreversible, kovalente Bindung eingehen und infolgedessen die Ausbeute nicht
negativ beeinflussen, weil temporar gebildete Thioester untereinander schnell austauschen. Die
eigenen, erzielten Ausbeuten lagen mit 62-73 % lber den in der Literatur zu findenden Angaben von
60 % [273]. Unvermeidbare Verluste traten wahrend der Entsalzung und semipraparativen Reinigung
der Ansatze auf.

Alternative chemo- und regiospezifische Ligationsmethoden fihren oft zu unerwiinschten
Nebenreaktionen, ersetzen die natirlichen Peptidbindungen und finden unter drastischeren
chemischen und physikalischen Bedingungen statt. So lassen sich zwei ungeschiitzte Peptide in einer
Thiosaurealkylierung unter Bildung einer Thioesterbindung bei niedrigen pH-Werten miteinander
verknipfen [155]. Der Austausch einer Peptidbindung durch eine Thioesterbindung fihrt aber haufig
zum Verlust von natirlicherweise vorhandenen Wasserstoffbriickenbindungen und zur Instabilitat
des Proteins bei pH-Werten groRer 7 infolge einer basenkatalysierten Esterhydrolysereaktion. We-
sentlich stabiler, aber ebenfalls unnatiirlich, sind nach der Ligation verbleibende Thioetherbindungen
anstelle der Peptidbindung [274]. Zusétzlich lassen sich die Ausgangsverbindungen, die zum Beispiel
fiir die Synthese von Peptid-Hydrazonen [275] oder Peptid-Oximen [154] bendtigt werden, meist
schwieriger bereitzustellen als die Ausgangspeptide der NCL. Die fiir die eigenen NCLs als Carboxy-
komponente bendtigten Peptid-a-thioester und die N-terminal einen Cysteinrest-tragenden Amino-

komponenten lieRen sich hingegen mit vertretbarem Aufwand bereitstellen.

Enzymatische Ligation

Fiir die Enzymatischen Ligationsreaktionen bestand die Herausforderung darin, Bedingungen zu
finden, unter denen alle Reaktionspartner geldst, das eingesetzte Substratmimetikum Par10 H-1-35-
SBn stabil und die Trypsiligase katalytisch aktiv blieben. Deshalb konnten Reduktionsmittel,
chaotrope Salze oder organische Losungsmittel als Additive im Unterschied zu den NCL-Reaktionen
nur sehr eingeschrankt eingesetzt werden. Um eine spontane Esterhydrolyse bei pH-Werten groRer
8,0 zu verhindern und einen nukleophilen Angriff der N*-~Aminofunktion der Par10 H-36-92-Peptide
auf den intermediaren Acyl-Enzym-Komplex zu ermdoglichen, sowie um die katalytische Aktivitat der
Trypsiligase zu gewahrleisten, wurde ein pH-Bereich von 7,4-8,0 gewahlt. Ferner musste nach der
Ausbildung des Acyl-Enzym-Intermediats das Aminolyse-Hydrolyse-Verhaltnis zugunsten der Amino-
lyse verschoben sein, um eine maximale Produktausbeute (vollstdndige Par10-Molekiile) zu erzielen
(Abb. A 6-1 im Anhang). Als zweiter, reaktionsgeschwindigkeitsbestimmender Schritt nach der

Acylierung der Trypsiligase durch das Substratmimetikum steht die Aminolyse in Konkurrenz zur
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Hydrolyse. Beide Reaktionen fiihrten zur Deacylierung der Enzyme, aber nur die Aminolyse durch die
Par10 H-36-92-Peptide lieferte die gewlinschten Ligationsprodukte.

Durch die Verwendung der gewdhlten organischen Losungsmittel, chaotropen Salze und
Reduktionsmittel in niedrigen Konzentrationen (Abschnitt 3.5.2) gelang es, die zunachst schwer-
I6slichen fluoreszenzmarkierten 57mere (Parl0 H-36-92-OH Q80Dap(Abz) bzw. Parl0 H-36-92-
OH F81Dap(Abz)) in Losung zu halten, ohne dabei die Funktion der Trypsiligase zu stéren. Zudem
zeigte sich eine Abhangigkeit der Loslichkeit der 57mere von der Zn*-lonenkonzentration. Bei der
tiblicherweise verwendeten Zn**-lonenkonzentration (100 uM ZnCl,) fiihrte vermutlich eine Komplex-
bildung zwischen Histidinseitenketten des Nukleophils und Zn**-lonen zu Prazipitaten, welche sich
anschlieBend nur mit EDTA wieder auflésen lieRen. Durch den Einsatz einer geringeren Zn**-Konzen-
tration (20 uM ZnCl,) war es moglich, eine Nukleophilkonzentration von 3 mM einzusetzen und die
»Ligaseaktivitat” der zinkabhangigen Trypsiligase zur Par10-Synthese zu nutzen, ohne dass es zu einer
Niederschlagsbildung kam.

Somit standen nach erfolgreichen Enzymatischen Ligationen auch die Varianten Parl0
M57Dap(Abz) und Parl0 V58Dap(Abz) zur Verfligung (Abb. 4-11). Da ELs regio- und stereospezifisch
verlaufen, kam es hier zu keiner Nebenproduktbildung. Die Trennung der Ligationsprodukte von den
Ausgangssegmenten gelang allerdings nicht vollstandig und erschwerte vor allem die Interpretation
der CD-spektroskopischen Charakterisierung dieser Varianten.

Flr Par10 Q80Dap(Abz) und fiir die beiden rekonstruierten wtPar10-Varianten, welche aus zwei
beziehungsweise aus drei Segmenten ligiert wurden, kann man von einer der wtParl0 dhnelnder

Raumstruktur ausgehen, da diese eine katalytische Aktivitat zeigten.

Beim Umgang mit langen, chemisch hergestellten Proteinsegmenten stellt das Auftreten von unlds-
lichen und aggregierenden Spezies ein typisches Problem dar. Auch das C-terminale Parl0 H-36-92-
Segment in den EL-Ansdatzen war unstrukturiert, wie die aufgenommenen Fern-UV-CD-Spektren
belegten (Abschnitt 4.4). In kiinftigen ELs kénnten ein zusatzlicher Rickfaltungsschritt und eine sich
anschlieRende Konzentrierung der 57mere vor der Ligationsreaktion hohere effektive Nukleophil-
konzentrationen in den Ligationsansatzen erlauben und somit die Ausbeute erhéhen. Die Ausbildung
sekundarer Strukturelemente konnte allerdings die Zuganglichkeit des N-Terminus des Nukleophils
fiir die Trypsiligase erschweren (sekundarstrukturfreie N-Termini werden besser erkannt und umge-
setzt) und letztlich zu niedrigeren Endausbeuten fihren.

Der Einbau hydrophilerer Fluoreszenzsonden anstelle des in dieser Arbeit verwendeten Fluores-
zenzbausteins konnte ebenfalls zu einer besseren Loslichkeit der 57mere fiihren. Bei den von der
Firma invitrogen angebotenen Alexa Fluor 350- und Alexa Fluor 405-Fluoreszenzfarbstoffen erhéhen

eingebrachte Sulfonsauregruppen die Loslichkeit dieser Sonden in wassrigen Lésungsmitteln. Aller-
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dings ist vor allem Alexa Fluor 405 sterisch weitaus anspruchsvoller als der 2-Aminobenzoesaurerest,
was sich erschwerend auf die Synthese entsprechender Peptide auswirken kdnnte.

Eine Anderung der Synthesestrategie hinsichtlich der Verkniipfungsreihenfolge verspricht keine
Verbesserung der Endausbeute an markierten Par10-Proteinen. Erfolgt die EL vor der NCL, hat dies
einen zweimaligen Einsatz von MESNa-Estern zur Folge, die meist auch einer spontanen Hydrolyse
unterliegen und in der Folge nicht mehr in einer NCL eingesetzt werden konnten. Auch die verwen-
dete Trypsiligase kann Peptid-MESNa-Ester in Abhangigkeit von der sich in P;-Position befindenden
Aminosaure teilweise hydrolisieren.

Alternative Substratmimetika, welche beispielsweise einen C-terminalen Thiophenylester auf-
weisen (substrate engineering), in Kombination mit dem Einsatz innovativer Puffersysteme, die
beispielsweise ionische Flussigkeiten enthalten (medium engineering), lieRen sich zukiinftig nutzen.
Das dies ein erfolgsversprechendes Konzept fiir die Peptid-/Proteinsynthese darstellt, konnten
WEHOFSKY et al. 2008 zeigen, indem sie die Syntheseausbeute eines verkiirzten Par10 42-92-Segments
unter Verwendung der ionischen Flussigkeit [MMIM] [Me,P0,]*™ (60 % (v/v) [MMIM] [Me,PO,] und
40 % (v/v) MOPS"-Puffer, pH 8) signifikant erhdhen konnten [276]. Die generelle Eignung ionischer
Flussigkeiten fiir ELs (und damit eine mogliche Ubertragbarkeit auf Trypsiligase) konnte ebenfalls
gezeigt werden, indem Chymotrypsin, Trypsin und die V-8-Protease Ausbeuten von 52 %, 50 %
beziehungsweise 45 % bei der Ligation von Parl0 46-62-OGp/SCm mit Parl0 63-92 erreichten. Die
Synthese vollstandiger, allerdings ebenfalls unmodifizierter Par10-Molekiile gelang ebenfalls mit der
D-stereospezifischen Alkaline-D-Peptidase (ADP), welche auch die Knlipfung von L-Aminosduren
erlaubt und somit eine weitere Alternativmethode zur eigenen verwendeten Trypsiligasereaktion
darstellt [277]. Damit erscheint die eigene Ausbeute von 40,5 % Ligationsprodukt steigerungsfahig.
Eine Ausbeuteerh6hung wurde nicht weiter verfolgt, da das vorrangige Ziel, fluoreszenzmarkierte

Parl0-Varianten fiir Titrationsanalysen bereitzustellen, erreicht wurde.

Es bleibt festzuhalten, dass sich die Trypsiligase als Biokatalysator fiir die Verknlpfung von Peptiden
zu vollstandigen Proteinen sehr gut eignete und dabei die Verwendung von |6slichkeitsfordernden
Zusatzen (GdmCIl, DMSO) und von Reduktionsmitteln (TCEP) ohne folgenschweren Aktivitatsverlust
tolerierte. Dies war entscheidend fir die Ligation der im wassrigen Milieu schwerloslichen und leicht
aggregierenden 57mer Parl10-Peptide. Durch ein genau festgelegtes Substratmotiv (Lys-Lys-His),
welches in Proteinen &uRerst selten vorkommt, war die trypsiligasevermittelte Ligation hoch

spezifisch. Da das urspriingliche Erkennungsmotiv nicht im Ligationsprodukt verblieb, war bei den

10 1,3-Dimethylimidazolium dimethylphosphat
1 3_(N-Morpholino)propansulfonsiure
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Substratmimetika unterstiitzten Peptidknipfungen keine Sekundarproteolyse des Produktes be-
obachtbar. Ferner dienten die hergestellten Parl0-Derivate als Modellsysteme zur Evaluierung der
prinzipiellen Anwendbarkeit der sequentiellen chemoenzymatischen Semisynthese mit einer einher-
gehenden ortspezifischen Modifizierung von Proteinen unter Beibehaltung des natirlichen Protein-

rickgrats.

5.2.4 Fluoreszenztitrationen

Anhand von Titrationsversuchen konnte demonstriert werden, dass sich die synthetisierten fluores-
zenzmarkierten Parl0-Varianten grundsatzlich als Untersuchungsobjekte flr weiterfihrende Studien
eignen. Eine spezifische Fluoreszenzléschung nach erfolgter Ligandenbindung war bei allen Parl0-
Derivaten zu beobachten. Die Loschung der eingeflihrten 2-Aminobenzoesaurefluoreszenz erfolgte
zum einen durch die kovalente Bindung von 2-lod-N-(4-nitrophenyl)acetamid (2-INPA) an Cys*® und
Cys® und zum anderen durch die nicht-kovalente Bindung von Suc-AAPF-pNA an die Substrat-
bindungstasche. Die Abnahme der Fluoreszenz in Anwesenheit der Negativkontrollen (2-Abz-OH, D-
Phe-pNA) wird auf einen allgemeinen inneren Filtereffekt zurlickgefiihrt [225].

Es wurde davon ausgegangen, dass 2-INPA nach sterischen Kriterien wie die natirlichen
Substrate von Par10 schnell in die Bindungstasche gelangte und dass die Bindung von 2-INPA an die
Cys*-Seitenkette die Lage der Dap(Abz)-Sonde nur geringfigig beeinflusste. Ferner wurde ange-
nommen, dass unter den gewdhlten Reaktionsbedingungen (Abschnitt 3.5.3) ausschlieflich die
beiden Sulfhydrylketten mit 2-INPA reagierten und mogliche Nebenreaktionen (z. B. mit His-Seiten-
ketten) aufgrund geringerer Reaktivitaten zu vernachladssigen waren. Massenspektrometrische Unter-
suchungen deuteten an, dass Cys*® bevorzugt und deutlich schneller als Cys® reagierte (Abschnitt
4.8.1). Kovalent modifizierte Cys®®-Seitenketten befanden sich dariiber hinaus auf der gegeniiber-
liegenden Seite und in einem zu groRen Ring-Ring-Abstand (>7 A), um die 2-Abz-Fluoreszenz zu
[6schen [219]. Wie fir das doppelt markierte 2-Abz-AAPF-pNA-Peptidderivat wurden Quench-
ereignisse aufgrund der raumlichen Nahe von Fluorophor und Quencher fiir die Fluoreszenzldschung
verantwortlich gemacht (intramolekulare Kollision [208]).

Die groRRte 2-Abz-Fluoreszenzldschung und der kleinste Kp ,,,-Wert ergab sich bei der katalytisch
aktiven Par10 Q80Dap(Abz)-Variante (Abb. 4-19 F und Tab. 4-4). Da die Reaktivitat der Cys*’-Seiten-
kette mit deren Deprotonierung des Schwefelatoms korreliert, wird angenommen, dass der pKs-Wert
des Cys*™ von Parl0 Q80Dap(Abz) im Vergleich zu dem der drei Gbrigen katalytisch inaktiven
Varianten am kleinsten ist. Diese Beobachtung stiitzt die Befunde, wonach eine deprotonierte Cys*’-
Seitenkette fir einen Substratumsatz erforderlich ist (Abschnitt 4.7). Allerdings lieRen sich die

einzelnen Cys**-pKs-Werte fiir die modifizierten Par10-Varianten aufgrund des Vorhandenseins von
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68

Cys™ nicht bestimmen. Dies gelang nur fiir die vollstindig rekombinant erhaltenen Mutanten

Par10 C40A und Par10 C68A (Abschnitt 3.6.7), welche jeweils nur eine Cysteinseitenkette aufwiesen.

Abb. 5-3. Fluoreszenzloschung der markierten Par10-Derivate. Modelle der Fluorophor-Quencher-Paare nach
der kovalenten Modifizierung der fluoreszenzmarkierten Par10-Derivate mit 2-INPA. Alle Abstinde zwischen
dem Fluorophor (2-Abz, hellblau) und dem Quencher (2-INPA bzw. pNA-Rest, orange) betragen weniger als 7 A
und liegen damit innerhalb der fluoreszenzléschenden Ring-Ring-Distanz (gestrichelte Linien) [219].
A) Par10 M57Dap(Abz). B) Par10 V58Dap(Abz). C) Par10 Q80Dap(Abz). D) Par10 F81Dap(Abz). Die Abbildungen
wurden mittels der PDB-Datei 1JNS und PyMol 1.4.1 erstellt. Die eingefiihrten Aminosauresubstitutenten
wurden mit den PyMol-Befehlen build und sculpting hinsichtlich Bindungslange, Bindungswinkel, Chiralitat,
Planaritat und Atomabstanden optimiert, aber ohne weitere Energieminimierung lediglich graphisch eingefiigt.
(Farbcode der Stabdarstellung: Rot = O-Atome, Blau = N-Atome, Hellblau = C-Atome von 2-Abz, Orange = C-
Atome von 2-INPA)

Die Titrationsanalysen mit Suc-AAPF-pNA als Liganden ergaben apparente Ky ,,,-Werte, welche um
ein bis zwei GroRenordnungen hoher lagen als die fir 2-INPA (Abschnitt 4.8.2). Aufgrund fehlender
Vergleichsdaten ist die Einordung der eigenen Befunde schwierig. BEHRSIN et al. ermittelten fiir hPinl
und Suc-AEPF-pNA einen Ky-Wert von 310+72pM [107]. Dass der Kp ,p-Wert fir ParlO
M57Dap(Abz) mit 33,73 +4,64 uM am kleinsten war, wird darauf zurlckgefiihrt, dass mit dem
erfolgten Austausch von Met®” durch Dap(Abz) der Aminosaurerest ersetzt wurde, die von den vier
ausgewahlten Aminosdureresten am weitesten in den Substratbindungsbereich von wtPar10 hinein-
ragt. Der Austausch von Met® durch Dap(Abz) filhrte so moglicherweise zu einer stabileren Suc-

AAPF-pNA-Anlagerung an Par10.
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Der relativ hohe Kp .p,-Wert fiir Par10 Q80Dap(Abz) von 63,25 + 4,32 uM stellt keinen Wider-
spruch zu den bestimmen kiar-Kn *-Werten dar (Abschnitt 4.6.1), da fir die katalytische Effizienz die
Substratanlagerung an das katalytische Zentrum eines Enzyms allein nicht ausreichend ist. Vielmehr
spielen auch der Zerfall des Enzym-Substrat-Komplexes und die Produktbildung entscheidende
Rollen. Auf die kleineren Kp .,,-Werte der drei librigen ParlO-Varianten bei fehlenden Enzym-

aktivitaten, wird im Abschnitt 5.3.2 eingegangen.

Verdrangungsstudien mit Suc-AAPF-pNA als primar gebundenem Liganden gestatteten die Be-
stimmung der Affinitdten (K ,,,) der beiden nicht markierten Peptide AhpC**® (Ac-SLINTKIKP
FKNQAFK-NH,) und AhpC™*™? (Ac-GLADRATFVVDPQGIIQA-NH,) fiir die einzelnen Par10-Derivate.
Allerdings lieferten diese Analysen schwer zu interpretierende Ergebnisse, welche zunachst im
Widerspruch zu den IANUS-Studien standen, die unter anderem ein Ausgangspunkt dieser Arbeit
waren. Zwar enthalten beide AhpC-Sequenzabschnitte je eine Prolylbindung und damit eine poten-
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zielle Substraterkennungssequenz fir wtPar10, aber nur AhpC wurde im IANUS-Assay als ein mit

dem Substratbindungsbereich von wtPar10 wechselwirkender Peptidligand identifiziert. AhpC'™®
zeigte dagegen keine Interaktion mit der wtPar10-Sequenz [126]. Gestlitzt wird diese Beobachtung
dadurch, dass AhpC”S'BZ, nicht aber AhpCl'le, die cis/trans-lsomerisierung von Suc-AAPF-pNA durch
wtPar10 vermutlich kompetitiv inhibiert (Abb. 4-22 und [126]).

Fir beide AhpC-Peptide waren die ermittelten K ,,,-Werte um eine GréRenordnung kleiner als
die entsprechenden Ky ,p,-Werte fiir Suc-AAPF-pNA (ausgenommen Par10 V58Dap(Abz) mit AhpC™™,
Tab. 4-5). Hierfiir konnte eine hohere Anzahl von méglichen Wechselwirkungen zwischen den Seiten-

ketten von AhpC'™*® beziehungsweise AhpC'*>**?

mit der Substratbindungsstelle der einzelnen Parl10-
Varianten verglichen mit der Anzahl an Wechselwirkungen zwischen den Varianten mit dem
Tetrapeptid Suc-AAPF-pNA verantwortlich sein. Allerdings hatte man fur AhpC™®™? deutlich
niedrigere Ky ,o,-Werte als fiir AhpC''® erwarten kénnen. Ob das hier gefundene, und zu den
Ergebnissen des IANUS-Peptidarrays (mit wtParl0) im Kontrast stehende, eher unspezifisch
erscheinende Bindungsverhalten von AhpC'™ und AhpC'*™*? gegeniiber den Par10-Varianten im
Zusammenhang mit den ausgetauschten Aminosauren oder dem gewahlten Syntheseweg steht,
konnte in dieser Arbeit nicht geklart werden. Anhand von Par10 Q80Dap(Abz) konnte aber gezeigt
werden, dass sich die Katalyseaktivitdit durch beide AhpC-Peptide um etwa den gleichen Betrag
inhibieren lasst (Abb. 4-22) und damit vermutlich beide AhpC-Peptidsequenzen in das katalytische
Zentrum von Parl0 Q80Dap(Abz) eingebunden werden. Diese Ergebnisse bestadtigten somit die
Resultate der Verdrangungsstudien (Abschnitt 4.8.3).

Interessanterweise befinden sich vor und nach dem jeweiligen Prolinrest von AhpC**® bezie-

115-132

hungsweise AhpC Aminosauren, welche sich in ihren Ladungen und Hydrophobizitiaten stark

voneinander unterscheiden. Die durchgefiihrten CD-spektroskopischen Untersuchungen ergaben fir
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alle fluoreszenzmarkierten Varianten einen hoheren Anteil ungeordneter und damit vermutlich auch
beweglicherer Sekundarstrukturelemente im Vergleich zur Wildtypform (Abschnitt 5.3.1). Dieser
konnte zu einem flexibleren Substratbindungsbereich der Par10-Varianten gegeniiber dem Wildtyp
geflihrt haben. Die sich unter Umstanden daraus ergebende breitere Substratspezifitdt von Parl0
Q80Dap(Abz) ist womdoglich eine Ursache fiir die bevorzugte Einbindung von positiv (Lys im Fall von

115132) yor dem Prolylrest gegen-

AhpC'™®) und negativ geladenen Seitenketten (Asp im Fall von AhpC
Uber den fir wtParl0 , Gblichen” ungeladenen, hydrophoben Seitenketten (Leu>Phe>Ala fiir Suc-
AXPF-pNA-Substrate [26]).

Auch eine Bindung der AhpC-Peptide an einer von der Prolinseitenkette entfernten Position ist
denkbar. So wurde beispielsweise fiir Parl7 in einem Phagen-Display-Verfahren die Konsensus-
sequenz XHSXVH®@ (X = beliebige AS-Seitenkette, @ = hydrophobe AS-Seitenkette) gefunden, welche
nicht zwingend eine Prolylseitenkette fiir die Bindung an die postulierte Bindungstasche von Parl7
voraussetzt [278]. Fir die Bindung von KHSPVHIGGGS-NH, an Parl7 wurde von den zuvor zitierten
Autoren zudem ein unerwartet hoher Ky-Wert von 0,7 mM bestimmt und dieser mit der geringen
Lange des Peptids begriindet. So scheint auch in der eigenen Arbeit die Verdrangung von Suc-AAPF-

pNA eher durch die Ldnge der AhpC-Peptide, als durch spezifisch miteinander wechselwirkende

Seitenketten bedingt.

Fiir die drei Gbrigen Parl10-Varianten lieferten die Verdrangungsstudien keine Hinweise auf deren
katalytische Inaktivitdt. Aber auch in diesen Fallen konnte die Verdrdangung eines Peptides durch ein
zweites demonstriert und damit die generelle Eignung der fluoreszenzmarkierten Par10-Molekiile fir

weiterfiihrende Studien gezeigt werden.

5.3 Struktur-Aktivitats-Beziehung von Parvulin 10

Da das Vorliegen von Sekundarstrukturelementen als ein Hinweis auf die Ausbildung einer natiir-
lichen Proteinstruktur gilt, wurden die Sekundarstrukturmerkmale der Parl0-Einzelmutanten, der
markierten Parl0-Varianten und ausgewdhlter Parl0-Segmente anhand der Fern-UV-CD-
Spektroskopie (190-250 nm) untersucht und mittels Vergleichsspektren von rekombinant erhaltenem
wtParl0 analysiert (Abschnitt 4.4). Zusammen mit dem zeitabhangigen tryptischen Verdau von
wtParl0, Par10 C40A und Parl0 C68A (Abschnitt4.5) sowie den ‘H“-""N-HSQC-Spektren von
Par10 C40A (Abschnitt 4.2.4) lieRen die aufgenommenen CD-Spektren Riickschliisse auf die struktur-
ellen Effekte der ortsgerichteten Mutagenesen, der eingefiihrten Fluoreszenzsonden, der
Segmentlangen und der eingesetzten Segmentligationsverfahren zu. Anhand der ermittelten Enzym-
aktivitdten, pH-Optima und der pKs-Wertbestimmung der Cys*- und Cys®-Seitenketten wird im

Folgenden versucht, eine Struktur-Funktions-Beziehung einzelner Parl0-Varianten zu beschreiben
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und anhand der Ergebnisse der strukturellen Untersuchungen eine mogliche Erklarung fiir die

kinetischen Befunde zu geben.

5.3.1 Sekundarstrukturen der Par10-Varianten

Da fir wtParl0 eine Spezifitatskonstante von 9,9x10° + 2,6x10° M *-s™* fiir das Substrat Abz-AAPF-
pNA ermittelt wurde, die gut mit zuvor publizierten Daten Ubereinstimmte [26], ist davon auszu-
gehen, dass die isolierte Proteinspezies Uber eine vollstdndige katalytische Aktivitat verflgte, wie sie
nur mit einer korrekten Raumstruktur erzielt werden kann. Das fir wtParl0 in Abb. 4-12 A darge-
stellte CD-Spektrum spiegelt demnach die native Faltungsform von wtParl0 wider und die Inter-
pretationen zur Sekundarstruktur einzelner Parl0-Proteinvarianten oder Parl0-Segmente beziehen
sich darauf.

Die aufgenommenen CD-Spektren deuten darauf hin, dass wtPar10 und Par10 C68A identische
globale Faltungsstrukturen aufweisen, da sie sich nur unwesentlich voneinander unterscheiden
(Abb. 4-12 A). Die ermittelten Sekundarstrukturanteile von 37 % helikalen, 32 % Faltblatt- und 31 %
ungeordneten Strukturen (CDNN-Software) stimmen anteilig mit der bekannten wtPar10-Lésungs-
struktur (PDB-ID: 1JNT) Uiberein.

Im Unterschied dazu, scheint es in der Struktur von Par10 C40A eine Verschiebung von helikalen
Anteilen hin zu mehr Faltblatt- und Zufallsknduelstrukturen zu geben (30 %/35 %/35 %). Auf diese
strukturellen Verdnderungen wird auch die proteolytische Instabilitdit der C40A-Mutante zurlick-
geflihrt, welche zweimal schneller durch Trypsin abgebaut wurde als die C68A-Variante. Durch die
eingefiihrten Einzelmutationen haben sich keine neuen Spaltstellen fiir das eingesetzte Trypsin
ergeben (je 13 Spaltstellen gemaR Expasy Peptide Cutter), allerdings befinden sich in unmittelbarer
Nahe zum Cys*® drei, in der Ndhe zum Cys® aber nur eine geeignete Trypsinspaltstelle. Ein Verlust an
definierter dreidimensionaler Struktur um Cys* fiihrt vermutlich deshalb zu einem schnelleren Ab-
bau. Man kann bereits an dieser Stelle spekulieren, dass Cys*® einen groReren stabilisierenden Ein-
fluss auf die Gesamtstruktur von ParlO ausiibt als Cys®. NMR-Untersuchungen an uniform
markierten ®N-Par10 C40A scheinen diese Befunde zu bestatigen (siehe kommende Abschnitte).

Durch Faltungsstudien mit Harnstoff als denaturierendes Agens konnte die Konformations-
stabilitat von wtPar mit AGE;?nstoff =28 kJ-mol™ fiir pH 8 und 10 °C ermittelt werden [98]. Die in ihren
Molekulargewichten mit wtParl0 vergleichbaren Proteine RNase A (13,7 kDa) und Lysozym
(14,3 kDa) weisen unter Beriicksichtigung der hoheren Temperatur von 25 °C, bei der entsprechende
Messungen erfolgten, deutlich gréRere Stabilisierungsenergien auf (beide AGE‘&%C1:37 kJ-mol ™,
pH 7) [279], weshalb man davon ausgehen kann, dass bereits der Austausch einzelner Aminosauren
oder der Einbau einer Fluoreszenzsonde einen entscheidenden Beitrag zu Raumstrukturver-

anderungen von Parl0 leisten kann, was im folgenden naher diskutiert wird.
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Fur die Par10-Mutante C40A wurde versucht, anhand der 1HN-ISN-HSQC-Spektren von N-wtPar10
und °N-Par10 C40A Riickschlisse auf die strukturelle und funktionelle Bedeutung von Cys*® abzu-
leiten. Das "H"-">N-NMR-Spektrum von *N-Par10 C40A (Abb. 4-7 B) wird dahingehend interpretiert,
dass die dreidimensionale Struktur der Mutante im wesentlichen mit der des wtPar10 [97] Uber-
einstimmt. Allerdings deuten einige verschobene und zum Teil stark linienverbreiterte Signale auf
lokale Strukturverdanderungen und eine erhohte Dynamik einzelner Parl0 C40A-Bereiche hin.
Trotzdem konnten die meisten der Proteinrlickgrat-basierenden Signale eindeutig identifiziert und
den entsprechenden Sequenzpositionen zugeordnet werden. Auf eine Strukturaufklarung wurde
angesichts der nicht-optimalen Spektrenqualitat, einzelner fehlender Signale und aus zeitlichen
Grinden dennoch verzichtet, da hierzu weitere Zuordnungsstrategien und dreidimensionale NMR-
Experimente zur Vervollstandigung der Zuordnung notig gewesen waren. Die eigene Spektrenauf-
nahme fiir °N-Par10 C40A erfolgte an einem leistungsschwécheren 500 MHz Gerat (Bruker DRX 500
Spektrometer, Biospin GmbH). Die *H"-""N-HSQC-Spektren des wtPar10 wurden bei 25 °C an einem
600 MHz Bruker DMX 600-Spektrometer (Biospin GmbH) aufgenommen.

Auf Basis der "H"-°N-HSQC-Spektren von N-wtPar10 lieRen sich dennoch Riickschliisse auf den
Faltungszustand von "°N-Par10 C40A ableiten (Abb. 4-7). Obwohl N-wtPar10 und °N-Par10 C40A
die gleiche Aminosdureanzahl aufweisen, sind im '°N-Parl0 C40A Spektrum weniger Signale
vorhanden als im Spektrum von N-wtPar10. Die Zahl der in >N-Par10 C40A detektierten Signale lag
leicht unterhalb des Erwartungswertes (einige Signale in Abb. 4-7 B befinden sich unterhalb des
Hohenlinienprofils). Das H“-'"N-HSQC-Spektrum von N-wtParl0 zeigte dariiber hinaus eine
erheblich bessere Signalverteilung. Generell traten bei Parl0 C40A deutliche Linienverbreiterungen
und stark veranderte chemische Verschiebungen bei Aminosauren auf, die sich in unmittelbarer
Nihe zum Ala* befinden (Ser®, 11e*, Ser*’, Gly*®). Interessanterweise gab es aber auch stark ver-
schobene Signale von Aminosauren, die sich in der Raumstruktur weit von Ala® entfernt befinden.
Dies betraf insbesondere solche Reste, welche die Substratbindungstasche bilden (Leu*, Met®’, Val*®,
Phe®) und die sich auf dem Cys* zugewandten B-Faltblatt befinden (Leu'®, Gly®, His®). Es lasst sich
schlussfolgern, dass der C40A-Austausch zu einer starken Beeinflussung der Peptidrickgratstruktur
von Par10 gefiihrt hat und es zu grofReren Veranderungen der Par10-Raumstruktur gekommen ist.

Die experimentellen Daten stimmen mit im Nachgang durchgefiihrten datenbankgestiitzten
Berechnungen zu intrinsisch auftretenden ungeordneten oder flexiblen Strukturen in wtParl0,
Par10 C40A und Parl0 C68A mittels zweier Algorithmen unter Verwendung neuraler Netzwerke
Uberein [280-282] (Abb. 5-4). Beide auf den Rontgenkristallstrukturen der PDB basierenden Vor-
hersagen prognostizieren fiir den C40A-Austausch eine Zunahme ungeordneter Strukturen um Cys™.
Die C68A-Mutation fiihrt danach beinahe zu keiner Zunahme an unstrukturierten Bereichen inner-

halb des Proteins. Es sei darauf hingewiesen, dass Alanin neben den ,strukturbrechenden” Amino-
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sauren Glycin und Prolin sowie Aminosdauren mit geladenen Seitenketten, ebenfalls zu den ,Un-

ordnung férdernden Aminosauren” gehort [283].

A) B)
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Abb. 5-4. Vorhersage ungeordneter oder flexibler Bereiche von wtPar10, Par10 C40A und Par10 C68A. A) Die
Vorhersage unter Verwendung von PONDR (Predictor Of Natural Disordered Regions) [280, 281] zeigt fiir
Par10 C40A eine erhdhte Wahrscheinlichkeit von unstrukturierten Bereichen um Cys40 (Par10-Segment 37-47).
B) SPINE-D (Sequence based Prediction with Integrated NEural network for Disordered residues) [282] sagt
insgesamt eine weniger starke Erhéhung der Wahrscheinlichkeit flexibler Strukturen um Cys40 voraus, dafir
Gber einen groReren Bereich (Par10-Segment 35-54). Fiir die oberhalb der gestrichelten, grauen Linie (0,5 =
Schwellenwert flr ungeordnete Bereiche) liegenden Sequenzabschnitte werden ungeordnete oder flexible
Sekundarstrukturen vorhergesagt. Die Positionen der ausgetauschten Cysteine sind mit (x) gekennzeichnet.

Wie NMR-Studien an PrsA aus S. aureus [65], Titrationsexperimente und Rontgenstrukturanalysen in
einer Auflésung von 0,8 A von hParl4 [284] belegen, existiert von Asp™* Giber His'*® und His**° zu
Ser”* in PrsA beziehungsweise von Asp’* tiber His*> und His'*® zu Thr''® in hPar14 ein Wasserstoff-
briicken-charge-relay-System, eine Art Ladungslibertragungssystem (Abb. 5-5A), welches die
negative Ladung der Aspartatseitenkette im aktiven Zentrum von Parvulinen stabilisiert. Dieses in
Parvulinen hoch konservierte Cys/Asp-His-His-Ser/Thr-Sequenz- und Strukturmotiv findet sich auch in
Par10 als Cys**-His®-His®**-Thr”® sowie in hPin1 als Cys'**-His>*-His">’-Thr'>* wieder. Das Strukturmotiv
wird von den Autoren als eine Uber Wasserstoffbriicken verbundene Tetrade bezeichnet [284] und
sollte in der Lage sein, auch eine negative Ladung der Cysteinseitenkette zu stabilisieren (Abb. 5-5).
Die Beobachtung, dass eine T152A-Mutation in hPinl zu einer 300fach niedrigeren PPlase-Aktivitat
verglichen mit der Wildtypvariante fiihrt, wohingegen ein T154S-Austausch die PPlase-Aktivitdt nur
geringfligig verringert, stlitzt die Vermutung einer weitreichenden, fiir die Enzymfunktion relevanten
Wasserstoffbriickenkette [284]. Nimmt man fiir wtPar10 ebenfalls eine Cys*’-Thiolat-stabilisierende
Wasserstoffbriickenkette zu einem der Stickstoffatome des Imidazolrings von His® an, festigen die
zitierten und parallel zu den selbst durchgefiihrten Arbeiten erschienenen Publikationen eigene

Ergebnisse und helfen, diese zu interpretieren (Abschnitt 5.3.3).
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Abb. 5-5. Uber Wasserstoffbriicken
verbundene Tetraden in Parvulinen.
A) Wasserstoffbrickennetzwerk (gestri-
chelte Linien), wie es MUELLER et al. fir
Asp”-His“-Hism-Thr118 fur  humanes
hParld postulieren. Die Elektronen-
dichten der gezeigten Wasserstoffatome
waren in der |Fo-Fc| Elektronendichte-
karte sichtbar (PDB-ID: 3Ul4) [284]. B)
Tetrade in E. coli Parl0 mit Cys4°-Hiss-
His®*-Thr”® (PDB-ID: 1INS) C) Tetrade in
humanen hPinl mit Cysll3—Hi559—Hisls7—
Thr'®® (PDB-ID: 1F8A). D) Tetrade in
C. albicans CaEssl mit Cysm—Hisn—Hism—
Thr'®® (PDB-ID: 1YWS5). Farbcode der
Stabdarstellung: Grau = C-Atome, Blau =
N-Atome, Rot = O-Atome, Gelb =
S-Atome; Darstellung: PyMol 1.4.1)

Verglichen mit den NMR-Losungsstrukturen (PDB-IDs: 1INMV, 2LJ4) und Réntgenkristallstrukturen
(PDB-IDs: 1PIN, 1F8A, 1YWS5, 3U14) anderer Parvuline erscheinen in E. coli Par10 die Abstéande und die
Orientierungen der Seitenketten von Cys*, His®, His®* und Thr’® nicht optimal fiir die Ausbildung einer
Tetrade (Abb. 5-5 B-D). In der Lésungsstruktur von wtPar10 ist vor allem der Abstand zwischen dem
Cys*-Schwefelatom und dem His®-Stickstoffatom mehr als doppelt so lang verglichen mit den
Abstanden der Ubrigen Parvuline. Es lasst sich vermuten, dass die Schleife zwischen Helix 2 und
Helix 3 in wtParl10 flexibel genug ist und prinzipiell eine passende Orientierung der einzelnen Seiten-
ketten zueinander erlaubt. Eine Kristallstruktur von E. coli Parl0 kénnte ein detaillierteres Bild
liefern, da hier Elektronendichten eine genaue Wiedergabe der Anordnung und Ausrichtung der frei
drehbaren Aminosaureseitenketten erlauben und sich Losungs- und Kristallstrukturen gegenseitig
ergianzen konnen. Es besteht allerdings oftmals eine Diskrepanz zwischen diesen beiden Struktur-
typen eines Parvulins. So kdnnen durchaus die beiden Histidinseitenketten um 180° gedreht sein
oder unterschiedliche tautomere Zustinde aufweisen. Die Losungsstruktur des hPinl (PDB-ID:
1INMV) zeigt beispielsweise keine optimal zueinander ausgerichtete Tetrade aus Cys'**-His>*-His"’-
Thr'>?, die hPin1-Kristallstruktur (PDB-ID: 1F8A) hingegen weist nahezu ideale Bindungsldngen und -
winkel auf. Vermutlich durch die freie Drehbarkeit der Histidinseitenketten bedingt, befinden sich in
einigen Strukturen die Histidin-Stickstoffatome N7 und Nt (Kennzeichnung nach IUPAC [285]) unter-
schiedlich positioniert zueinander. Weiterhin lasst sich der Protonierungszustand der beiden Stick-

stoffatome der einzelnen Imidazolringe nicht aus allen gelésten Proteinstrukturen ermitteln.
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Die beschriebene Tetrade scheint ein wesentliches stabilisierendes Element in der Tertidr-
struktur von Parvulinen zu sein, wie viele der in Datenbanken hinterlegten Parvulinstrukturen und
Mutationsstudien an den beteiligten Aminosauren belegen [286]. Aufgrund der vergleichenden
Studien muss auch fiir Parl0 eine strukturstabilisierende Wasserstoffbriicken-Tetrade postuliert
werden, welche vor allem die hydrophobe Bindungstasche ,zusammenhélt”. Eine Aufldsung oder
Aufweitung dieser Tetrade konnte die Inaktivitdit von Parl0 C40A und den Verlust der nativen
Struktur in diesem Bereich der Par10 C40A-Variante erklaren, wie er mittels CD- und NMR-Spektro-
skopie beobachtet worden ist. Eine tUber Wasserstoffbriicken verbundene Tetrade mag auch eine

Erkldrung fur den abgesenkten pKs-Wert von Cys* in Par10 liefern (Abschnitt 5.3.3).

Durch den Austausch des Cysteins gegen das kleinere Alanin in Par10 C40A steht dem Ubergangs-
bereich zwischen a-Helix 2 und a-Helix 3 (,Ala’®-loop*) ein gréRerer Raum zur Verfiigung, was dessen
Fixierung moglicherweise beeintrachtigt. Die erhéhte Flexibilitat des ,Ala**-loops” kénnte nicht nur
durch eine eingebiifte Cys*’-His®-Wasserstoffbriickenbindung verursacht sein (Abb. 5-5), sondern
auch durch den Verlust von maéglichen weiteren Wasserstoffbriicken vom Cys*-Schwefelatom zum
NH-Proton von Ser* und/oder zu den OH-Protonen von Ser®® respektive Ser*? bewirkt werden (Abb.
5-6). Letztgenannte Wasserstoffbriickenbindungen werden auch fir den stark abgesenkten pKs-Wert
von Cys*® verantwortlich gemacht (Absatz 5.3.3).

Man kann vermuten, dass die Cys4°—Seitenkette selbst von entscheidender funktioneller
Bedeutung flr die Beschleunigung der cis/trans-lsomerisierung einer Peptidyl-Prolyl-Bindung durch
wtPar10 ist, oder, dass die Fixierung des ,Cys**-loops“ eine auschlaggebende strukturelle Voraus-
setzung fur die cis/trans-Umwandlung einer Prolylbindung schafft. Beide Thesen kdnnen durch die
vorliegenden Losungs- und Kristallstrukturen diverser Parvuline weder ausgeschlossen, noch be-
statigt werden. Es fehlen bislang hochaufgeldste Rontgenkristall- und Losungsstrukturen, bei denen
Cys* (oder analoge Cysteine) gegen ein Alanin mutiert ist, so dass die genauen strukturellen Aus-
wirkungen dieser Mutation auf die Substratbindungstasche und auf das aktive Zentrum der Cys-
defizienten und katalytisch inaktiven Parvuline zunachst noch ungeklart bleiben.

Insgesamt wiesen die "H"-">N-HSQC-Spektren von °N-Par10 C40A fir einen einzigen Amino-
sdureaustausch eine zu grofe Anzahl an Signalverschiebungen im Unterschied zu dem Parl0-
Spektrum auf. Die linienverbreiterten und Uberlagerten Signale deuten darlber hinaus auf ein
Protein gréBeren Molekulargewichts hin. Da eine Uberraschend groRe Anzahl von Signalver-
danderungen vor allem im Substratbindungsbereich stattgefunden hat, kann man spekulieren, dass
sich moglicherweise zwei Par10 C40A-Molekile gegenseitig in ihren aktiven Zentren gebunden haben
und aufgrund der fehlenden (auto)katalytischen PPlase-Aktivitdt aneinander gebunden blieben. Mit
Methoden der Lichtstreuung, Feldflussfraktionierung [287, 288] und der analytischen Ultrazentri-

fugation [289] kénnte man diesen Vermutungen in weiterfihrenden Experimenten nachgehen.
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Um strukturelle und dynamische Molekiileigenschaften von Parl0 C40A zu erfassen, die sich
aufgrund der eingefiihrten Mutation ergeben haben, und um die mit Par10 C40A interagierenden
Aminosaureseitenketten prolylhaltiger Substrate identifizieren zu kdnnen, wére eine Zuordnung aller
'4N>N-Resonanzen erforderlich gewesen. Weitere Experimente (3D NOESY-, 3D COSY-, 3D TOCSY-
HSQC- und 3D HSQC-NOESY-Experimente) konnten in Zukunft zur Losung der Parl0 C40A-Struktur
fahren.

Der Austausch des zweiten, nicht-konservierten Cys68 in Parl0 durch ein Alanin fihrte zu
geringen Veranderungen der Proteinstruktur und zu einer marginalen Verringerung der PPlase-
Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp. Erklart werden kann dies aufgrund der weit entfernten Position
des Cys®® von der Substratbindungstelle des wtPar10. Der Cys™® ist fur die Integritit der Protein-

struktur in Par10 erkennbar entscheidender als Cys®.

Von den fluoreszenzmarkierten Parl10-Derivaten zeigte nur Par10 Q80Dap(Abz) eine dem wtParl0
dhnliche Sekundarstruktur und ein beinahe identisches CD-Signal zum Par10 C40A-CD-Spektrum.
Diese Ergebnisse bestatigen fiir Par10Q80Dap(Abz) die erwartete a-helikale und B-Faltblattstruktur
des Proteins (Abb. 4-12 D). Dennoch wird auch fiir Par10 Q80Dap(Abz), wie fir die drei Gbrigen
markierten Parl0-Derivate, ein deutlich niedrigeres CD-Signal bei 196 nm und eine ausgepragtere
negative Elliptizitat um 212 nm als Hinweise auf einen verringerten helikalen und erhéhten Falt-
blattanteil gewertet [192, 193].

Es ist zudem ein sekundarstrukturbeeinflussender Effekt durch die eingefiihrten Fluoreszenz-
sonden festzustellen, von denen nur geringfligige Strukturverdnderungen erwartet worden waren.
Diese Resultate Uberraschten, weil mit dem Dap(Abz)-Baustein bewusst ein kleines, hydrophobes
Aminosaurederivat gewahlt worden war, dass ebenfalls hydrophobe Aminosaureseitenketten er-
setzte (mit Ausnahme von GIn®).

Durch Vergleiche der Sekundarstrukturen von unmarkierten Par10-Molekiilen, die ebenso durch
Segmentligationen entstanden sind, wird allerdings deutlich, dass es auch hier zu Strukturab-
weichungen im Vergleich zum vollstandig exprimierten wtParl0 kommt. Dabei zeigen die unter-
suchten Proben der wtPar10-Varianten, die aus drei Peptidsegmenten synthetisiert wurden (mittels
NCL + EL), deutlich verschlechterte CD-Spektren als die Proben der Varianten, die aus zwei Peptid-
segmenten hergestellt wurden (Abb. 4-12 C). Vor allem der hohere ,synthetische” Anteil und noch
vorhandene, nicht vollstandig von den Ligationsprodukten getrennte Ausgangssegmente scheinen fir
den scheinbaren Sekundarstrukturverlust in diesen Proben verantwortlich zu sein. Die vollstindige
Abtrennung der Edukte von den ligierten Parl0-Molekiilen war aufgrund der sehr &hnlichen
Retentionszeiten bei der RP-HPLC-Reinigung nicht moglich (Abb. 4-11). Insbesondere die Volllangen-
Varianten Par10 M57Dap(Abz)- und Parl10 V58Dap(Abz) lieRen sich nicht restlos von ihren jeweiligen
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5 DISKUSSION

57merigen Ausgangssegmenten (Parl10 H-36-92-OH M57Dap(Abz), Parl10 H-36-92-OH V58Dap(Abz))
trennen.

Wie hoch der Anteil inkorrekt riickgefaltener Par10-Molekiile zu den nativ gefaltenen Spezies
war, wurde nicht bestimmt. Faltungsstudien an wtPar unter Verwendung von Harnstoff zeigen, dass
sich entfaltene Molekiile nahezu vollstdndig und autokatalysiert in ihre native Struktur zuriickfalten
[98]. Es kann davon ausgegangen werden, dass mit einer vollstandigen Isolierung der ligierten Parl10-
Varianten auch eine Verbesserung der Fern-UV-CD-Spektren resultieren wiirde und die Einflihrung
der kiinstlichen Sonde in die Substratbindungsstelle von Parl0 weniger problematisch ist, als die CD-
spektroskopischen Daten vermuten lassen.

Die Parl0-Einzelsegmente Parl10 H-1-67-OH und Parl10 H-68-92-0OH zeigten die erwarteten CD-
Signalkurven fiir Gberwiegend ungeordnete Oligopeptide (Abb. 4-12 B). Auch bei gleichzeitiger Anwe-
senheit beider Segmente kam es zu keiner ,,spontanen” Sekundarstrukturausbildung, wie das Fehlen
eines positiven CD-Signals um 195 nm oder eines negativen Ausschlags bei 217 nm zeigten. Allerdings
entsprachen diese Spektren auch nicht Spektren mit einem negativen maximalen Minimum bei
195 nm, was eine vollstandig aus einem Zufallsknduel bestehende Proteinstruktur widerspiegeln

wirde [193].

5.3.2 PPlase-Aktivitaten der Parl10-Varianten

Die fiir die einzelnen Parl0-Varianten und Segmente bestimmten Spezifitdtskonstanten Kicar-Knn ™
wurden mit einem proteasefreien PPlase-Aktivitdtstest bestimmt, da hier ein proteolytischer Abbau
inkorrekt- oder teilentfalteter Parl0-Varianten und damit verfdlschte und untereinander nicht
vergleichbare ki.iKm -Werte ausgeschlossen werden konnten (Tab. A 3-1 im Anhang). Die er-
mittelten PPlase-Aktivitdten der vollstindigen Parl0-Varianten unterschieden sich zum Teil um
mehrere GroRenordnungen voneinander, abhdngig von vorgenommenen Mutationen oder der
Position des eingefiihrten Fluorophors Dap(Abz). Wie erwartet, zeigte wtPar10 die grofte Spezifitats-
konstante (KirKm =9,9x10° £2,6x10° M s™!) und stimmte mit den zuvor publizierten Daten
(6,8x10° M-s™%), welche mit einem chymotrypsingekoppelten Test bestimmt wurden, gut tiberein
[26]. Im Unterschied zur proteasegekoppelten Methode setzte sich die eigene gemessene
Geschwindigkeit aus der Summe der Teilkonstanten fiir die cis>trans- und trans->cis-lsomerisierung
zusammen.

Die Aktivitat von Par10 C68A erreichte 96 % der Aktivitdt des wtParl10. Die PPlase-Aktivitat von
Par10 C40A war dagegen praktisch nicht mehr vorhanden. Die Inaktivitat von Parvulinvarianten, bei
denen ein entsprechender Cysteinaustausch stattgefunden hat, konnte zuvor schon an homologen

0

Parvulinen aus S. cerevisiae (Cys*?® in Essl), A. thaliana (Cys® in Pin1At) und H. sapiens (Cys'*® in

hPin1) gezeigt werden und deutet somit auf eine entscheidende Rolle dieser Cysteinseitenkette fir
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die Parvulinstruktur oder -aktivitat hin [43, 77, 107, 286]. Die Inaktivierung durch die C40A-Mutation
spiegelt beispielsweise die Situation in der hPin1l C113A-Mutante wider, welche einen im Vergleich
zur Wildtypform des hPin1 einen 123-fach niedrigeren Kia-Km -Wert aufweist.

Es ist dariber hinaus bekannt, dass die Modifizierung der beiden Cysteinseitenketten von
wtPar10 durch thiolaktive Substanzen zur Inaktivierung des Enzyms fiihren. Experimente mit Juglon
(5-Hydroxy-1,4-naphthochinon), welches nach dem Mechanismus einer MiCHAEL-Addition kovalent an
die Sulfhydrylgruppen der freien Cysteine von Parvulinen bindet, fiihrten nach der Modifizierungs-
reaktion zu einer langsamen Entfaltung und Inaktivierung der Parvulinmolekiile [99]. Juglon stellt mit
seinen beiden kondensierten Benzolringen ein relativ grolles, starres Molekil dar, das fir eine
(Teil)entfaltung von wtPar10 besonders gut geeigent scheint.

In eigenen Experimenten ist dieser Versuch mit N-Ethyl-Maleimid und lodacetamid als ebenfalls
thiolreaktive, wesentlich kleinere monocyclische beziehungsweise aliphatische Verbindungen fiir
wtPar10 und Par10 C68A wiederholt worden. Auch hier konnte bei beiden Varianten nach der er-
folgten Modifizierung keine Aktivitdit mehr gemessen werden. Die Reaktionen mit N-Ethyl-maleimid
und lodacetamid, welche beide nur mit der Thiolatform der Cysteinseitenketten reagieren kdnnen,
verliefen selbst unter leicht sauren bis neutralen pH-Bedingungen (pH 6,00-7,25) und einem nur
geringen Uberschuss von N-Ethyl-Maleimid beziehungsweise lodacetamid quantitativ (massen-
spektrometrisch nachgewiesen, Daten nicht gezeigt).

Diese Uberraschenden Ergebnisse flihrten zur Untersuchung der pKs-Werte der beiden in
wtPar10 vorliegenden Sulfhydrylgruppen (Abschnitt 5.3.3). Die Frage, ob durch die kovalente
Bindung eines N-Ethyl-Maleimids oder lodacetamids der Verlust der katalytische Aktivitat durch eine
nachfolgende Entfaltung, durch die Besetzung der Substratbindungstasche oder durch das Fehlen
eines potenziellen Nukleophils (in Gestalt der Cys*-Seitenkette) verursacht wird, konnte nicht ein-
deutig geklart werden. Allerdings zeigten die CD- und NMR-spektroskopischen Befunde (Abschnitte
4.4 und 4.2.4), dass allein schon der Cysteinaustausch gegen ein Alanin, ohne Einbringung einer

zusatzlichen chemischen Modifikation, zu einer verdanderten Sekundarstruktur von Par10 fihrt.

Durch die Einfihrung kinstlicher Fluorophore gelang es, Parl0 zu derivatisieren und neue Unter-
suchungsobjekte bereitzustellen. Bislang wurden die Seitenketten der ausgetauschten Aminosauren
mit der Substratbindung in Verbindung gebracht. Inwieweit diese Aminosaurereste an einer direkten
Substratumsetzung teilnehmen ist nicht bekannt. Fluoreszenzsonden in der unmittelbaren Nahe der
Substratbindungstasche von Parl0 interessieren besonders, da sich mit ihnen und ebenfalls
fluoreszenzmarkierten spezifischen Liganden in fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen
Riickschliisse auf die Parvulin-Ligand-Wechselwirkungen im aktiven Zentrum ableiten lassen.

Von den vier fluoreszenzmarierten Varianten war nur noch Parl0 Q80Dap(Abz) in der Lage, die

cis/trans-lIsomerisierung des Standardsubstrates 2-Abz-AAPF-pNA zu beschleunigen (57%ige Rest-
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aktivitat, Abb. 4-16). Somit zeigte nur das Par10-Derivat eine katalytische Aktivitat, bei dem die Ein-
fliihrung der Sonde zu einer signifikanten Erhohung der Hydrophobizitdt innerhalb des Substrat-
bindungsbereiches fiihrte und damit die Bindung und Umsetzung des ebenso hydrophoben 2-Abz-
AAPF-pNA-Substrats beginstigte. Die Spezifitdtskonstante fiir Par10 Q80Dap(Abz) war sogar etwas
groRer als die fir das unmarkierte Parl10, welches ebenfalls aus zwei Einzelsegmenten mittels NCL
dargestellt wurde (Tab. A 3-1 im Anhang). Es ist sehr wahrscheinlich, dass der Aktivitatsverlust von
Parl0 Q80Dap(Abz) gegeniiber wtParl0 auf eine ungewollte Beeintrdachtigung der Parl0-Raum-
struktur aufgrund des ,,synthetischen Proteinanteils” zustande kam, wie es die Fern-UV CD-Spektren
vermuten lassen (Abschnitt 5.3.1). Beim Austausch von Phe® durch Dap(Abz) scheint die schlechtere
Substratbindung zu einem zusatzlichen Aktivitatsverlust zu flihren. Bei dieser Variante konnten die
verloren gegangenen Wechselwirkungen zwischen dem Phenylring von Phe®! und dem Pyrrolidinring
des Substratprolinrests eine wahrscheinliche Erklarung fir den Aktivitatsverlust sein (Abschnitt
5.4.1).

Die vollstandige Inaktivierung der beiden (brigen fluorophoren Parl0-Derivate ist vermutlich
direkt auf die ausgetauschten Seitenkettenfunktionen und eine starke strukturelle Verdanderung des
Substratbindungsbereiches zuriickzufithren. Die besondere Bedeutung von Met®” und Val*® fiir die
Bindung der Substrate in das Katalysezentrum konnten die Ergebnisse der ‘H-°N-HSQC-Titrations-
experimente mit °N-wtParl0 erstmals bestatigen. Beide Seitenketten zeigten in allen Titrations-
versuchen die groRten chemischen Verschiebungen (Abschnitte 4.2.2 und 5.4.1). Der Austausch der
aliphatischen Seitenketten durch die aromatische 2-Abz-Seitenkette gilt deshalb als hauptursachlich
fur den Verlust der enzymatischen Aktivitit. Mutationen von Met*’, Val*, GIn® und Phe® kénnten
Hinweise geben, ob die kiinstliche Fluoreszenzsonde selbst oder der Verlust der einzelnen Amino-
sdureseitenkettenfunktionen zum Aktivitatsverlust fihrt.

Drastische Strukturveranderungen von ortsspezifisch verdanderten ParlO-Varianten wurden
zuvor schon fir eine Reihe von Par10-Einzelmutanten beschrieben [108], welche durch eine erhéhte
proteolytische Sensitivitat fir Untersuchungen nicht zuganglich waren. Mit den eigenen derivati-
sierten Parl0-Varianten liegen, wenn auch mehrheitlich katalytisch inaktiv, dennoch Untersuchungs-
objekte vor, an denen sich Struktur-/Funktionsbeziehungen einzelner Aminosaurereste bei der

Substratbindung und -umsetzung beobachten lassen.

Die erzeugten Parl0-Derivate kénnten in weiterflihrenden Studien genauer auf ihre strukturellen,
funktionellen und mit Liganden interagierenden Eigenschaften hin untersucht werden. Im Rahmen
weiterer Testverfahren wéare die Suche nach natirlichen Substraten oder neuen spezifischen
Inhibitoren fiir Par10 denkbar. Dabei ist der Einsatz substratahnlicher Quenchermolekiile wie 2-lod-
N-(alanyl-alanyl-prolyl-phenyl-paranitroanilid)acetamid, welche kovalent an Parl0 binden kdnnen,

oder nicht kovalent bindender Quenchermolekiile denkbar. Auch FRET-Experimente mit Dansyl-,
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EDANS (5-[2-Aminoethylamino]naphthalin-1-sulfonsdure), MCA (7-Amino-4-methyl-cumarin oder
ACC (7-Amino-4-carbamoylmethyl-cumarin) als Fluoreszenzdonatoren und EDDnp (N-[2,4-Dinitro-
phenyll-ethylendiamin), 4-Nitrophenylalanin oder Cumarin 153 als Fluoreszenzakzeptoren sind
moglich. Denkbar wéare auch der Einsatz eines FRET-Paares bestehend aus 6-Carboxyfluorescein
(Donator) und 5-Carboxyrhodamin (Akzeptor) [290, 291].

Dennoch scheinen eine Verbesserung der Synthese, der Zwischen- und Endproduktreinigung
und insbesondere der Rickfaltungsschritte der markierten Parl0-Varianten erforderlich. So blieb
ungeklart, wie stark unzuldngliche Synthese- und Riickfaltungsschritte zur (teilweisen) Inaktivierung
der Parl0-Derivate beigetragen haben. Um dies zu Uberpriifen sollten auch Aminosauren, welche
sich auBerhalb der Substratbindungstasche befinden, gegen Dap(Abz) ausgetauscht und die PPlase-
Aktivitat dieser Parl0-Varianten Uberpriift werden. Auch die Wahl alternativer Ligationsstellen,
neben den vorgeschlagenen, sollte in Betracht gezogen werden. Die Synthese kleinerer SPPS-Seg-
mente sollte die Integritdt dieser Par10-Abschnitte erhohen und zusammen mit langeren, rekombi-

nant generierten Peptiden zu Par10-Varianten mit einer wtPar10 dhnlichen Sekundarstruktur fihren.

5.3.3 pKs-Werte der Sulfhydrylseitenketten von Cys*® und Cys®®

Die Funktion von Cysteinseitenketten in Proteinen wird durch ihre Position innerhalb der Protein-
struktur und ihre Wechselwirkungen mit umgebenden Aminosdureresten bestimmt. Cysteinseiten-
ketten sind durch die Bildung von inter- und intramolekularen Disulfidbriicken haufig entscheidend
fir die rdumliche und funktionelle Struktur eines Proteins. Freie, nicht disulfidverbriickte Cystein-
seitenketten im Proteininneren sind vielfach die katalytisch aktiven Seitenketten in Enzymen. In
diesen Fallen weichen die funktionalen pKs-Werte der Sulfhydrylgruppen oft erheblich vom
intrinsischen pKs-Wert der freien Aminosaure Cystein ab.

Die funktionelle Bedeutung von Cys® in E. coli Par10 und der entsprechenden Cysteine in
weiteren Parvulinen (Cys™ in hPin1, Cys’® in Pin1At, Cys'* in Ess1) wird seit langem diskutiert [43,
77, 107, 286]. Insbesondere katalytisch inaktive Cysteinmutanten und eine hohe Reaktivitat von Cys*
gegeniber thiolreaktiven Substanzen waren hierfiir der Grund. Der Protonierungszustand von
Cysteinseitenketten wird durch den tatsachlichen pKs-Wert der Sulfhydrylgruppe festgelegt und
wurde fiir Cys*® und Cys®® erstmals in dieser Arbeit experimentell bestimmt (Abschnitt 4.7). Zusam-
men mit weiteren Ergebnissen dieser Arbeit werden im Folgenden mdgliche strukturelle Griinde fir
die gefundenen niedrigen Cys*- und Cys®-pKs-Werte diskutiert und mégliche Konsequenzen fiir die
katalytische Aktivitit von Par10 abgeleitet. Auf Cys®® wird aufgrund seiner untergeordneten Be-

deutung fiir die Parvulinstruktur und Enzymaktivitat weniger intensiv eingegangen.
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Beide Cysteinreste in Parl0 sind oberflachenexponiert, |6sungsmittelzuganglich und reaktiv gegen-
Uber Alkylierungs- und anderen Modifizierungsreagenzien [99]. Dies ermdoglichte die Verwendung
zweier spektroskopischer Methoden zur pKs-Wertbestimmung von Cys* und Cys®, ohne die drei-
dimensionale Struktur der Parvuline aufzulésen, und den Vergleich mit den ebenfalls bestimmten
pKs-Werten kirzerer unstrukturierter Parl0-Segmente (Tab. 4-3). Die starke Abhangigkeit des pKs-
Wertes von seiner unmittelbaren Umgebung zeigt sich in den groRen pKs-Wertunterschieden der
Sulfhydrylgruppe in der freien Aminosaure Cystein (pKs ~8,3), in kurzen unstrukturierten Peptiden
(pKs ~8,1) oder in gefalteten Proteinen mit definierter Raumstruktur (pKs ~5,2). Die , abgesenkten”
pKs-Werte von Cys40 und Cys.68 des Volllangen-Par10 lagen um drei pH-Einheiten niedriger als in den
untersuchten kirzeren unstrukturierten Parvulinsegmenten beziehungsweise der freien Cystein-

aminosaure.

Tab. 5-1. Ausgewihlte Beispiele gemessener pKs-Werte von Cysteinseitenketten in Proteinen. Die ange-
gebenen pKs-Werte wurden fiir gefaltete Proteine unter verschiedenen Bedingungen und mittels unter-
schiedlicher Methoden experimentell bestimmt. Von den 25 in [292] aufgelisteten Cysteinseitenketten wurden
nur solche mit einem pKs(Cys) <7,0 untenstehend wiedergegeben. Mit Ausnahme der humanen Kreatinkinase
fungieren alle gelisteten Cysteinseitenketten als Nukleophile wahrend der Enzymreaktion.

Protein (Aminosaure- pKs-Wert Cys-Seiten- Mechanismus der Thiolatstabilisierung /
einheiten) [Referenz] (Cys)1 kettenposition = Enzymfunktion
Ficain/Ficin (~200 AS?) [293] 2,49 Cys™ o,
-S/(His)Im*H |
Caricain (216 AS) [293] 2,88 Cys® (Cys)-S /(His)im H lonenpaar /
: 75 Peptidbindungsspaltung
Papain (212 AS) [293] 3,32 Cys
DsbA (disulfid bond A) 35 Cys® a-Helix-Makrodipol /
(189 AS) [294] ’ Y Disulfidbriickenbildung
(Cys)-S™/(His)Im"H-lonenpaar und
Cathepsin B (254 AS) [295] 3,6 Cys® a-Helix-Makrodipol /
Peptidbindungsspaltung
GST (Glutathion-S-Trans- 47 (Cys)-5 /(Lys)-NH3 lonenpaar und
ferase) (209 AS) [296] 4,2 Cys \_/_Vasserstoffbrucken/
Ubertrag. von Glutathion auf Xenobiotika
= . +
PDI & (Protein Disulfid N (Cys)-.S /(Hls)ImIH lonenpaar und
Isomerase A) (491 AS) [297] 4,5 Cys a-Helix-Makrodipol /
Disulfidbriickenbildung
humane Kreatinkinase 5 62 Cys2®? Wasserstoffbricken /
(380 AS) [298] ! ¥ Phosphorylierung von Kreatin
humanes Thioredoxin 2 Wasserstoffbricken /
6,3 Cys

(104 AS) [299] Reduzierung von Disulfidbriicken

" Der durchschnittliche pKs(Cys)-Wert fiir alle in [292] zusammengetragenen Sulfhydrylgruppen betrug 6,8 + 2,7
(fGr 25 Cysteinseitenketten in 23 Proteinen). ’Keine genauere Angabe vorhanden. Im*H = Imidazol.

Damit entsprachen die eigenen mikroskopischen pKs-Werte in den Volllangen-Parl0
(pKs(Cys™) = 5,50 + 0,13 und pKs(Cys®®) = 5,44 + 0,43) einigen der 25 experimentell bestimmten pKs-
Werte fiir Sulfhydrylgruppen anderer Proteine, welche GRIMSLEY et al. in einem Ubersichtsartikel
zusammengetragen haben [292]. Mit einem durchschnittlichen pKs-Wert von 6,8 + 2,7 lagen einzelne

pKs(Cys)-Werte zum Teil deutlich unterhalb von 5,0. Interessanterweise befinden sich die Sulfhydryl-
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gruppen mit stark abgesenkten pKs-Werten stets in der Nahe der N-Termini. Tendenziell ist der pKs-
Wert umso kleiner, je friiher die entsprechende Cysteinseitenkette in der Aminosduresequenz des
Proteins zu finden ist (mit Ausnahme von Cys282 der humanen Kreatinkinase, siehe Tab. 5-1,). Aller-
dings wurden liberwiegend die pKs-Werte von Cysteinseitenketten betrachtet, welche vermutlich
direkt an einer Substratbindung und/oder —umsetzung beteiligt sind. Die pKs-Werte von zusatzlich
vorhandenen Sulfydrylgruppen in den in Tab. 5-1 aufgefiihrten Proteinen wurden meist nicht

bestimmt.

Unter physiologischen pH-Bedingungen (pH 7,4) liegen also beide Cysteinseitenketten im Parl10
deprotoniert als Thiolatanion vor. Die pKs-Werte fiir Cys™ in den Peptiden Parl0 Ac-29-43-NH,,
Par10 Ac-29-48-NH, und Par10 H-1-67-OH (Tab. 4-3) stimmen mit den in Lehrblichern tabellierten
pKs-Werten fir die Seitenkette der freien Aminosdure Cystein (8,37) [9] beziehungsweise der
Cysteinseitenkette im Pentapeptid Ac-AACAA-NH, (8,55 +0,03) [217] liberein. Alle untersuchten ver-
kiirzten Parl10-Peptide zeigten demnach nur sehr geringe Verschiebungen des intrinsischen pKs-
Wertes ihrer Sulfhydrylgruppen, welche durch das Fehlen der nativen Sekundarstrukturausbildung
dieser Peptide erklart werden. Das Absenken der pKs-Werte in Par10 C40A und Par10 C68A muss
demnach auf strukturellen Effekten und auf einer Vielzahl von Wechselwirkungen zwischen den
einzelnen funktionellen Gruppen innerhalb der korrekt ausgebildeten Par10-Raumstruktur beruhen.
Generell ist die Stabilisierung einer negativ geladenen Seitenkette durch die Ausbildung einer
Salzbriicke mit einer positiven Ladung moglich. Derart niedrige pKs-Werte der Sulfhydrylgruppe sind
folglich oftmals auf die unmittelbare Nahe zu positiv geladenen Seitenketten anderer Aminosauren
oder auf die Anwesenheit von Metallionen zuriickzufiihren. So verfiigen alle heute bekannten Peroxi-
reduktasen (AhpC eingeschlossen) Uber eine hoch konservierte Argininseitenkette, deren positiv ge-
ladene Guanidinogruppe den pKs-Wert der Sulfhydrylgruppe des peroxidaseaktiven Cysteins stark
absenkt und damit die Thiolatform stabilisiert [112]. In der durch NMR-Experimente gel6sten Parl0-
Struktur (PDB-ID: 1JNT) befindet sich keine basische Seitenkette innerhalb der Reichweite fir eine
Salzbriicke (5 A-Radius [300]) mit dem an der Proteinoberfliche gelegenen Cys®. Gegenwartig ist
auch keine Parvulinstruktur mit einem durch Cysteinseitenketten koordinierten Metallkation
bekannt. Eine Stabilisierung der negativen Ladung durch eine Metallionenkomplexierung, wie sie bei-
spielsweise in Zinkfingermotiven vorkommt [301, 302], erscheint demnach gleichermalien
unmoglich. Ein stabiles Thiolat-Imidazolium-lonenpaar, wie man es in einigen Cysteinproteasen
findet ([303] und Tab. 5-1), wird ebenso ausgeschlossen. Wie NMR-Studien an PrsA aus S. aureus [65]
und Rontgenstrukturanalysen von hPar14 [284] ergaben, sind die in Frage kommenden Histidin-
seitenketten unter physiologischen Bedingungen ungeladen und moglicherweise an dem zuvor

beschriebenen Wasserstoffbriicken-Ladungsiibertragungssystem beteiligt (Abschnitt 5.3.1).
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Aus der Literatur ist bekannt, dass eine einzelne Wasserstoffbriickenbindung zu einer
ionisierten Sulfhydrylgruppe deren pKs-Wert um mehr als eine pH-Einheit absenken kann [304]. Den-
noch ist nicht davon auszugehen, dass eine einzelne Wasserstoffbriickenbindung mit His® fir den ge-
fundenen stark erniedrigten pKs-Wert der Cys*’-Sulfhydrylgruppe verantwortlich ist. Es scheint wahr-
scheinlicher, dass der niedrige pKs-Wert von zusatzlichen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
dem Schwefelatom von Cys* und dem Amidproton von Ser* und zwischen dem Schwefelatom von
Cys* und den Hydroxygruppen der Seitenketten von Ser®® und/oder Ser** verursacht wird.

Im Vergleich zu Sauerstoff hat Schwefel eine geringere Elektronegativitdat und aufgrund seiner
zusatzlichen Elektronenschale einen groReren Atomradius. Beide Eigenschaften sollten die Fahigkeit
eines Cysteinthiols als Wasserstoffbriickendonator (SH---:O) und eines Cysteinthiolats als Wasserstoff-
brickenakzeptor (OH-:-S) zu fungieren, reduzieren. Untersuchungen zeigen aber, dass derartige
Bindungen unter Beteiligung eines Schwefelatoms langer als zum Beispiel NH:-:O- und OH-:-N-
Bindungen sein kénnen [305, 306] und dass das Schwefelatom einen durchaus starken Wasserstoff-

brickenakzeptor darstellen kann [307].

A) B)

! \ -

Abb. 5-6. Modell der Stabilisierung des Thiolatanions von Cys40 in wtPar10. A) Cys4°-loop zwischen a-Helix 2
und a-Helix 3. Die gestrichelten Linien reprasentieren die vermuteten Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
dem deprotonierten S-Atom des Cys40 und den Seitenketten von Ser*® (2,7A) und Ser® (3,3A) und dem
Riickgratamidproton des Ser? (3,2 A). Nach eigener Auffassung sind die Wasserstoffbriicken zusammen mit
einem Helix-Makrodipoleffekt fiir die Stabilisierung der negativ geladenen Cys4°-Seitenkette verantwortlich. B)
Schematische Darstellung des Helix-Makrodipoleffekts [308, 309]. Die negative Ladung des S-Atoms (©) wird
durch die Wechselwirkung mit dem partiell positiv geladenen N-Terminus der a-Helix 3 stabilisiert. Das Dipol-
moment der Helix ist durch einen langen Vektorpfeil gekennzeichnet mit einem negativ geladenen C- (6°) und
einem positiv geladenen N-terminalen Ende (§). Der Helix-Makrodipol baut sich aus der Summe der Mikro-
dipole einer jeden Peptidbindungseinheit auf (kleine Vektorpfeile). Die positiven bzw. negativen Partial-
ladungen der Amino- und Carbonylbestandteile jeder Peptidbindung sind durch + bzw. — gekennzeichnet. Die
Carbonylsauerstoffatome (—) sind parallel zur Helix angeordnet und zeigen zum C-Terminus, die Giber Wasser-
stoffbriicken mit den Carbonylsauerstoffatomen verbundenen Amidstickstoffatome (+) zeigen zum N-Terminus
der Helix. (Farbcode der Stabdarstellung: Grau = C-Atome, Blau = N-Atome, Rot = O-Atome, Gelb = S-Atome;
PDB-ID: 1JNT, Darstellung: PyMol 1.4.1)

108



5 DISKUSSION

Die Abstdnde zwischen den beteiligten schweren Atomen liegen alle deutlich unterhalb der
maximalen Bindungslange von 4 A fir eine Wasserstoffbriickenbindung [306]. Es wird angenom-
men, dass ein solches Netz aus Wasserstoffbriickenbindungen das a-Helix 2-Schleife-a-Helix 3-Motiv
in Parl0 und anderen Parvulinen auf der gegenliberliegenden Seite der postulierten Substratbin-
dungstasche in starkem MalRe stabilisieren kann (Abb. 5-6 A). Das Fehlen dieser Wasserstoffbriicken-
bindungen wiirde ebenfalls zu strukturellen Veranderungen in der Proteinstruktur fiihren und gabe
auch eine Erklarung fiir die erhohte Sensitivitat der Par10 C40A Mutante gegeniiber dem tryptischen
Verdau und den veranderten CD-Spektren verglichen mit wtPar10. Ortsgerichtete Mutagenesen von
Ser®® und Ser* zusammen mit weiteren pH-Abhéngigkeitsmessungen sollten Aussagen zulassen, ob

und in welchem AusmaR die Serinseitenketten den Cys* pKs-Wert herabsetzten.

Helix 3 in Parl0 und die analogen Helices anderer Parvulinvertreter sind ein gemeinsames Struktur-
motiv aller in der RCSB Proteindatenbank hinterlegten Parvulinstrukturen und kénnten selbst einen
Betrag zur Absenkung des pKs-Werts von Cys™ leisten. Wie jede Helix erzeugen sie ein uber-
greifendes Dipolmoment, einen Helix-Makrodipoleffekt, mit dem sie eine negative Ladung, meist von
einer Cystein- oder Serinseitenkette stammend, stabilisieren konnen [308, 309]. Ein Helix-Makro-
dipoleffekt (auch a-Helixdipol) baut sich aus der Summe der Mikrodipoleffekte der einzelnen polaren
Peptideinheiten (= Mikrodipole, mit einer positiven Partialladung am Amidwasserstoff und einer
negativen Partialladung am Carbonylsauerstoff), aus denen eine Helix gebildet wird, auf. Da sich die
aufsummierte positive Ladung am N-Terminus der Helix befindet, wird eine sich in Nachbarschaft
dazu befindende negative Ladung (in Parl0 die negative Ladung des Cys®) durch diesen Effekt
stabilisiert (Abb. 5-6 B, fur Par10 Cys® siehe Seite 112 ff.). Roos et al. haben die pKs-Wertver-
schiebung fiir N-terminale Cysteine in a- und 3;p-Helices in Abhdngigkeit von der Helixlange
untersucht und fanden, dass sogar Helices von nur drei Aminosdureresten eine pKs-Werterniedrigung
von 1,3 pH-Einheiten in wassrigen Systemen bewirken kénnen [310].

Solche , active site helices” mit einer flr die katalytische Funktion wichtigen Cysteinseitenkette,
bei denen Helix-Makrodipoleffekte entscheidend fiir die Stabilisierung der Thiolatanionen sind,
findet man beispielsweise in Papain, Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, Rhodanase und
Thioredoxin [309, 311-313]. In den genannten Beispielen verfligen die katalytisch aktiven Cystein-
seitenketten lGber nukleophile Eigenschaften und sind direkt an der Substratumsetzung beteiligt. Der
Umstand, dass Cys40 in wtPar10 von einer ,helixbrechenden” Prolinseitenkette gefolgt wird, schlief3t
einen stabilisierenden Helix-Makrodipoleffekt nicht aus, wie das Beispiel des gut untersuchten DsbA
aus E. coli belegt [314]. In DsbA sind Cys>° und Pro** wie Cys*® und Pro* in Par10 Bestandteil einer
Proteinschleife (loop). Gleichzeitig schirmt der Prolylring in beiden Proteinen die negative Ladung der

Sulfhydrylseitenkette gegeniliber dem umgebenden Medium ab.
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Die gefundenen pKs-Werte in einem Zusammenhang mit einem moglichen Katalysemechanismus zu
bringen ist schwierig und mit den eigenen Daten nur sehr vage moglich. Damit die Isomerisierung
zwischen der trans- und cis-Konformation einer sekundaren und tertidren Peptidbindung stattfinden
kann, muss der partielle Doppelbindungscharakter, genauer die mn-Elektronenwechselwirkung
zwischen dem p-Orbital des Carbonylkohlenstoffs und dem freien Elektronenpaar des Amidstickstoffs
zeitweilig aufgehoben sein.

Moglich sind verschiedene Katalysevarianten sowohl kovalenter als auch ionischer Art [315].
Beispielsweise kénnte sich ein enzymgebundenes Nukleophil an den Carbonylkohlenstoff addieren
oder ein elektrophiler Angriff des Enzyms auf das freie Elektronenpaar des Amidstickstoffatoms statt-
finden. Auch eine intra- oder intermolekulare Protonierung des Amidstickstoffs ist denkbar. Bei einer
nicht-kovalenten Katalyse wiren allein die Bindung und Stabilisierung des orthogonalen Ubergangs-
zustandes (w = 90°) durch die PPlase fir die Herabsetzung der Aktivierungsenergie fur die cis/trans-
Interkonversion verantwortlich. Die flr die Distorsion des Substrates notwendige Energie liefert in
diesem Fall der Transfer des Substats vom wassrigen Medium in das hydrophobe aktive Zentrums
des Enzyms [316, 317].

Aufgrund seiner Lage gegeniiber der Substratbindungstasche galt die Cys**-Seitenkette als ge-
eignet, das Carbonyl-C-Atom einer Peptidyl-Prolylbindung nukleophil anzugreifen, dessen sp’-
Hybridisierung und damit den Doppelbindungscharakter der Prolylbindung aufzuheben und somit die
cis/trans-lIsomerisierung zu erméglichen [99]. Unterstiitzt wurde diese Vermutung durch die Beob-
achtung, dass sich ein mit hPinl kokristallisiertes Ala-Pro-Dipeptid in sehr guter Position fir einen
nukleophilen Angriff befindet [43]. Fiir RANGANATHAN et al. bilden die Seitenketten von His>, Cys'*,
Ser™ und His™ in hPin1 ein funktionelles Cluster, in dem Cys'** durch His"’ deprotoniert wird und
als ein katalytisch aktives Nukleophil wirkt. Sie stiitzten ihre Vermutung auf eine um den Faktor 20
herabgesetzte PPlase-Aktivitat flir hPinl1 C113S und eine 123-fach geringere Enzymaktivitat fir die
C113A-Mutante fur das Substrat Suc-AEPF-pNA. Cys->Ala-Austausche und die Modifizierung der
Cysteinthiolgruppen in verschiedenen Cyps und FKBPs verringerten die Enzymaktivitaten nur gering-
fligig und schlielen einen kovalenten Mechanismus fiir diese zwei PPlase-Familien allerdings aus
[318-320].

Ein Modell fiir eine nicht-kovalente Katalyse wurde von BEHRSIN und seinen Kollegen vorgestellt.
Es geht von einer Distorsion der Prolylbindung ohne einen nukleophilen Angriff aus und ist mit den
eigenen Ergebnissen vereinbar [107]. BEHRSIN et al. nehmen an, dass eine von der deprotonierten
Cys'-Seitenkette stammende negative Ladung neben dem Carbonylsauerstoff den Doppelbindungs-
charakter der Prolylbindung destabilisiert und somit eine cis/trans-lIsomerisierung ohne Ausbildung
eines kovalenten Intermediats erlaubt (Abb. 5-7 A). Umgekehrt ist der Doppelbindungscharakter der
Prolylbindung am gréRten, wenn bei einer gleichzeitigen positiven Ladung am sp’-hybridisierten

Amidstickstoff das elektronegativere Sauerstoffatom sp>-hybridisiert ist und eine negative Ladung
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tragt. Das freie Elektronenpaar wird demnach in Richtung Carbonylkohlenstoffatom verschoben. Eine
Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Carbonylsauerstoffatom der Prolylbindung und dem
Wasserstoffatom einer protonierten Cysteinseitenkette wiirde diese Form stabilisieren (Abb. 5-7 B).
Auch die Erkenntnis, dass andere Parvuline, beispielsweise hParl4, eine Aspartatseitenkette anstelle

der Cys™-Seitenkette aufweisen, stiitzt diese Hypothese [106].

NH NH
| — I
‘lel/c§0 ‘ZIZI/C\O_

¥ A B) "\
{;\ g: Abb. 5-7. Modell fiir eine nicht-kovalente Katalyse
\NH | \NH+ durch Parl0. A) Schwachung des Doppelbindungs-
| Cy54° 1 ) CI §%0 charakters der Peptid- (oder Prolyl-)bindung durch
,7721/c§0 8‘5/ /C\o_----H—g/ y eine partielle (oder vollstindige) negative Ladung in
| . ‘1111 5 unmittelbarer Umgebung zum Carbonylsauerstoff. B)
':'8 Starkung des Doppelbindungscharakters durch Stabi-
6 lisierung des negativ geladenen Carbonylsauerstoff-
Akzeptor atoms, indem Cys40 als Wasserstoffbriickendonator

fungiert. Abbildung verdndert nach [107].

Bei einem Ersatz von Cys™™ im hPin1 durch Asp, Ser beziehungsweise Asn wurde eine resultierende
Restaktivitdt von einem Sechstel fiir die C113D-Mutante, von einem Finfzigstel fur die C113S-
Mutante und eine vollstdandige Inaktivierung fir die C113N-Variante gefunden [107]. Mit der
Begriindung, dass eine (ionisierte) Serinseitenkette (pKs-Wert = 13) generell ein besseres Nukleophil
als eine Aspartatseitenkette darstellt, scheint fir diese Autoren ein nukleophiler Angriff auf die
cis/trans-isomerisierende Prolylbindung ausgeschlossen. Die Beobachtung, dass die kovalente Cys*-
Modifizierung durch Juglon eine schnellere Kinetik als die nachfolgende Inaktivierung von Par10
zeigt, spricht ebenfalls gegen einen kovalenten Mechanismus [99].

Zusammen mit der Feststellung, dass das Cys* in Par10 einen in den sauren pH-Bereich ver-
schobenen pKs-Wert aufweist und demzufolge unter physiologischen Bedingungen wie eine
Asparaginsdureseitenkette deprotoniert vorliegt, scheint eine negative Ladung in dieser Position filr
die Enzymfunktion beziehungsweise Enzymstruktur von APinl und Parl0 wichtiger zu sein als ein
reaktives Nukleophil. Diese Vermutung bestatigt moglicherweise auch eine Ess1 C120R-Variante aus
S. cerevisiae, welche nahezu inaktiv ist [321]. BEHRSIN et al. berechneten zudem einen auffallend
niedrigen pKs-Wert fir Cys'”, waren aber aufgrund der geringen Loslichkeit und auftretender
Aggregation von hPinl bei hoheren Proteinkonzentrationen nicht in der Lage, diesen experimentell
zu bestimmen [107] (solche Hindernisse wurden fir Parl0 nicht beobachtet). Sie vermuten, dass
His>® durch eine Wasserstoffbriickenbindung zu Cys™® die Sulfhydrylseitenkette im ionisierten

Zustand halt.
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Der pKs-Wert von Cys®®, welches vermeintlich nicht an der Katalyse beteiligt ist, war ebenfalls stark
herabgesetzt und stiitzt damit die Beobachtung, dass der Inhibitor Juglon lber eine MICHAEL-Addition
an beide Parl0-Cysteine kovalent bindet [99]. Der pKs-Wert von 5,01 welcher durch die direkte
spektroskopische Methode bei 240 nm bestimmt wurde, weicht um mehr als 0,8 pH-Einheiten vom
pKs-Wert ab, welcher mit der DTNB-Methode bestimmt worden ist (5,87; Tab. 4-3). Diese Differenz
wurde fiir Cys*® nicht beobachtet. Sterische Behinderungen bei der Reaktion von DTNB mit Cys® wie
auch mit Cys* konnen allerdings ausgeschlossen werden. Fir Parl0 C40A wurde ein deutlich
kleinerer Ag,,0-Wert als fiir Par10 C68A oder eine freien Sulfhydrylgruppe detektiert (Abschnitt 4.7).
Hierfir wird die teilweise Oxidation der freien Thiolatgruppe von Cys® durch Luftsauerstoff wahrend
des Pufferaustauschs (DTT-Entfernung) als Ursache vermutet. Thiolate sind gegeniiber Sauerstoff
reaktiver als ihre entsprechenden Thiole und Par10 C40A schien einer solchen Luftoxidation starker
zu unterliegen als Par10 C68A.

Wie im Fall des Cys* befinden sich keine Lysin- oder Argininseitenketten in unmittelbarer
Umgebung zu Cys®, um eine negative Ladung zu stabilisieren. Zwei Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den OH-Protonen von Ser®” und Thr’* zum deprotonierten Schwefel von Cys® stabilisieren
mutmaRlich diese ionisierte Cysteinseitenkette in wtPar10. Der Abstand zwischen dem Schwefelatom
und dem Sauerstoffatom der Ser®- und Thr’*-Hydroxygruppen betrigt 4 A beziehungsweise 3 A,

ermittelt aus den Koordinaten der Lésungsstruktur von Par10 (PDB-ID: 1JNT).

Es liegen nur wenige vergleichbare experimentelle Daten Uber Cystein-pKs-Werte vor. Nur 20 von
den mehr als 1400 Eintrdgen in der Protein pK, Database (PPD [322]; Stand 1. Juni 2015) geben
Werte fiir Cysteinseitenketten wieder. Der durchschnittliche pKs-Wert liegt mit 6,8 + 2,7 deutlich
niedriger als der bestimmte Wert fir das Ac-AACAA-NH,-Pentapeptid (8,55 + 0,03). Diese kleine
Datenmenge erlaubt keinen Riickschluss darauf, ob Cysteine auf der Proteinoberflache, wie beispiels-
weise Cys* und Cys® in wtPar10, generell einen abgesenkten pKs-Wert besitzen. Allerdings ergaben
Berechnungen aus 15000 in der RCSB Proteindatenbank und 6500 in der ModBase Datenbank
hinterlegten Strukturen, dass Cysteinseitenketten, die auf der Proteinoberflache exponiert auftreten,
einen um durchschnittlich zwei pH-Einheiten niedrigeren pKs-Wert aufweisen als Cysteinseiten-
ketten, welche ,abgeschirmt” im Proteininneren liegen [323]. Die Cysteinseitenkette gehort in ihrer
ungeladenen Form, neben den ungeladenen Seitenketten von Histidin und Tyrosin, aufgrund des
hydrophoben Effekts zu der am héaufigsten im Inneren von Proteinen lokalisierten ionisierbaren
Aminosaureseitenkette. Fiir auf Proteinoberflaichen exponierte und dem wassrigen Milieu zugang-
liche Cysteinreste scheinen dagegen ausschlieBlich die deprotonierten Formen vorherrschend zu
sein. Zu den Enzymen, bei denen die jeweilige katalytische Aktivitat auf eine Cysteinseitenkette mit
einem nachweislich stark herabgesetzten pKs-Wert im Proteininneren zurlickgeht (pKs(SH) < 6),

gehoren die an anderen Stellen dieser Arbeit bereits erwahnten Cysteinproteasen [324], Peroxi-
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reduktasen [325] und Inteine [326]. Bemerkenswerterweise wird die pKs(SH)-Wertabsenkung des

283

Cys™ der humanen Muskel-Kreatinkinase auf 5,7+01 durch Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb

283 285
-p

eines konservierten CPS-Motivs (Cys ro®*-Ser”®) erklart [327], und damit durch ein in wtParl0

vorkommendes identisches Sequenz- und Strukturmotiv (Cys*’-Pro*-Ser*?).

Eine alternative Methode zu den eigenen verwendeten Techniken stellt die pKs-Wertbe-
stimmung von Cysteinseitenketten lber die Bindungsenthalpiednderung wahrend der lodacetamid-
modifizierung der Cysteinseitenketten via ITC dar [328]. Die pH-Wert-abhangige lonisierung der
Sulfhydrylgruppe lasst sich auch mittels 1D 'H-NMR-Spektroskopie oder anhand von “C-HSQC-
Spektren verfolgen, indem die chemischen Verschiebungen der Ca- und CB-Protonen beziehungs-
weise des “CP-Kohlenstoffatoms des Cysteinrests detektiert werden [329, 330]. Eine direkte
Betrachtung des Protonierungzustandes der Cysteinseitenketten mittels NMR-Techniken ist aufgrund
des Fehlens eines geeigneten sensitiven Schwefelisotops nicht moglich. **S als NMR-aktives
Schwefelnuklid besitzt einen unglinstigen Kernspin von 3/2 h-2m und ein zu geringes Kern-
magnetisches Moment von 0,64 P, [331]. NMR-Messungen mit ”’Se als Schwefelsurrogat in
Kombination mit theoretischen Berechnungen stellen erst in jlingster Zeit einen neuen Ansatz dar,
um den Ladungszustand und die Reaktivitat von Cysteinseitenketten in Abhdngigkeit ihrer Umgebung

naher untersuchen zu kénnen [332].

pH-Abhingigkeit der wtPar10 katalysierten cis/trans-lsomerisierung
Studien zur pH-Wertabhangigkeit der Spezifitdtskonstante kior' Kt wurden fiir hPinl bereits zuvor in
anderen Arbeitskreisen vorgenommen. RANGANATHAN und Kollegen verwendeten zwei nicht-
phosphorylierte Tetrapeptide und damit fiir hPinl weniger gut geeignete Peptide, da hPinl eine
ausgepragte Spezifitat fir pSer/pThr-Pro enthaltende Substrate aufweist [43]. Sie ermittelten ein
glockenférmiges pH-Profil mit einer maximalen Aktivitat zwischen pH 6,0 und 7,0 und bestimmten
einen apparenten pKs(1) von 5,6 fir den aufsteigenden, im Sauren liegenden Ast, und einen
apparenten pKs(2) von 7,5 fir den absteigenden basischen Ast. Im Unterschied dazu erhielten
SCHUTKOWSKI et al. eine abweichende Kurve fiir das Substrat Ac-ApSPF-pNA [333], welche dem pH-
Katalysegeschwindigkeitsprofil der eigenen Untersuchungen fiir wtPar10 entspricht, wie es in Abb.
4-18 A gezeigt ist. Diese Kurve zeigte einen Anstieg um mehrere GréRBenordnungen im Bereich von
pH 5,0 bis 6,5 fir die Iog(kkat-KM'l)obs/pH-Wert-Auftragung mit einem breiten Plateau im alkalischen
Bereich (pH 6,5-9,5). Obwohl die Kurve nur einen ansteigenden Ast aufwies, wurde ein Modell mit
zwei fur die Enzymreaktion relevanten Dissoziationsschritten angenommen und je ein katalytisch
wichtiger Deprotonierungsschritt fiir das phosphorylierte Substrat und einer fiir das Enzym vermutet.
Die Autoren berechneten fiir beide Dissoziationsschritte dhnliche pKs-Werte von 5,7 £ 0,7 [333].
Beide genannten Arbeitsgruppen verwendeten proteasegekoppelte Aktivitatstests, um die Ab-

hangigkeit der wtPar10-Aktivitat von der Protonenkonzentration zu bestimmen. Der in dieser Arbeit
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verwendete ungekoppelte, proteasefreie Messansatz vermied mogliche Artefakte, welche zum
Beispiel durch den proteolytischen Abbau von wtParl0 oder des Substrates verursacht werden
kénnen. So wurde auch eine gegenseitige Beeinflussung der pH-abhangigen Proteolyse- und PPlase-
Aktivitat ausgeschlossen. Da wtParl0 eine Substratspezifitat flir unphosphorylierte Peptidsubstrate
aufweist, konnte ein Substrat verwendet werden, welches keine ionisierbaren Aminosaure-
seitenketten besal}, sodass Dissoziationsschritte, ausgenommen der des wtParl0, ebenfalls ausge-
schlossen werden konnten.

Das in Abb. 4-18 A bestimmte pH-Profil zeigt einen ansteigenden Kurvenverlauf von pH 2,6-6,0
und ein konstantes Plateau von pH 6,0-9,8. Der apparente pKs-Wert fiir eine vermutete deproto-
nierbare Gruppe wurde mit 5,48 + 0,07 durch nichtlineare Kurvenanpassung der Messpunkte basie-
rend auf einem Modell fur einen einfachen Dissoziationsschritt bestimmt. lonisierbare Aminosdure-
seitenketten, welche einen pKs-Wert in diesem Bereich aufweisen, sind haufig Histidin- oder Cystein-
seitenketten mit stark abgesenkten pKs-Werten [334]. SCHUTKOWSKI und Mitarbeiter schlussfolgerten
aus korrespondierenden Experimenten mit hPin1, dass His> (His® in wtPar10) fiir den Kurvenverlauf
des pH-Profils verantwortlich ist. Nachfolgende Studien belegten allerdings, dass His>° fiir die PPlase-
Aktivitdt nicht essentiell ist und nicht direkt mit dem Substrat interagiert, sondern die PPlase-
Domadnen in Parvulinen, wie bereits erwdhnt, malRgeblich durch eine Uber Wasserstoffbriicken
verbundene Tetrade (Cys*®-His®-His®*-Thr’® in Par10 bzw. Cys'-His>*-His™>’-Thr*** in hPin1) strukturell
stabilisiert (Abb. 5-5) [107, 284, 286]. Aufgrund seines stark abgesenkten pKs-Wertes gilt Cys*® als der

geeignetere Kandidat, welcher fir die pH-Abhangigkeit der PPlase-Aktivitat verantwortlich ist.

In dieser Arbeit wird, nach eigenem Kenntnisstand erstmalig, ein experimentell ermittelter pKs-Wert
eines sich nahe dem aktiven Zentrum befindenden Cysteins in Parvulinen prdsentiert. Dabei wurde
festgestellt, dass der pKs-Wert von Cys*® und das pH-Profil der PPlase-Aktivitit von wtPar10
zueinander kongruent sind. Es bleibt aber weiterhin offen, ob der Verlust der Par10-Enzymaktiviat
durch den Austausch von Cys*® durch Alanin aufgrund der dadurch ausgelosten strukturellen Ver-
danderungen oder durch den Wegfall der fir die Katalyse essentiellen Cysteinseitenkette verursacht
wird. Die eigenen Untersuchungen und die zum Teil widerspriichlichen Literaturdaten reichen nicht
aus, um diese Fragen abschliefend zu beantworten. Ein Netz aus Wasserstoffbriickenbindungen und
ein Helix-Makrodipoleffekt der a-Helix 3 in wtParl0 werden fiir die Stabilisierung des Thiolatanions
des Cys* in Par10 und fiir die in dieser Position in weiteren Parvulinen stark konservierten Cystein-
und Asparaginsaureseitenketten verantwortlich gemacht. Daher ist es erforderlich, die dargestellten
Schlussfolgerungen zu den strukturellen und kinetischen Ergebnissen kritisch zu werten und diese
durch Kristallstrukturen, vorzugsweise in Ab- und Anwesenheit von Substraten oder Inhibitoren,

abzusichern.
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5.4 Betrachtung der Par10-AhpC-Interaktion auf atomarer
Ebene

5.4.1 Interaktion von Par10 mit der Peroxireduktase AhpC

Nach der Entdeckung der AhpC als potenziellem Parl0O-Interaktionspartner durch SCHELBERT [108],
konnten MALESEVIC et al. drei AhpC-Segmente identifizieren [126], welche direkt mit den Aminosaure-
resten der putativen Substratbindungstasche von wtPar10 interagierten. Die im IANUS-screening ein-
gesetzte Parvulinsequenz beschrankte sich auf den vorgeschlagenen Par10-Substratbindungsbereich
von Lys® bis Phe®, um Interaktionsstellen innerhalb der AhpC zu finden. Fiir das AhpC-Segment
AhpC'>™3? konnte unter Verwendung des PPlase-Substrates 2-Abz-ALPF-pNA eine inhibitorische
Wirkung auf die katalytische Aktivitdt von Parl0 nachgewiesen werden [126], deren Ursache in
dieser Arbeit eingehender untersucht wurde.

Fir die Aufnahme multidimensionaler NMR-Spektren konnten die entsprechenden Proteine mit
stabilen Isotopen markiert werden. Die eigenen NMR-Studien konnten die Wechselbeziehung
zwischen wtParl0 und AhpC bestatigen und ermoglichten erstmals die genaue Untersuchung der
Interaktionsbereiche unter Verwendung vollstandiger wtPar10- und AhpC-Molekiile. Das Ziel dieser
Versuche bestand nicht darin eine Bindekonstante fir die Parl10-AhpC-Wechselwirkung zu be-
stimmen, sondern vielmehr sollten die Experimente die miteinander interagierenden wtPar10- und
AhpC-Seitenketten identifizieren. Dabei war es moglich, die an der AhpC-Bindung beteiligten Par10-
Aminosaureseitenketten zu bestimmen und deren Wechselwirkung zu quantifizieren (Abb. 4-4). Fir

entsprechende Bereiche der AhpC konnte dies nicht erreicht werden (Abschnitt 5.4.2).

Abb. 5-8. Bandermodell des AhpC-Homodimers.
Je ein dunkel- und ein hellgrau dargestelltes
Monomer bilden ein AhpC-Dimer. Die blau und rot
hervorgehobenen Sekundarstrukturbereiche ent-
sprechen der AhanS'm-Sequenz, welche im
IANUS-Peptidarray stark mit dem Substrat-
bindungsbereich von Par10 (Segment 49-61) inter-
agierte. In Kugel-Stab-Darstellung sind die Seiten-
ketten von Aspus‘-Pro126 gezeigt, deren Aspartyl-
Prolylbindung von wtParl0 als Substrat erkannt
und umgesetzt wird. (PDB-ID: 4QL9, Darstellung:
PyMol 1.4.1)

Die HSQC-Experimente mit ®N-wtPar10 und 6xHis-tag-AhpC, AhpC_kurz oder dem Peptid AhpC**> 32

(Ac-GLADRATFVVDPQGIIQA-NH,) zeigten, von wenigen Ausnahmen abgesehen, lbereinstimmende

N 15

Muster der *H"-""N-chemischen Verschiebung der ®N-wtPar10-Kreuzsignale. Das AhpC'***32

-Peptid
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zeigte die starksten, AhpC_kurz dazu abgeschwichte und 6xHis-tag-AhpC die schwichsten *HY-"°N-

Verschiebungen (Abschnitt 4.2). Eine Erklarung flr diese Langenabhangigkeit ist in dem Oligomeri-

115-132

sierungsverhalten der AhpC zu vermuten. AulRerdem ist das AhpC -Oligopeptid kleiner und
flexibler als dieAhpC-Proteine, die eine ungleich groRere Oberfliche und eine hdhere Anzahl
moglicher, auch unspezifischer, Kontaktstellen bieten, welche alle um die Bindungsstellen im BN-
wtPar10 konkurrieren. Die langgestrecktere Form eines kurzen Peptids scheint geeigneter, um mit
der Parl0-Substratbindungstasche in Wechselwirkungen zu treten. Die fiir einige Aminosauren

ermittelten A8 'HM-"N-Werte groBer 0,03 ppm sprechen fiir eine starke Wechselwirkung der

NN HSQC-Untersuchungen zwischen Pin1At und

Liganden mit N-wtPar10. Bei gleichartigen 2D *H
einem von Cdc25 abgeleiteten pThr-Peptid war ein deutlich hoheres Peptid-Enzym-Verhaltnis (40:1)
notwendig, um signifikante Verschiebungen im Peptidriickgrat hervorzurufen [77].

Das Oligomerisierungsverhalten der AhpC liefert eine Erklarung fiir die insgesamt kleineren
ppm-Betrage im Falle von 6xHis-tag-AhpC und AhpC_kurz. Unter den geforderten NMR-Messbe-
dingungen (reduzierender Puffer, um °N-wtPar10-Aggregation zu vermeiden, und [AhpC] = 1-2 mM)
war das Vorliegen von AhpC-Dekameren in den untersuchten Proben sichtbar. Die hohermolekularen
Dimer-Dimer-Komplexe (finf Dimere bilden ein Dekamer) waren in den 1D *H-NMR-Spektren durch
schlecht aufgeldste Feinstrukturen (Abb. 4-2) und in den 'H"-">N HSQC-Spektren durch eine zuneh-
mende starke bis sehr starke Linienverbreiterung mit steigender AhpC-Konzentration sichtbar (nicht
gezeigt). Dies konnte bedeuten, dass eine AhpC-Interaktionsflache fiir Parl0 bereits durch ein
weiteres AhpC-Molekiil besetzt ist und demnach die N-wtPar10-Molekiile mit AhpC-Molekiilen um
die Bindung an andere AhpC-Mono- respektive AhpC-Dimere konkurrieren missen.

N-1>N-Korrelationsexperimente bestatigten, dass im Wesentlichen die Amino-

Die Ergebnisse der 'H
sdurereste der Substratbindungsstelle zusammen mit Par10-Seitenketten, denen eine Beteiligung an
der cis/trans-lsomerisierung von Prolylbindungen zugeschrieben wird, an der Par10-AhpC-Interaktion
beteiligt sind (Abb. 4-5). Die am stirksten verschobenen Signale konnten Ser®?, Leu®, Gly*°, Arg>?,
GIn**, Met*, val*®, Ala®®, Phe®, Lys®® und Phe®! zugeordnet werden. Zu den schwécher verschobenen
Signalen gehorten jene von His®, Cys40 und His®. Die Seitenketten von Leu®®, Met®’, Val*®, Phe® und
Phe®! gehoren zu den funktionellen Gruppen, welche die hydrophobe Bindungstasche von Par10
formen. His®, Cys4°, Phe® und His®** werden in der Literatur als Bestandteile einer katalytischen
Kaskade beschrieben, welche vermutlich am Katalysemechanismus von Par10 beteiligt ist [43]. Dabei
befinden sich beide Histidinreste am Boden der Bindungstasche und damit tief in der Bindungsfurche
des Parvulins.

Dass AhpC'>**? von ®N-wtPar10 nicht nur gebunden, sondern auch als Substrat erkannt und

umgesetzt wurde, konnte auf Basis der von Dr. C. LUCKE durchgefiihrten 2D-NOESY-Experimente mit

AhpC™ ™% in Ab- und Anwesenheit katalytischer Par10-Mengen belegt werden (Abb. 4-6). Eine
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5 DISKUSSION

Beschleunigung der cis/trans-Isomerisierung der Asp'*>-Pro**®-Bindung von AhpC'***** wurde anhand
neu entstandener Signale fiir die cis-Konformation dieser Bindung in Anwesenheit von wtPar10 nach-
gewiesen. Die AhpC-Rontgenkristallstruktur und die eigenen NMR-Experimente mit AhpC'®**
zeigen, dass die Asp'*-Pro***-Prolylbindung trans konfiguriert vorliegt.

Auch wenn es nicht gelang, die entsprechenden, mit den Par10-Seitenketten wechselwirkenden
AhpC-Aminosduren zu identifizieren, so lassen die libereinstimmenden Verschiebungsmuster ver-
muten, dass der AhpC-Abschnitt Gly'* bis Ala®*> auch im vollstindigen AhpC-Molekiil den Inter-
aktionsbereich mit Parl0 darstellt. Im Falle des bisher als , kompetitiver Inhibitor” bezeichneten
AhpC*™> 2% peptids kann nun, wie auch fiur das gesamte AhpC-Molekil, von einem natirlichen

Substrat beziehungsweise einem Interaktionspartner von wtParl0 gesprochen werden. 'H"-

>N NOESY-Experimente an >N-AhpC kénnten zukiinftig weitere Signalzuordnungen liefern.

In silico Bindungsstudien (durchgefiihrt von Dr. C. LUCKE unter Verwendung des Programms HADDOCK
[335]) mit dem AhpC-Segment AhpC*®'*® (RATFVVDPQGI)™ fithrten zu einem Energieminimum-
Modell (Abb. 5-9). In diesem wird Asp™® vollstindig in der Par10-Bindungstasche zwischen His® und
His®** eingebunden und vermutlich so in einer fiir die Katalyse wichtigen Position fixiert. Die
Carboxylatseitenkette von Asp'"® befindet sich dabei in kurzer Distanz (innerhalb einer Wasserstoff-
briickenbindungslange) zu den Imidazolringen von His® und His®*. Der Prolylring von Pro*® liegt
zwischen dem Cys* und Phe®’. Obgleich in allen untersuchten AhpC-Proteinen und dem AhpC***3%-
Peptid die Aspartyl-Prolylbindungen zwischen Asp® und Pro** trans-konfiguriert ist, ergab sich fur
die beste berechnete Einbindung von Pro'*® die energetisch ungiinstigere cis-Konformation und
damit die fur Parvuline angenommene natiirliche Substratkonformation. Hydrophobe Wechselwir-
kungen oder CH-i-Interaktionen zwischen dem Phenylring (Phe®') und dem Prolylring des Substrates
scheinen die cis-Konformation im berechneten Modell zu stabilisieren [11, 230, 231]. Weiterhin hat
Val'?® des Peptidsubstrats hydrophobe Kontakte zu Leu*® und Met®” von wtPar10 (in Abb. 5-9 B nicht
gezeigt).

Der Abstand zwischen dem Schwefelatom des Cys* und dem Carbonyl-C-Atom der Prolyl-
bindung betrigt 6 A und scheint fir einen nukleophilen Angriff zu weit entfernt. Eine Anniherung
beider Atome ist aber aufgrund der Lage des Cys* innerhalb einer flexiblen Schleifenregion denkbar.
Aussagen zu einem Katalysemechanismus lassen diese computergestiitzten Berechnungen nicht zu,
sie helfen aber die Einbindung von ldangeren Peptidsubstraten in die Par10-Bindungstasche zu ver-

stehen.

115-132

"2 Eine Simulation anhand von AhpC wadre zu rechenintensiv und zeitaufwendig gewesen und machte eine

Verkiirzung der AhpC-Peptidsequenz notwendig.
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B)

119-129

Abb. 5-9. In silico Bindungsstudie des wtPar10-AhpC -Komplexes. Die Abbildung zeigt das energetisch
ginstigste Modell der Simulationen. Die Prolylbindung des Ahang'm—Peptides liegt dabei in der cis-
Konformation vor. A) Modell fiir die Bindung des AhpCm'lzg-Peptides mit der Sequenz RATFVVDPQGI (Stab-
modell) durch Par10 (Oberflachendarstellung). B) Blick in den Substratbindungsbereich von Par10 (hellgrau) mit
gebundenem AhpCllg'lzg-Peptid (dunkelgrau). Wichtige AS-Seitenketten von wtParl10 und AhpCm'129 sind mit
dem Dreibuchstabencode bezeichnet und Abstinde zwischen Atomen in Angstrém (A) als gestrichelte Linie
gezeigt. Abbildung verandert nach [126]. (PDB-ID: 1JNT, Darstellung: PyMol 1.4.1)

5.4.2 Lésungsstruktur der Peroxireduktase AhpC

Nachdem die Par10-Aminosaurereste, die mit dem Bindungspartner AhpC interagieren, identifiziert
werden konnten, sollte Analoges fiir die entsprechenden Aminosaurereste innerhalb der voll-
standigen AhpC-Molekiile erfolgen. Die Voraussetzung hierfir ware die erstmalige Beschreibung
einer AhpC-Lésungsstruktur gewesen. Das unter Abschnitt 1.4 kurz beschriebene Oligomerisierungs-
verhalten der AhpC stellte das grofSte zu I6sende Problem auf dem Weg der Strukturermittlung dar.
Die Losungs-NMR bietet zwar ein hochauflésendes spektroskopisches Verfahren zur Proteinunter-
suchung, ist dabei aber eine unempfindliche Untersuchungsmethode mit hohem Materialbedarf
verglichen mit anderen Methoden wie der CD-Spektroskopie oder der dynamischen Lichtstreuung.
Da die dekamere Form der AhpC mit einer Gesamtmolekiilmasse von Uber 210 kDa zu groB fiir
gegenwartige Standard-Losungs-NMR-Untersuchungen ist, musste die Ausbildung von AhpC-
Dekameren in den untersuchten Proben minimiert werden. In den NMR-Experimenten sollte die
AhpC idealerweise ausschlieBlich als Dimer vorliegen und eine Monomerisierung vermieden werden,

da AhpC-Monomere in E. coli nicht-funktional sind.

Wie Untersuchungen mittels analytischer Gelfiltration, dynamischer Lichtstreuung, isothermer
Titrationskalorimetrie, Kryoelektronenmikroskopie und analytischer Ultrazentrifugation ergaben, ist
das Dimer-Dekamer-Gleichgewicht unter anderem von der lonenstirke und vom pH-Wert des
Puffers, von der Konzentration und dem Redoxzustand der AhpC sowie von der Linge des C-

Terminus der AhpC-Molekiile abhéngig. Fiir AhpC existiert ein deutlicher Ubergang zwischen seiner
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Dimer- und Dekamerform, welcher vermutlich auf zuséatzliche kooperative Effekte bei der Oligo-
merisierung zurickzufihren ist [115, 117, 121, 336-340].

Eine Verschiebung des Dimer-Dekamer-Gleichgewichts durch die genannten Faktoren ist
prinzipiell moglich. Dazu durchgefiihrte Analysen wurden meist fiir AhpC-Konzentrationen zwischen
1 und 50 uM durchgefiihrt und damit weit unterhalb der fiir die eigenen NMR-Untersuchungen
benotigten Proteinkonzentrationen. Verschiedene Untersuchungen deuten darauf hin, dass bereits
bei einer AhpC-Konzentration gréRer 2,5 uM eine Oligomerisierung reduzierter AhpC-Dimere (beide
katalytisch aktiven Cysteinreste liegen in der Thiolatform vor) einsetzt [115, 336].

Auch bei fir die konventionelle Losungs-NMR unzuldssig hohen Salzkonzentrationen
([NaCl] > 1,5M) konnten tiberwiegend Dimere fiir die AhpC aus Pisum sativum nachgewiesen werden
[341]. Hohe Salzkonzentrationen in NMR-Proben fiihren allerdings zu ,elektrischen Stérungen”
(electrical noise) wahrend der Spektrenaufnahme und verschlechtern das Signal-Rausch-Verhaltnis
erheblich [342]. Dies trifft besonders im Falle der fiir die eigenen Messungen verwendeten Kryo-
Probenkopfe zu. Daher werden Ublicherweise NMR-Strukturbestimmungen in ungepufferten
Losungen oder Niedrigsalzpuffern vorgenommen. Solch ein Vorgehen war aber insbesondere in Hin-
blick auf die geplanten Untersuchungen der Par10-"*C/**N-AhpC-Interaktion nicht méglich, da in
Puffern niedriger lonenstarke unspezifische Wechselwirkungen zwischen Proteinen zunehmen.
Damit war man sehr beschrdankt bei der Variation der Pufferbedingungen und Proteinkonzentra-
tionen und gelangte (ber diese Parameter nicht zum gewilinschten Ziel.

Eine Verbesserung der 1D- und 2D-AhpC-Spektren wurde durch die Manipulation der Primar-
sequenz von AhpC erreicht. Proben der C-terminal um zwolf Aminosduren verkirzten AhpC_kurz
zeigten eine erhohte Signalintensitat und eine Signalzunahme im Vergleich zu den 6xHis-getaggten
AhpC-Molekiilen, welche den kompletten C-Terminus trugen, und lieRen auf eine wohl definierte
Sekundarstruktur hoffen (Abb. 4-2). Dass die N- und C-terminalen Verkiirzungen den Dimer- gegen-
iber dem Dekameranteil erhéhten, erkannte man zudem an den groReren kombinierten *H"-"°N-
Verschiebungen der Amidprotonenresonanz der N-wtParl0-Aminoséurereste verglichen mit den
Werten der ungekirzten 6xHis-tag-AhpC-Variante.

Die Lange des C-Terminus ist ein entscheidender Faktor bei der Dimer- und Dekamerbildung.
Studien aus dem Jahr 2014 von Dip et al. [121, 343] belegen, dass der sehr flexible C-Terminus einer
AhpC-Untereinheit Uber eine zweite Untereinheit reicht und dadurch die Dimere und indirekt die
Dekamere stabilisiert. Ein verkiirzter C-Terminus schiitzt die AhpC-Molekiile vor der Uberoxidation
und unterbindet die Bildung dekamerer AhpC-Spezies maRgeblich [340]. In den meisten Kristall-
strukturen ist der C-Terminus aufgrund seiner Beweglichkeit nicht aufgel6st oder wegen seines
proteolytischen Abbaus innerhalb der Zelle nicht mehr vorhanden.

Die niedrigere Signalintensitdt im Bereich 210-228 nm im CD-Spektrum der AhpC_kurz wurde so

interpretiert, dass dieser Variante aufgrund der vorgenommenen Proteinverkiirzungen unstruktu-
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rierte N- und C-terminale Bereiche im Vergleich zur 6xHis-tag AhpC fehlten. Die Auswertung beider
Spektren mit dem Programm CDNN ergab zudem eine leichte Erhéhung des -Faltblattanteils gegen-
Uber dem a-Helixanteil fir AhpC-kurz. Die Ergebnisse der CD-spektroskopischen Untersuchungen
lieRen vermuten, dass beide AhpC-Varianten fiir nachfolgende NMR-Messungen, unter Verwendung
des identischen Puffersystems generell geeignet waren. Allerdings waren keine Aussagen Uber die
Funktionalitdat oder das Oligomerisierungsverhalten einzelner AhpC-Varianten bei NMR-relevanten

Proteinkonzentrationen (~1 mM) moglich.

Eine zusatzliche leichte Verbesserung der NMR-Spektren wurde durch den Austausch von Thr”” durch
einen Asparaginsdurerest erreicht (nicht gezeigt). Thr’” und Thr’” eines AhpC-Dimers befinden sich an
der Dimer-Dimer-Grenzflache und sind sowohl Giber Wasserstoffbriickenbindungen mit koordinierten
Wassermolekiilen als auch iber VAN-DER-WAALS-Krifte zwischen dem Thr”” und Phe* verbunden
[120]. Zusammen mit weiteren Aminosaureseitenketten (je Dimer: Phe®®, Phe®, Phe®, Phe’®, Ala®,
Trp®!), welche tiber hydrophobe Wechselwirkungen interagieren, stabilisieren sie die Dimer-Dimer-
Interaktion von AhpC. PARSONAGE et al. konnten fiir AhpC aus Salmonella typhimurium die Stabili-
sierung der Dekamere durch eine T77V-Mutation und die Destabilisierung durch T77I- und T77D-
Austausche anhand analytischer Ultrazentrifugationen zeigen [120]. Besonders AhpC T77D zeigte
eine deutliche Erhohung des Anteils der dimeren gegeniber der dekameren Form aufgrund der
AbstoRungskrafte der beiden gegeniiberliegenden, unkompensierten negativen Ladungen der
Asparaginsaureseitenketten. Sie wiesen bis zu einer AhpC-Konzentration von 485 uM ausschlieRlich
Dimere nach.

Die eigenen 1D 'H-NMR Spektren der AhpCT77D-Mutante lieRen ebenfalls fiir AhpC-Konzen-
trationen zwischen 1 und 2 mM einen leicht héheren Dimer-Anteil vermuten. Mit der statischen und
der dynamischen Lichtstreuung [287, 288] sowie der analytischen Ultrazentrifigation [289] stehen
Methoden bereit, mit denen sich der Anteil und die Grofle von Proteinaggregaten in einer Losung
auch bei hohen Proteinkonzentrationen genauer bestimmen lassen. Diese Techniken konnten in
weiterfihrenden Untersuchungen zum Einsatz kommen, um die dominierende Zustandsform
verschiedener AhpC-Varianten unter diversen Bedingungen zu ermitteln.

Ein von YAMAMOTO und Kollegen in die AhpC-Sequenz zusatzlich eingefiihrter Phenylrest
zwischen Phe®® und Tyr® fiihrte ebenfalls zur Unterbindung der Dekamerbildung, allerdings unter
erheblichen AhpC-Strukturanderungen, dem Verlust der Peroxidaseaktivitdt und der Beobachtung
einer neuen Disulfidreduktaseaktivitat [344], weshalb dieser Ansatz nicht weiter verfolgt wurde.

Von den getesteten Detergenzien Triton X-100 (nichtionisches Detergens), Natriumdesoxycholat
(anionisches Detergens) und Sulfobetain SB 14 (zwitterionisches Detergens) konnte nur das zwitter-
ionische Detergens CHAPS die Protein-Protein-Interaktionen zwischen einzelnen Dimeren beein-

flussen, wie eine leichte Verbesserung der in Voruntersuchungen aufgenommenen 1D ‘H-NMR-
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Spektren zeigte (Abb. 4-2 B). Bereits in den 1980er Jahren konnte CHAPS zur Isolierung von Proteinen
im nativen Zustand und unter nur geringem Aktivitdtsverlust sowie zur Auftrennung hdher-
molekularer Proteinkomplexe erfolgreich eingesetzt werden [345-347]. Dabei wurde es in Konzentra-
tionen von 1-13 mM in einem fir physiologische Prozesse glinstigen pH-Bereich von 5-8 eingesetzt.
Es galt daher als vielversprechend, um die AhpC-Dekamere zu disaggregieren und deren Reaggrega-
tion zu unterbinden, ohne dabei denaturierend auf die AhpC-Struktur zu wirken. Aber auch hier war
die erreichte Verbesserung der 1D-"H-NMR-Testspektren ungentigend. Als ein gravierender Nachteil
der eingesetzten hohen CHAPS-Konzentrationen erwiesen sich die zusatzlichen stérenden Aliphaten-

protonensignale (Abb. 4-2).

Die uniforme Markierung der ausgewahlter AhpC-Proteine mit den Isotopen N (*H"-’N-HSQC-
Spektren) respektive *C und °N (Triple-Resonanz-Spektren) und ein benétigter Reinheitsgrad der
Proteine von Uber 95 % konnte genauso gewadhrleistet werden, wie die Stabilitdt der Proteine,
welche Uber viele Stunden bis mehrere Tage bei Raumtemperatur gemessen werden mussten. Es
wurden aber keine geeigneten Bedingungen gefunden, um die Oligomerisierung der AhpC bei den fiir
NMR-Experimente erforderlichen hohen Proteinkonzentrationen (1-2 mM) zu unterbinden. Das Ziel,
erstmals eine Losungs-NMR-Struktur der AhpC unter Verwendung von *C/**N-markierter AhpC_kurz
aufzuklaren, wurde nicht erreicht. Ebenso blieben die funktionellen Gruppen unidentifiziert, welche
eine chemische Verschiebungsanderung zeigen, wenn unmarkiertes wtPar10 zur AhpC zutitriert wird.
Daher war die genaue Bestimmung des Parl0-Bindungsbereiches auf der AhpC-Oberflache nicht
moglich. Dazu hatten stabile AhpC-Dimere vorliegen miissen. Es gelang aber vermutlich nur eine teil-
weise Auflésung der Dekamerringstruktur.

Die Struktur und Dynamik groRRer Proteinkomplexe (und anderer Biomakromolekiile) in fliissiger
Umgebung sind mit kleinen Magnetfeldern nicht oder nur sehr schwer I6sbar. Der Grund hierfir liegt
in der groReren Anzahl sich Gberlagernder Signale, die mit der MolekiilgroRe wachst. Man bendétigt
daher oft starkere Magnetfelder, spezielle Kryoprobenkopfe oder Festkorper-NMR-Experimente
[348], um groRere Proteine oder ganze Proteinkomplexe untersuchen zu kdnnen. Eine Verstarkung
des Magnetfeldes verbessert in vielen Fallen die Auflésung und das Signal-Rausch-Verhéltnis der
detektierten Signale. Die Aufnahme von AhpC-Spektren an leistungsfahigeren 900 MHz NMR-Geraten
konnte zu insgesamt verbesserten Signalmustern und einfacheren Interpretationen der experimen-
tellen Daten fiihren. In Zukunft kdnnte sich die Empfindlichkeit vorhandener und neuer NMR-
Spektrometer so weit verbessern, dass sich die dreidimensionale Struktur der AhpC-Dekamere und
die Par10-AhpC-Wechselwirkungen in Lésung und sogar kinetische Untersuchen an beiden Proteinen,
genauer untersuchen lassen.

Die Spektrenkomplexitat grofler Proteine lasst sich auch durch segmental isotopenmarkierte

Proteine signifikant verringern. Unter Verwendung der NCL, EPL oder des Transspleifens lassen sich
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beispielsweise einzelne Proteinsegmente mit NMR-aktiven Isotopen (*H, *C, °N) markieren und
selektiv mittels NMR untersuchen [349-351]. Diese Methode ist bereits erfolgreich bei der Ein-
fiihrung NMR-inaktiver, l6slichkeitserhhender Proteinerweiterungen [352], bei der Untersuchung
von Interdomanen-Wechselwirkungen [353] und Konformationsdnderungen von Proteinen [354]
sowie bei der Strukturaufklarung groRer Multidoméanenproteinen [355, 356] eingesetzt worden und
bietet damit einen vielversprechenden Ansatz bei der Aufklarung einer AhpC-Losungsstruktur und

der Analyse der Par10-AhpC-Interaktion.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Im Fokus dieser Arbeit stand das Zytoplasmaprotein Parvulin 10 (Parl0) des gramnegativen
Bakteriums Escherichia coli. Par10 ist eine aus lediglich 92 AS bestehende Peptidyl-Prolyl-cis/trans-
Isomerase (PPlase) und gilt als Prototyp der Parvulinfamilie, zu der auch die humanen Vertreter
hPar14, hParl7 und hPinl gehoren. Parl0 ist eines der kleinsten bekannten, als Monomer aktiven
Enzyme und katalysiert die cis/trans-lsomerisierung von Xaa-Pro-Bindungen in Peptiden und
Proteinen. Im Unterschied zu anderen Parvulinen verfligt Par10 (iber eine einzelne PPlase-Domane
ohne zusatzliche N- oder C-terminale Erweiterungen. Parvuline sind an Prozessen der Proteinfaltung,
Zellzykluskontrolle, Signaltransduktion sowie des Transports und Abbaus von Proteinen beteiligt. Sie
werden mit einer Vielzahl von Erkrankungen assoziiert (u.a. Her2-positiver Brustkrebs, Morbus
ALZHEIMER) und sind deshalb von hohem therapeutischem Interesse.

Der bislang einzige vermutete zelluldre Bindungspartner von Parl0, die Alkylhydroperoxid-
Reduktase Untereinheit C (AhpC), konnte vor dieser Arbeit nur unzureichend als natirlicher Interak-
tionspartner bestatigt werden. Insbesondere der Substratbindungsbereich von Par10 und die Wech-
selbeziehungen zwischen Par10 und der AhpC wurden in der vorliegenden Arbeit eingehender unter-
sucht. Weiterhin wurden verschiedene Verfahren zur Synthese und Manipulierung von Parvulin-
sequenzen in der vorliegenden Studie angewendet, um den Substratbindungsbereich von Parl0
selektiv mit Fluoreszenzsonden zu markieren. Fir beide in Par10 vorkommenden Cysteinseitenketten
konnten die jeweiligen pKs-Werte erstmals experimentell bestimmt werden. Vor allem der fiir die
Umsetzung von Standardsubstraten essentielle Cys*’-Aminosaurerest war zuvor hinsichtlich seiner
nukleophilen Eigenschaften und seiner Bedeutung fiir die Parvulinstruktur ungeniigend untersucht

worden.

Die Ergebnisse der experimentellen Arbeiten lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Um zu den modifizierten Par10-Molekilen zu gelangen, wurde ein Semisyntheseweg vorgeschlagen,
welcher die inteinvermittelte Synthese von Peptid-a-thioestern und die Festphasenpeptidsynthese
(SPPS) zusammen mit der Natirlich Chemischen Ligation (NCL) und der Enzymatischen Ligation (EL)
verband. Insgesamt sechs chemisch (25 bzw. 32 AS) und zwei rekombinant erzeugte Peptid-
beziehungsweise Peptid-a-thioestersegmente (35 bzw. 67 AS) wurden synthetisiert und entsprech-
end der Parl0-Primarsequenz erfolgreich zu 10 kDa groRen, fluoreszenzmarkierten Par10-Derivaten
miteinander ligiert.

Die Einfihrung des Fluoreszenzbausteins in Form des nicht kanonischen Aminosdurederivats
Dap(Abz) erfolgte nahe der Substratbindungstasche von Par10 in vier Positionen (Met”’, Val*®, GIn®*

und Phe®) mittels Festphasenpeptidsynthese. Unter Verwendung der NCL konnten die Peptide
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Par10 H-36-92-OH M57Dap(Abz) und Parl0 H-36-92-OH V58Dap(Abz) sowie die vollstandigen Par10-
Derivate Par10 Q80Dap(Abz) und Parl10 F81Dap(Abz) aufgebaut werden.

Die Darstellung eines Substratmimetikums als Ausgangssegment fiir die EL war durch eine
inteinvermittelte Par10 H-1-35-MESNa-Synthese und eine anschlieBende Umesterung zu Par10 H-1-
35-SBn realisierbar. Die in das Substratmimetikum eingebrachte Esterabgangsgruppe (-SBn) wurde
von der verwendeten Trypsiligase erkannt und in einer ,reversen Proteolyse” mit markierten
Par10 H-36-92-OH-Segmenten zu den vollstandigen Par10-Derivaten Par10 M57Dap(Abz) und Par10
V58Dap(Abz) umgesetzt.

Erste enzymkinetische und strukturelle Charakterisierungen der in dieser Arbeit modifizierten
Parvuline deuten bereits das Potential derartiger Varianten an. Die an unterschiedlichen Positionen
in Par10 eingebrachten Fluoreszenzsonden schaffen somit eine erste Grundlage fiir zukiinftige Unter-
suchungen und kénnten helfen, die Substraterkennung, -bindung und den Katalysemechanismus von
Parvulinen zu verstehen. Weitere Synthese- und Ligationsstrategien in Kombination mit biophysika-
lischen Sonden an anderen geeigneten Parl0-Aminosaurepositionen kénnten Ausgangspunkte fir
eine Reihe von neuen Parl10-Derivaten sein und wichtige neuartige Untersuchungsobjekte liefern.

Entsprechende Varianten konnten in weiterfihrenden Fluoreszenzpolarisations- oder in
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie-Studien zusammen mit ebenfalls fluoreszenzmarkierten,
potenziellen Par10-Substraten oder Par10-Inhibitoren eingesetzt werden. Uber die Bindung unter-
schiedlicher Fluorophore an mdgliche Parl0-Liganden lieRen sich nach der Beobachtung eines
moglichen Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers neue Informationen zu den dynamischen
Prozessen wahrend einer Parl0O-Ligandbindung ableiten. Die hieraus erhaltenen Erkenntnisse
konnten beispielsweise helfen, antibakterielle Substanzen zu identifizieren. Die andauernde Zu-
nahme von multiresistenten Keimen erfordert die stetige Entwicklung neuartiger Antibiotika und die
Inhibierung der fiir einige prokaryotische Organismen essentiellen Parvuline stellt dabei einen viel-

versprechenden Ansatz dar.

Anhand durchgefiihrter pKs-Wertbestimmungen an den synthetisierten Par10 C40A und Par10 C68A
wurde festgestellt, dass sowohl Cys™ als auch Cys® einen in den sauren pH-Bereich verschobenen
pKs-Wert aufweisen (pKs(Cys™)=5,50+ 0,13 und pKs(Cys®®) = 5,44 +0,43) und demzufolge unter
physiologischen Bedingungen (pH-Wert = 7,4) deprotoniert vorliegen. Bislang gab es ausschlieRlich
theoretisch berechnete pKs-Werte und wenige geeignete Untersuchungsobjekte.

In vorangegangenen Studien ist die Beteiligung der Sulfhydrylgruppe des in Parvulinen konser-

> in hPinl1) am Katalysemechanismus wiederholt diskutiert worden. Dennoch

vierten Cys™ (Cys™
konnte die mechanistische Bedeutung dieser Aminosaure fiir die Enzymfunktion noch nicht zweifels-
frei gezeigt werden. Auch die Ergebnisse dieser Arbeit lassen keine Aussage zu, ob die Cys*’-

Seitenkette als Nukleophil agiert und direkt an einem kovalent verlaufenden Katalysemechanismus
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der cis/trans-Isomerisierung von Prolylbindungen beteiligt ist. Eigene Fern-UV-CD-Untersuchungen,
limitierte Proteolysen und zweidimensionale NMR-Experimente deuten auf einen tertidrstruktur-
stabilisierenden Einfluss der negativen Ladung von Cys® (iber die Beteiligung an einer iber Wasser-
stoffbriicken verbundenen Tetrade hin (Cys*°-His®-His®*-Thr’®). Ein weiteres von Cys*® ausgehendes
Wasserstoffbriickennetzwerk und ein moglicher Helix-Makrodipoleffekt scheinen an der Thiolat-
stabilisierung des Cys*® beteiligt zu sein.

In zukiinftigen Mutationsstudien sollten vor allem die mit Cys*® wechselwirkenden Aminosaure-
seitenketten (mutmaRlich Ser®, Ser*?, His®) ausgetauscht werden. Damit lieRen sich die strukturellen
Beziehungen zwischen einzelnen Aminosduren im Substratbindungsbereich von Par10 nachvollziehen

und die Betrdge der pKs-Wertabsenkung durch die einzelnen Seitenketten abschatzen.

Die NMR-spektroskopischen Untersuchungen erlaubten eine genauere Untersuchung der Parl0-
AhpC-Wechselbeziehung auf atomarer Ebene und gaben Hinweise auf die Raumstruktur der PPlase-
inaktiven Parl10 C40A-Variante. Die durchgefihrten NMR-Studien konnten Parl0 und AhpC als
Interaktionspartner bestadtigen und zusatzlich ein von der AhpC-Sequenz abgeleitetes Peptid
(AhpC*™°**?) als ein Parl0-Substrat ausmachen, bei dem eine cis/trans-Isomerisierung der Prolyl-

126 stattfindet. Anhand der "H"-"°N-Korrelationen von Par10 gelang es,

bindung zwischen Asp'*>-Pro
die an der Bindung von AhpC beteiligten Parl10-Aminosaureseitenketten zu identifizieren und deren
Wechselwirkungen zu quantifizieren. Damit konnte die zundchst nur putative Substratbindungs-
tasche von Parl0 als tatsachlicher Bindungsbereich fiir Substrate verifiziert werden.

Auf diesen experimentellen Daten aufbauende Dockingstudien ergaben ein Modell des Par10-
AhpC-Komplexes, bei dem in der energetisch giinstigsten Form die C-N-Bindung zwischen Asp'® und

Pro** in der cis-Konformation vorliegt. Pro**

taucht demnach véllig in die Bindungstasche von Par10
ein und die Carboxyseitenkette von Asp'® liegt innerhalb einer Wasserstoffbriickenbindungsdistanz
zu den Imidazolringen von His® und His®.

Mit einer Losungs-NMR-Struktur der AhpC sollte die Voraussetzung geschaffen werden, um
auch die AhpC-Seitenketten, welche ihrerseits mit den Parl0-Aminosauren der Substratbindungs-
tasche interagieren, eindeutig benennen zu kdnnen. Anhand von 1D- und 2D-NMR-Experimenten
konnten AhpC-Varianten mit einer definierten Tertidrstruktur ausgewahlt und unter verschiedenen
Bedingungen auf die beabsichtigte Auflosung ihrer dekameren Ringstruktur hin untersucht werden.
Allerdings blieben diese Versuche bei den fiir die NMR-Versuche benétigten hohen Protein-
konzentrationen bislang erfolglos. Aufgenommene Spektren deuteten darauf hin, dass die AhpC-
Molekiile unter den getesteten Bedingungen (iberwiegend in ihrer dekameren Form vorlagen. Die
daraus resultierende groRRe Molekiilmasse von mehr als 210 kDa sorgte fiir lange Korrelationszeiten

T. (aufgrund einer langsamen BROWNschen Molekularbewegung) und in deren Konsequenz zu einer

zunehmenden Linienverbreiterung mit einer starken Uberlagerung einzelner NMR-Messsignale. Der
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damit einhergehende Informationsverlust fiihrte zu ungeniigend aufgel6sten Spektren, aus denen
keine Raumstruktur der AhpC in Lésung abgeleitet werden konnte.

Die Aufnahme von verbesserten AhpC-Spektren an modernen, leistungsfahigeren NMR-Geraten
koénnte zu einer einfacheren Signalzuordnung und Interpretation der experimentellen Daten fihren.
Mit Unterstiitzung von segmental isotopenmarkierten AhpC-Molekilen kénnten Lésungsstrukturen
einzelner AhpC-Segmente schrittweise erhalten werden. Es wird vorgeschlagen, sich zunachst auf
den C-terminalen Bereich zu konzentrieren, da hier, wie gezeigt werden konnte, die Bindung durch
Par10 erfolgt. Es konnten mehrere auf diese Weise erhaltene Teilstrukturen in silico zu einer Gesamt-
struktur zusammenfiigt werden, die dann detailliertere Strukturinformationen tber die AhpC in
Losung ergibe. Die sich daran anschlieRenden Titrationsexperimente mit *C- und *’N-teilmarkierten
AhpC-Chimaren kénnten Rickschliisse auf die AhpC-Seitenketten, welche an der Bindung mit Par10

beteiligt sind, zulassen.

Die genauen Ablaufe bei der Erkennung der zu isomerisierenden Prolylbindungen bleiben unver-
standen. Folglich erlauben die derzeit bekannten Daten weiterhin keine Riickschllsse auf die native
Enzymfunktion von Parl0. Da auch Studien mit anderen PPlasen diesbezliglich erfolglos verliefen,
sind grundlegende Fragen hinsichtlich des Katalysemechanismus, natirlicher in vivo Substrate und
der genauen zelluldaren Funktion der Parvuline bislang unbeantwortet und erfordern weiterflihrende

Untersuchungen.
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Il ANHANG

Il Anhang

A 1 Sequenzierungen und abgeleitete Primarsequenzen

Par10 1-35 — Mth-RIR1-Intein — CBD Fusionsprotein

ATGGCAAAAACAGCAGCAGCACTGCATATCCTTGTAAAAGAAGAGAAACTGGCTCTGGATCTTCTCGAGCAGAT
TAAGAACGGGGCCGATTTCGGCAAGCTGGCGAAGTGCGTATCCGGTGACACCATTGTAATGACTAGTGGCGGTC
CGCGCACTGTGGCTGAACTGGAGGGCAAACCGTTCACCGCACTGATTCGCGGCTCTGGCTACCCATGCCCCTCA
GGTTTCTTCCGCACCTGTGAACGTGACGTATATGATCTGCGTACACGTGAGGGTCATTGCTTACGTTTGACCCA
TGATCACCGTGTTCTGGTGATGGATGGTGGCCTGGAATGGCGTGCCGCGGGTGAACTGGAACGCGGCGACCGCC
TGGTGATGGATGATGCAGCTGGCGAGTTTCCGGCACTGGCAACCTTCCGTGGCCTGCGTGGCGCTGGCCGCCAG
GATGTTTATGACGCTACTGTTTACGGTGCTAGCGCATTCACTGCTAATGGCTTCATTGTACACGCATGCGGCGA
GCAGCCCGGGACCGGTCTGAACTCAGGCCTCACGACAAATCCTGGTGTATCCGCTTGGCAGGTCAACACAGCTT
ATACTGCGGGACAATTGGTCACATATAACGGCAAGACGTATAAATGTTTGCAGCCCCACACCTCCTTGGCAGGA
TGGGAACCATCCAACGTTCCTGCCTTGTGGCAGCTTCAATGA

MAKTAAALHI LVKEEKLALD LLEQIKNGAD FGKLAKCVSG DTIVMTSGGP RTVAELEGKP
FTALIRGSGY PCPSGFFRTC ERDVYDLRTR EGHCLRLTHD HRVLVMDGGL EWRAAGELER
GDRLVMDDAA GEFPALATFR GLRGAGRQDV YDATVYGASA FTANGFIVHA CGEQPGTGLN
SGLTTNPGVS AWQVNTAYTA GQLVTYNGKT YKCLQPHTSL AGWEPSNVPA LWQLQ Stop

Par10 1-67 — Mth-RIR1-Intein — CBD Fusionsprotein

ATGGCAAAAACAGCAGCAGCACTGCATATCCTTGTAAAAGAAGAGAAACTGGCTCTGGATCTTCTCGAGCAGAT
TAAGAACGGGGCCGATTTCGGCAAGCTGGCGAAGAAACACTCCATTTGCCCATCAGGCAAACGCGGCGGTGATT
TAGGTGAATTCCGCCAGGGTCAGATGGTTCCGGCGTTCGATAAAGTGGTTTTCTCTTGCGTATCCGGTGACACC
ATTGTAATGACTAGTGGCGGTCCGCGCACTGTGGCTGAACTGGAGGGCAAACCGTTCACCGCACTGATTCGCGG
CTCTGGCTACCCATGCCCCTCAGGTTTCTTCCGCACCTGTGAACGTGACGTATATGATCTGCGTACACGTGAGG
GTCATTGCTTACGTTTGACCCATGATCACCGTGTTCTGGTGATGGATGGTGGCCTGGAATGGCGTGCCGCGGGT
GAACTGGAACGCGGCGACCGCCTGGTGATGGATGATGCAGCTGGCGAGTTTCCGGCACTGGCAACCTTCCGTGG
CCTGCGTGGCGCTGGCCGCCAGGATGTTTATGACGCTACTGTTTACGGTGCTAGCGCATTCACTGCTAATGGCT
TCATTGTACACGCATGCGGCGAGCAGCCCGGGACCGGTCTGAACTCAGGCCTCACGACAAATCCTGGTGTATCC
GCTTGGCAGGTCAACACAGCTTATACTGCGGGACAATTGGTCACATATAACGGCAAGACGTATAAATGTTTGCA
GCCCCACACCTCCTTGGCAGGATGGGAACCATCCAACGTTCCTGCCTTGTGGCAGCTTCAATGA

MAKTAAALHI LVKEEKLALD LLEQIKNGAD FGKLAKKHSI CPSGKRGGDL GEFRQGQMVP
AFDKVVFSCV SGDTIVMTSG GPRTVAELEG KPFTALIRGS GYPCPSGFFR TCERDVYDLR
TREGHCLRLT HDHRVLVMDG GLEWRAAGEL ERGDRLVMDD AAGEFPALAT FRGLRGAGRQ
DVYDATVYGA SAFTANGFIV HACGEQPGTG LNSGLTTNPG VSAWQVNTAY TAGQLVTYNG
KTYKCLQPHT SLAGWEPSNV PALWQLQ Stop



Il ANHANG

Parl0 wt

ATGGCAAAAACAGCAGCAGCACTGCATATCCTTGTAAAAGAAGAGAAACTGGCTCTGGATCTTCTCGAGCAGAT
TAAGAACGGGGCCGATTTCGGCAAGCTGGCGAAGAAACACTCCATTTGCCCATCAGGCAAACGCGGCGGTGATT
TAGGTGAATTCCGCCAGGGTCAGATGGTTCCGGCGTTCGATAAAGTGGTTTTCTCTTGTCCGGTACTGGAGCCG
ACCGGCCCGCTGCACACCCAGTTCGGATATCACATCATTAAGGTGCTGTACCGCAACTAA

MAKTAAALHI LVKEEKLALD LLEQIKNGAD FGKLAKKHSI CPSGKRGGDL GEFRQGQMVP
AFDKVVFSCP VLEPTGPLHT QFGYHIIKVL YRN Stop

Par10 C40A

ATGGCAAAAACAGCAGCAGCACTGCATATCCTTGTAAAAGAAGAGAAACTGGCTCTGGATCTTCTCGAGCAGAT
TAAGAACGGGGCCGATTTCGGCAAGCTGGCGAAGAAACACTCCATTGCCCCATCAGGCAAACGCGGCGGTGATT
TAGGTGAATTCCGCCAGGGTCAGATGGTTCCGGCGTTCGATAAAGTGGTTTTCTCTTGTCCGGTACTGGAGCCG
ACCGGCCCGCTGCACACCCAGTTCGGATATCACATCATTAAGGTGCTGTACCGCAACTAA

MAKTAAALHI LVKEEKLALD LLEQIKNGAD FGKLAKKHSI APSGKRGGDL GEFRQGQMVP
AFDKVVFSCP VLEPTGPLHT QFGYHIIKVL YRN Stop

Par10 C68A

ATGGCAAAAACAGCAGCAGCACTGCATATCCTTGTAAAAGAAGAGAAACTGGCTCTGGATCTTCTCGAGCAGAT
TAAGAACGGGGCCGATTTCGGCAAGCTGGCGAAGAAACACTCCATTTGCCCATCAGGCAAACGCGGCGGTGATT
TAGGTGAATTCCGCCAGGGTCAGATGGTTCCGGCGTTCGATAAAGTGGTTTTCTCTGCTCCGGTACTGGAGCCG
ACCGGCCCGCTGCACACCCAGTTCGGATATCACATCATTAAGGTGCTGTACCGCAACTAA

MAKTAAALHI LVKEEKLALD LLEQIKNGAD FGKLAKKHSI CPSGKRGGDL GEFRQGQMVP
AFDKVVFSAP VLEPTGPLHT QFGYHIIKVL YRN Stop

6xHis-tag-AhpC (AhpC-Sequenz, ohne spaltbarem His-tag und mit vollstindigem C-Terminus)

ATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGGATCCTTGATTAACACCAAAATTAAACCTTTTAAAAACCAGGC
ATTCAAAAACGGCGAATTCATCGAAATCACCGAAAAAGATACCGAAGGCCGCTGGAGCGTCTTCTTCTTCTACC
CGGCTGACTTTACTTTCGTATGCCCGACCGAACTGGGTGACGTTGCTGACCACTACGAAGAACTGCAGAAACTG
GGCGTAGACGTATACGCAGTATCTACCGATACTCACTTCACCCACAAAGCATGGCACAGCAGCTCCGAAACCAT
CGCTAAAATCAAATATGCGATGATCGGCGACCCGACTGGCGCCCTGACCCGTAACTTCGACAACATGCGTGAAG
ATGAAGGTCTGGCTGACCGTGCGACCTTCGTTGTTGACCCGCAGGGTATCATCCAGGCAATCGAAGTTACCGCT
GAAGGCATTGGCCGTGACGCGTCTGACCTGCTGCGTAAAATCAAAGCAGCACAGTACGTAGCTTCTCACCCAGG
TGAAGTTTGCCCGGCTAAATGGAAAGAAGGTGAAGCAACTCTGGCTCCGTCTCTGGACCTGGTTGGTAAAATCT
AA

MRGSHHHHHH GSLINTKIKP FKNQAFKNGE FIEITEKDTE GRWSVFFFYP ADFTFVCPTE
LGDVADHYEE LQKLGVDVYA VSTDTHFTHK AWHSSSETIA KIKYAMIGDP TGALTRNFDN
MREDEGLADR ATFVVDPQGI IQATIEVTAEG IGRDASDLLR KIKAAQYVAS HPGEVCPAKW
KEGEATLAPS LDLVGKI Stop

6xHis-tag-DDDDK-AhpC_kurz (AhpC-Sequenz, mit spaltbarem His-tag und verkiirztem C-Terminus)

ATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTCTGGTGCCACGCGGTTCTGGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAA
ATTCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCGACGACGACGACAAGGCCATGGGATCCTTGATTA
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ACACCAAAATTAAACCTTTTAAAAACCAGGCATTCAAAAACGGCGAATTCATCGAAATCACCGAAAAAGATACC
GAAGGCCGCTGGAGCGTCTTCTTCTTCTACCCGGCTGACTTTACTTTCGTATGCCCGACCGAACTGGGTGACGT
TGCTGACCACTACGAAGAACTGCAGAAACTGGGCGTAGACGTATACGCAGTATCTACCGATACTCACTTCACCC
ACAAAGCATGGCACAGCAGCTCCGAAACCATCGCTAAAATCAAATATGCGATGATCGGCGACCCGACTGGLGCC
CTGACCCGTAACTTCGACAACATGCGTGAAGATGAAGGTCTGGCTGACCGTGCGACCTTCGTTGTTGACCCGCA
GGGTATCATCCAGGCAATCGAAGTTACCGCTGAAGGCATTGGCCGTGACGCGTCTGACCTGCTGCGTAAAATCA
AAGCAGCACAGTACGTAGCTTCTCACCCAGGTGAAGTTTGCCCGGCTAAATGGAAAGAAGGTGAAGCATAA

MHHHHHHSSG LVPRGSGMKE TAAAKFERQH MDSPDLGTDD DDKAMGSLIN TKIKPFKNQA
FKNGEFIEIT EKDTEGRWSV FFFYPADFTF VCPTELGDVA DHYEELQKLG VDVYAVSTDT
HFTHKAWHSS SETIAKIKYA MIGDPTGALT RNFDNMREDE GLADRATFVV DPQGIIQAIE
VTAEGIGRDA SDLLRKIKAA QYVASHPGEV CPAKWKEGEA Stop

6xHis-tag-AhpC T77D (AhpC-Sequenz, ohne spaltbarem His-tag und vollstindigem C-Terminus,
Mutation Thr’”’Asp)

ATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGGATCCTTGATTAACACCAAAATTAAACCTTTTAAAAACCAGGC
ATTCAAAAACGGCGAATTCATCGAAATCACCGAAAAAGATACCGAAGGCCGCTGGAGCGTCTTCTTCTTCTACC
CGGCTGACTTTACTTTCGTATGCCCGACCGAACTGGGTGACGTTGCTGACCACTACGAAGAACTGCAGAAACTG
GGCGTAGACGTATACGCAGTATCTACCGATACTCACTTCGACCACAAAGCATGGCACAGCAGCTCCGAAACCAT
CGCTAAAATCAAATATGCGATGATCGGCGACCCGACTGGCGCCCTGACCCGTAACTTCGACAACATGCGTGAAG
ATGAAGGTCTGGCTGACCGTGCGACCTTCGTTGTTGACCCGCAGGGTATCATCCAGGCAATCGAAGTTACCGCT
GAAGGCATTGGCCGTGACGCGTCTGACCTGCTGCGTAAAATCAAAGCAGCACAGTACGTAGCTTCTCACCCAGG
TGAAGTTTGCCCGGCTAAATGGAAAGAAGGTGAAGCAACTCTGGCTCCGTCTCTGGACCTGGTTGGTAAAATCT
AA

MRGSHHHHHH GSLINTKIKP FKNQAFKNGE FIEITEKDTE GRWSVFFFYP ADFTFVCPTE
LGDVADHYEE LQKLGVDVYA VSTDTHFDHK AWHSSSETIA KIKYAMIGDP TGALTRNFDN
MREDEGLADR ATFVVDPQGI IQAIEVTAEG IGRDASDLLR KIKAAQYVAS HPGEVCPAKW
KEGEATLAPS LDLVGKI Stop

6xHis-tag-DDDDK-AhpC_kurz T77D (AhpC-Sequenz, mit spaltbarem His-tag und verkiirztem C-
Terminus, Mutation Thr”’Asp)

ATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTCTGGTGCCACGCGGTTCTGGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAA
ATTCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCGACGACGACGACAAGGCCATGGGATCCTTGATTA
ACACCAAAATTAAACCTTTTAAAAACCAGGCATTCAAAAACGGCGAATTCATCGAAATCACCGAAAAAGATACC
GAAGGCCGCTGGAGCGTCTTCTTCTTCTACCCGGCTGACTTTACTTTCGTATGCCCGACCGAACTGGGTGACGT
TGCTGACCACTACGAAGAACTGCAGAAACTGGGCGTAGACGTATACGCAGTATCTACCGATACTCACTTCGACC
ACAAAGCATGGCACAGCAGCTCCGAAACCATCGCTAAAATCAAATATGCGATGATCGGCGACCCGACTGGLCGCC
CTGACCCGTAACTTCGACAACATGCGTGAAGATGAAGGTCTGGCTGACCGTGCGACCTTCGTTGTTGACCCGCA
GGGTATCATCCAGGCAATCGAAGTTACCGCTGAAGGCATTGGCCGTGACGCGTCTGACCTGCTGCGTAAAATCA
AAGCAGCACAGTACGTAGCTTCTCACCCAGGTGAAGTTTGCCCGGCTAAATGGAAAGAAGGTGAAGCATAA

MHHHHHHSSG LVPRGSGMKE TAAAKFERQH MDSPDLGTDD DDKAMGSLIN TKIKPFKNQA
FKNGEFIEIT EKDTEGRWSV FFFYPADFTF VCPTELGDVA DHYEELQKLG VDVYAVSTDT
HFDHKAWHSS SETIAKIKYA MIGDPTGALT RNFDNMREDE GLADRATFVV DPQGIIQAIE
VTAEGIGRDA SDLLRKIKAA QYVASHPGEV CPAKWKEGEA Stop
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A 2 Experimentell bestimmte Molekllmassen

Tab. A 2-1. Ubersicht der experimentell bestimmten Molekiilmassen. Aufgelistet sind die in dieser Arbeit
synthetisierten Protein und Parvulinsegmente mit ihren berechneten und bestimmten Molekiilmassen.

Peptid/Protein berechnet’ bestimmt?
Par10 H-1-35-MESNa 3884,6 Da 3886 [M+H]"
Par10 H-1-35-SBn 3867,6 Da 3869 [M+H]"
Par10 H-1-35-OH 3761,4 Da 3762 [M+H]"
Par10 H-1-67-MESNa 7345,6 Da 7347 [M+H]*
Par10 H-1-67-OH 7222,4 Da 7224 [M+H]"
Parl0 wt 10100,8 Da 10103 [M+H]*
>N Par10 wt 10224,9 Da 10228 [M+H]*
Par10 C40A 10068,7 Da 10071 [M+H]*
>N Par10 C40A 10192,8 Da 10199 [M+H]*
Par10 C68A 10068,7 Da 10070 [M+H]*
Par10 H-36-67-MESNa 3602,2 Da 3603 [M+H]"
Par10 H-36-67-OH 3479,0 Da 3480 [M+H]"
Par10 H-36-67-MESNa M57Dap(Abz) 3675,2 Da 3677 [M+H]*
Par10 H-36-67-MESNa V58Dap(Abz) 3707,3 Da 3708 [M+H]"
Par10 H-68-92-OH 2896,4 Da 2898 [M+H]"
Par10 H-68-92-OH Q80Dap(Abz) 2973,5 Da 2975 [M+H]"
Par10 H-68-92-OH F81Dap(Abz) 2953,4 Da 2955 [M+H]"
Par10 H-36-92-OH 6357,4 Da 6459 [M+H]"
Par10 H-36-92-OH M57Dap(Abz) 6430,4 Da 6432 [M+H]*
Par10 H-36-92-OH V58Dap(Abz) 6462,5 Da 6464 [M+H]"
Par10 H-36-92-OH Q80Dap(Abz) 6434,5 Da 6437 [M+H]*
Par10 H-36-92-OH F81Dap(Abz) 6414,4 Da 6416 [M+H]*
Par10 H-1-92-OH 10100,8 Da 10103 [M+H]*
Par10 H-1-92-OH M57Dap(Abz) 10173,8 Da 10175 [M+H]*
Par10 H-1-92-OH V58Dap(Abz) 10205,9 Da 10207 [M+H]*
Par10 H-1-92-OH Q80Dap(Abz) 10177,9 Da 10180 [M+H]"
Par10 H-1-92-OH F81Dap(Abz) 10157,8 Da 10160 [M+H]*
6xHis-tag-AhpC 21941,6 Da 21944 [M+H]"
6xHis-tag-DDDDK-AhpC_kurz 24467,3 Da 24469 [M+H]"
AhpCt 1918,3 Da 1919 [M+H]*
AhpC'>13? 1912,2 Da 1914 [M+H]*
AhpC_kurz 19681,1 Da 19683 [M+H]"
B¢/™N 6xHis-tag-DDDDK-AhpC_kurz 25837,1 Da 25839 [M+H]"
B¢/"N AhpC_kurz 20786,9 Da 20789 [M+H]"
6xHis-tag-AhpC T77D 21955,6 Da 21958 [M+H]"
6xHis-tag-DDDDK-AhpC_kurz T77D 24481,4 Da 24483 [M+H]"
AhpC_kurz T77D 19695,0 Da 19697 [M+H]*

! durchschnittliche Molekiilmasse der unprotonierten Spezies berechnet mit dem Programm ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam/ [167]), Isotopen-markierte Proteinvarianten berechnet mit Protein
Calculator v3.4 (http://protcalc.sourceforge.net/) ? berechnet mit der MassLynx 4.0 Software (Waters) unter
Verwendung des MaxEnt-Algorithmus [191].
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A 3 Absolute und relative Spezifitatskonstanten

Tab. A 3-1. Absolute und relative Spezifitatskonstanten der fiir die Arbeit hergestellten Par10-Varianten bzw.
Par10-Segmente fiir das Substrat 2-Abz-AAPF-pNA. Fiir die relativen Spezifitatskonstanten in Prozent wurde
die absolute Spezifitdtskonstante von wtPar10 (Wildtypaktivitdat) 100 % gesetzt und alle anderen Werte darauf
bezogen. Die angegebenen absoluten und relativen Fehler sind die Standardfehler der Regressionsanalysen zur
Ermittlung der Spezifitdtskonstanten, welche anhand von mindestens sechs Datenpunkten bestimmt wurden.
Die Bedingungen des Aktivitatstests sind in Abschnitt 3.7.1 ndher erldutert.

Par10-Variante/ absolute Spezifitatskonstante relative Spezifitidtskonstante
Par10-Segment(e) Kiat K™t (M72-s7Y) Kiat-Kn ™ (%)
wtPar10 9,9x10° + 2,6x10° 100 + 2,63
wtPar10 (aus zwei Segmenten) 4,9x10° + 2,3x10° 49,5+ 2,32
wtPar10 (aus drei Segmenten) 8,2x10° + 3,3x10* 8,3+0,33
Par10 C40A 5,0x10* + 5,0x10° 0,5+0,01
Par10 C68A 9,5x10° + 4,1x10° 96,0 + 4,14
Par10 M57Dap(Abz) 0 0
Par10 V58Dap(Abz) 0 0

Par10 Q80Dap(Abz) 5,6x10° + 1,7x10° 56,6 +1,72
Par10 F81Dap(Abz) 3,6x10" £ 9,3x10° 0,36 +0,09
1-35' 0 0
36-67° 4,0x10° + 1,9x10° 0,04 +0,02
68-92° 5,5x10% + 1,3x10° 0,01 +0,002
1-67" 4,7x10° + 7,4x10° 0,05 +0,01
36-92° 3,3x10” £ 6,8x10" ~0
1-35"+ 36-92° 4,4x10° + 1,1x10° ~0
1-67"+ 68-92° 1,0x10° + 4,6x10° 1,0 £ 0,05
36-67°+ 68-92° 2,2x10° + 3,3x10’ 0,02 +0,003
1-35"+ 36-67°+ 68-92° 4,4x10% + 7,9x10" ~0

" = rekombinant erhaltenes Par10-Segment, © = chemisch synthetisiertes Par10-Segment
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A 4 Schema der Festphasenpeptidsynthese
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Abb. A 4-1. Aligemeines Schema der Festphasenpeptidsynthese (SPPS).

Vi
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A 5 Schema der Naturlich Chemischen Ligation
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Abb. A 5-1. Allgemeines Prinzip der Natiirlich Chemischen Ligation (NCL). Ubliche Reaktionsbedingungen: pH-
Wert ~8, Verwendung von Harnstoff oder Guanidiniumhydrochlorid als Denaturierungsmittel, Zugabe der
Additive Thiophenol oder 4-Mercapto-phenylessigsdure als Katalysator und TCEP als thiolfreies Reduktions-
mittel. R = -CH,-CH,-S03, -CgHs, -CH,-C¢Hs. Abbildung verdndert nach [268].

A 6 Schema der proteasekatalysierten Peptidsynthese

A) HX
KS 4’
- 5 ks
EH + Ac—X — [ E---:Ac—X ] Ac—E —» EH +Ac—OH
ks, + H,0
aktives Zentrum K
W HN
S3 Sz St Sh S, HN
P; P, (P: g Py P, Peptidsubstrat K
I Ac—E--HN ——> EH+Ac—N
P; P, Py E Py Substratmimetikum
8 '
W

Abb. A 6-1. Modell der kinetisch kontrollierten serin-/cysteinproteasekatalysierten Acyltransferreaktion. A)
EH = freies Enzym; Ac-X = Acyldonator/Carboxykomponente/Substratmimetikum; HX = Abgangsgruppe; Ac-E =
Acyl-Enzym-Intermediat/MICHAELIS-MENTEN-Komplex; Ac-OH = Hydrolyseprodukt; HN = Acylakzeptor/ Amino-
komponente/Nukleophil; Ac-N = Aminolyseprodukt/geknlipftes Peptid/Protein; Ks, Ky = Gleichgewichts-
konstanten; k,, ks, ks, ks = Geschwindigkeitskonstanten; rote Pfeile kennzeichnen den Weg zum gewiinschten
Ligationsprodukt Ac—N. B) Unterschiedliche Einbindung von Peptidsubstrat und Substratmimetikum in das
aktive Zentrum einer Protease. Die spezifitatsvermittelnde Aminosaureseitenkette (P,) des Peptidsubstrats ist
beim Mimetikum in die C-terminale Esterabgangsgruppe verschoben (P';) und im Ligationsprodukt nicht mehr
vorhanden. Die schwarzen Pfeile kennzeichen die Abgangsgruppen, der gebogene Pfeil die Verschiebung des
Spezifitdtszentrums in die Abgangsgruppe, Kreise stellen Aminosauren dar und gestrichelte Linie die Substrat-
spaltstellen. Nomenklatur nach SCHECHTER und BERGER [242]. Abbildungen verdndert nach [157].

vii
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