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Einleitung

1 Einleitung

Linus Pauling legte vor rund einem halben Jahrhundert den Grundstein fiir unser heutiges
Verstindnis der dreidimensionalen Struktur von Proteinen und ebenso die Basis, die molekulare
Funktionsweise von Enzymen zu verstehen [1]. Zwanzig Jahre spiter dufBlerte Brandts die
Vermutung, dass die langsamen Entfaltungskinetiken, welche bei manchen Proteinen beobachtet
wurden, mit der s/ trans-Isomerisierung von Peptidyl-Prolyl-Bindungen (im Folgenden auch kurz
Prolyl-Bindungen genannt) im Zusammenhang stehen koénnten [2]. 1984 wurde der erste
Vertreter einer neuen Enzymklasse aus Schweineniere pripariert: dieses Enzym war in der Lage,
die ¢is/trans-Isomerisierung von Prolyl-Bindungen effizient zu beschleunigen [3]. Enzyme, die
dieser Klasse angehoren, werden als Peptidyl-Prolyl-cis/ #rans-Isomerasen (PPlasen, EC 5.1.2.8)
bezeichnet. Seitdem sind mehr als zwanzig Jahre vergangen, und die groBe Anzahl an
wissenschaftlichen Arbeiten zu diesem Thema zeigt, mit welch groflem Interesse an Proteinen
dieser Enzymklasse gearbeitet wird. Die am besten untersuchten Vertreter der PPlasen sind das
humane Cyclophilin 18 (hCyp18) und das humane FK506-bindende Protein 12 (hFKBP12).
Beide Enzyme stellen die prototypischen Vertreter der nach ihnen benannten PPlase-Familien
der Cyclophiline und FKBP dar. Die Namen beider Enzyme leiten sich von ihrer hohen Affinitat
zu den immunsuppressiv wirkenden Substanzen Cyclosporin A und FK506 ab. Eine dritte
PPIase-Familie, die Parvuline (von parvulus, lat. fur klein), wurde nach ihrem ersten Vertreter,
dem nur rund 10 kDa groflen E. cw/i Par10 benannt. Am detailliertesten untersucht wurde das
humane Pinl (hPinl) aus dieser PPIase-Famillie. Der Befund, dass Cyclophiline und FKBP eine
entscheidende Rolle bei der CsA- und FK506-vermittelten Immunsuppression spielen, fihrte zu
einem immensen wissenschaftlichen Interesse. Seitdem wurden PPlasen als Schliisselenzyme fur
die verschiedensten physiologischen Prozesse, wie der 7z vivo-Proteinfaltung, der Hitzeschock-
Antwort, der Transkription und Translation, der Ionenkanal- und Rezeptor-Regulation, der
Signalweiterleitung, der Tumormetastasis, der Pathogen-Wirt-Interaktion —und  der
Zellzykluskontrolle identifiziert [4-8]. Trotz der Vielfalt an publizierten experimentellen und
theoretischen Ergebnissen ist der PPlase-Katalysemechanismus auf atomarer Ebene nur
unzureichend verstanden. So ist noch nicht geklirt, ob die drei PPlase-Familien, welche
untereinander keine Sequenzhomologien aufweisen, die Beschleunigung der Prolyl-
Isomerisierung unter Verwendung des gleichen Katalysemechanismus erreichen. Die Einfachheit
der katalysierten Reaktion ist dabei fir enzymologische Untersuchungen nicht nur von Vorteil.
So scheinen PPlasen zum Beispiel zur Katalyse keine Kofaktoren zu bendétigen, was
spektroskopische Untersuchungen erschwert. Des Weiteren sind die Unterschiede zwischen den

Substraten und Produkten der PPlasen klein und besondets in hohermolekularen Substraten und
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Produkten schwierig zu beobachten. In den folgenden Abschnitten werden die wichtigsten

Ergebnisse in Verbindung mit dem PPIase-Katalysemechanismus dargestellt.

1.1 Nichtenzymatische Katalyse der Prolyl-cis/trans-Isomerisierung

Um den Enzymmechanismus von PPlasen besser zu verstehen, ist ein umfassendes Wissen tber
die chemischen Eigenschaften der Prolyl-Bindung unumginglich. Das klassische Konzept der
,Resonanzstabilisierung® von Pauling erklirt viele der chemischen FEigenschaften der
Peptidbindung durch die Delokalisierung des freien Elektronenpaars des Peptidstickstoffatoms
tber die gesamte Peptidbindung, wie z.B. die hohe Rotationsbarriere der C-N-Bindung, die
verkiirzte C-N-Bindungslinge, die Stabilitit von Peptidbindungen gegentiber einem nukleophilen
Angriff und die beobachteten Peaks im IR-Spektrum, [9]. Dabei wird angenommen das sich das
freie Elektronenpaar entweder direkt am Stickstoffatom befindet, oder aber eine Doppelbindung
zwischen dem Carbonylkohlenstoff und dem Stickstoff bildet. Die Peptidbindung ist damit durch
zwei  mesomere  Grenzstrukturen — charakterisiert.  Dieses  einfache  Modell — der
,Resonanzstabilisierung® wurde spiter von Wiberg durch die Einfthrung einer dritten
mesomeren Grenzstruktur weiter verfeinert (Uberblick in [10]). In dieser Grenzstruktur ist die
Carbonylgruppe vollstindig polarisiert, und damit der Carbonylsauerstoff negativ und der
Carbonylkohlenstoff positiv geladen. Die folgenden drei Abschnitte enthalten eine kurze
Zusammenfassung der in der Literatur beschriebenen Méglichkeiten, die ¢/s/ #rans-Isomerisierung
der Peptid-Bindung, speziell die der Prolyl-Bindungen, auf nichtenzymatischen Weg zu

beschleunigen.

1.1.1 Katalyse durch Lésungsmitteleinfliisse

Die Peptidbindung weist in ihrer planaren Form eine groflere Ladungstrennung auf, als im
postulierten orthogonalen Ubergangszustand, deshalb sollten unpolare Losungsmittel die
cis/ trans-Isometisierung  von Peptidbindungen beschleunigen. Ubereinstimmend mit dieser
Vermutung wurde eine 060fach erhohte Geschwindigkeit der Isomerisierung von
N,N-dimethylacetamid (DMA) in Cyclohexan gegeniiber Wasser beobachtet [11, 12].
Interessanterweise konnte nachgewiesen werden, dass die Geschwindigkeit der Isomerisierung
von Ac-GP-OMe nicht mit der Dielektrizititskonstante oder der Losungsmittelpolaritit
korrelierte, sondern proportional zu Fihigkeit des Loésungsmittels war, Wasserstoffbriicken
auszubilden [13]. Dabeti ist die Hohe der C-N-Rotationsbarriere proportional zur Stirke der vom
Peptidbindungssauerstoff eingegangenen Wasserstoffbriickenbindung mit dem Losungsmittel.
Berechungen ergaben, dass die C-N-Rotationsbarriere nur um 1,3 kcal mol” sinkt, wenn die

Peptidbindung im vollstindig desolvatisierten Zustand vorliegt [13]. Die Geschwindigkeit der

cis/ trans-Isomerisierung von DMA steigt um den Faktor 160, wenn der pH-Wert der Lésung von
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7,0 auf 1,8 gesenkt wird. Die Verringerung der Rotationsbarriere wird dabei durch die
Protonierung am Peptidbindungsstickstoffatom erreicht [14]. Weiterhin wurde beobachtet, dass
im basischen Milieu bei pH 11,8 Hydroxid-lonen die s/ #rans-Isomerisierung von DMA
beschleunigen koénnen. Der entscheidende Schritt ist dabei die Bildung eines tetraedrischen
Zwischenproduktes am Carbonylkohlenstoff, in welchem die Peptidresonanz aufgehoben ist [14].
Unter physiologischen Bedingungen sind solche extremen pH-Werte tblicherweise nicht zu
finden. Jedoch sind Enzyme in der Lage, reaktive Hydroxid-Ionen im aktiven Zentrum unter
Benutzung von enzymgebundenen Zn’'-lonen zu bilden, wie es zum Beispiel fiir die
Carboanhydrase beschrieben ist [15]. In Losungen mit pH-Werten im Bereich von 5 bis 9 ist die
Geschwindigkeit der s/ trans-Isometisierung von Prolyl-Bindungen in kurzen Peptiden
annihernd konstant. Damit kann unter diesen Bedingungen eine allgemeine intermolekulare
Sdure/Base-Katalyse ausgeschlossen werden [16]. In diesem pH-Wert-Bereich zeigte sich, dass
der zu beobachtende KSIE annihernd 1 war. Daraus wurde der Schluss gezogen, dass wihrend

der Bildung des Ubergangszustandes kein Protonentransfer stattfindet [17].

1.1.2 Intramolekulare Katalyse

Zum ersten Mal wurde eine Form der intramolekularen Katalyse der s/ #rans-Isometisierung von
Prolyl-Bindungen in wissriger Losung, bei der Renaturierung von entfalteter Dihydro-
folatreduktase (DHFR) beobachtet. Dabei beschleunigt die Guanidiniumgruppe des Arginyl-
Restes R44 durch die Interaktion mit dem Imidstickstoff der Prolyl-Bindung zwischen den
Resten Q65 und P66 die frans- nach cs-Isomerisierung dieser Peptidbindung und damit die
Proteinfaltung [18]. Interessanterweise zeigte eine erste Analyse der in der Proteinstruktur-
datenbank (RCSB-Datenbank) hinterlegten Strukturen, dass in rund 6% aller Strukturen
mindestens eine Guanidiniumgruppe innerhalb von 4 A zu einem Imidstickstoff zu finden ist
(Daten nicht gezeigt). Ein weiteres Beispiel fiir eine intramolekulare Katalyse ist fir Oligopeptide
beschrieben. Dort konnte die Ausbildung einer sogenannten 5-NH--N, Wasserstoff-
brickenbindung zwischen dem Imidstickstoff der Prolyl-Bindung und der benachbarten
amidischen NH-Gruppe beobachtet werden [19]. Durch die Ausbildung dieser finfzihligen
Ringstruktur wird die ¢is/ #rans-Isomerisierung der Prolyl-Bindung in organischen Lésungsmitteln
bis zu 260fach beschleunigt [19]. Auf einem dhnlichen Mechanismus beruht auch die bis zu
10fache Beschleunigung der Geschwindigkeit der s/ #rans-Isomerisierung von Cys-Pro-
Bindungen in zyklischen, disulfidverbriickten Peptiden gegeniiber ihren offenkettigen
Gegenstiicken [20, 21]. Monte-Carlo-Simulationen dieser Reaktion ergaben, dass in den
zyklischen Peptiden das NH-Proton der Peptidbindung, welches C-terminal zur Prolyl-Bindung
gelegen ist, eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem freien Elektronenpaar des Imidstickstoffs

im Ubergangszustand eingehen konnte und auf diese Weise die Reaktion beschleunigte.
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Beschleunigungen in dhnlichen GréBenordnungen wurden fur His-Pro-Prolyl-Bindungen in
Peptiden gefunden, wenn der pH-Wert von basischen zu sauren Werten gedndert wurde. Da bei
dieser Reaktion ein normaler KSIE von 2 beobachtet wurde, konnte geschlussfolgert werden,
dass ein direkter Protonentransfer von der protonierten Seitenkette des Histidins zum
Imidstickstoff der Prolyl-Bindung wihrend der Bildung des Ubergangszustands stattfindet [22].
Der Effekt von Modifikationen der Prolyl-Bindung selbst oder einer der beiden angrenzenden
Aminosdurereste auf die Geschwindigkeit der Isomerisierung wurde bis jetzt noch nicht
besprochen. In der Regel beschleunigen Modifikationen, die die Elektronendichte an der
Carbonylgruppe der Peptidbindung erhéhen, die Geschwindigkeit der Isomerisierung. Der
entgegengesetzte Effekt tritt ein, wenn die Elektronendichte am Imidstickstoff steigt. Der
Einfluss von unterschiedlichen Ringgréen und Heteroatomsubstitutionen des Prolyl-Restes auf
die C-N-Rotationsbarriere in kurzen Peptiden wurde bestimmt. Dabei wurde deutlich, dass fur
die (§)-Azetidin-2-Karbonsidure-, (5)-Oxazolidin-4-Karbonsiure- und (R)-Thiazolidin-2-
Karbonsaure-Derivate eine deutliche Erniedrigung der Barriere zu beobachten war [23]. Derselbe
Effekt wurde fir Fluorprolinderivate beschrieben, dabei hatte der induktive Effekt der
Fluorsubstitutionen eine schwichere Resonanzstabilisierung der Amidbindung in den
untersuchten Substanzen (Ac-(4K)-FPro-OMe, Ac-(4S)-FPro-OMe and Ac-4,4-F,Pro-OMe) zur
Folge [24]. Eine Erhohung der Rotationsbarriere wurde fir 3-C-alkylierte Prolinderivate
beobachtet. Solche Modifikationen verlangsamen die Geschwindigkeit der Isomerisierung im
wissrigen Medium, wobei die Effekte hauptsichlich von den sterischen Behinderungen der
Substitution ausgehen [25]. Die Substitution des Carbonylsauerstoffs der Prolyl-Bindung gegen
Schwefel in kurzen Peptiden reduziert die Geschwindigkeit der ¢/s/ #rans-Isometisierung um einen
Faktor von 25 bis 125 [26].

Nur wenige der beschriebenen Modifikationen sind von physiologischer Relevanz, dazu gehéren
die Hydroxylierung von Prolin in Position 4 und die O-Glykosylierung und Phosphorylierung
von Serin- und Threoninseitenketten von N-terminal zu Prolin gelegenen Aminosdureresten.
Dabei konnte beobachtet werden, dass die O-Glykosylierung keinen Einfluss auf die
Geschwindigkeit der cis/ frans-Isometisierung hat. Hingegen fihrt die Serin- bzw. Threonin-
phosphorylierung zu einer rund 7fachen Verringerung der Geschwindigkeit [27-29]. Die
Hydroxylierung von Prolyl-Resten (#rans-4-Hydroxyprolin) wie sie z.B. in Kollagen beobachtet
witd fithrt zu einem doppelt so hohem Anteil an #ans Prolyl-Bindungen im ¢is/trans-
Gleichgewicht von Dipeptiden [30]. Wohingegen sich die der as-Anteil und die Geschwindigkeit

det ¢is/ trans-Isometisierung in N-Acetly-srans-4-Hydroxyprolin nur geringfligio verringert [25].
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1.1.3 Intermolekulare Katalyse
Monoklonale Antikorper, hergestellt gegen Haptene mit «o-Keto-dicarbonyl-Funktionen,

beschleunigen die ¢s/rans-Isometisierung in Peptiden und Proteinen. Es wurde postuliert, dass
die durch die AntikOrper vermittelte Katalyse auf einem kovalenten Mechanismus beruht [31].
Eine detaillierte Untersuchung dieser Antikorper zeigte jedoch, dass die niedrigen
Beschleunigungsraten, die Insensitivitit der Katalyse gegeniiber pH-Wert-Anderungen und der
erhaltene KSIE von 1 mit einem solchen Mechanismus nicht im Einklang stehen [32]. Ahnliche
Beschleunigungsraten wurden durch den Einsatz von Phospholipidvesikeln und Mizellen

erhalten [33]. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind im Kapitel 1.2.2 beschrieben.

1.2 Enzymkatalysierte Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerisierung

PPlasen treten als Einzel- und Mehrdominenproteine auf. Es ist bekannt, dass Vertreter der
FKBP und der Parvuline mehrere nichtidentische PPlase-Dominen in einem Enzym vereinen.
Einzelne oder auch mehrfache PPlase-Dominen kénnen durch weitere Nicht-PPlase-Dominen
und Protein-Protein-Interaktionsmotive erginzt sein, darunter sind z.B. WW-Dominen, TPR-
Motive und Calmodulinbindemotive zu finden. Eine ausfiihrliche Ubersicht tiber den modularen
Aufbau der PPlasen ist in einem aktuellem Artikel beschrieben [34]. Da sich diese Arbeit
hauptsachlich mit dem molekularen Mechanismus der PPlase-Aktivitit beschaftigt, soll in den
folgenden drei Kapiteln nur auf die PPlase-Dominen der drei PPlase-Familien eingegangen
werden. In Abbildung 1 sind verschiedene fiir PPlasen mogliche Katalysemechanismen

aufgezeigt, welche in der Literatur beschrieben sind.

1.2.1 Cyclophiline
Nach der Entwicklung eines z vitro-PPlase-Aktivititstests wurde es moglich, den Enzym-

mechanismus der PPlasen zu untersuchen [3]. In den letzten zwanzig Jahren wurden mit Hilfe
dieses Tests mehr als 68 verschiedene Cyclophiline aus mindestens 35 verschiedenen Organismen
untersucht. Fast alle untersuchten Cyclophiline zeigten dabei eine hohe Spezifititskonstante
(k../Ky) von 10° bis 10' M" s gegeniiber dem Substrat Suc-AAPF-pNA (Tabelle 7-1). Dabei
war im Falle des hCypl18 der k,-Wert relativ hoch (>600s') und die Affinitit zum
Substratgrundzustand niedrig (K, >80 uM). Das Verhiltnis zwischen der unkatalysierten
Reaktion und den k,,-Werten von Cyclophilinen liegt nur in der GréBenordung von 10°, andere
Enzyme wie z.B. Fumarase erreichen hier deutlich héhere Beschleunigungsraten von bis zu 10"
(Ubersicht in [35]). Jedoch muss beachtet werden, dass die beobachteten Spezifititskonstanten
bereits im Bereich von diffusionskontrollierten Reaktionen liegen, eine weitere Erhohung der
enzymatischen Effizienz also nicht ohne weiteres méglich ist. Solche Enzyme werden auch als

perfekt evolviert bezeichnet.
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Abbildung 1: Kanonische Strukturen der Prolyl-Bindung und mdégliche Mechanismen der
vis/ trans-Isometisierung durch PPIasen. A) Katalyse durch Stabilisierung des weniger polaren
orthogonalen Ubergangszustandes durch das hydrophobe aktive Zentrum des Enzyms. B)
Katalyse durch einen losungsmittelunterstiitzten Mechanismus, bei welchem ein
enzymgebundenes Wassermolekiil den Ubergangszustand durch eine Wasserstoffbriicke zum
Carbonylsauerstoff ~stabilisiert. C) Nukleophile Katalyse; durch den Angriff eines
Nukleophils auf den Carbonylkohlenstoff entsteht ein tetrahedrales Intermediat ohne
resonanzstabilisierte Peptidbindung. D) Katalyse durch eine intra- oder intermolekulare
elektrophile Stabilisierung des Ubergangszustandes.

Bis heute sind in der RCSB-Datenbank die Strukturen von 15 verschiedenen Cyclophilinen aus
10 verschiedenen Organismen hinterlegt (Tabelle 7-2). Alle beschriebenen Cyclophilin-Dominen
haben die gleiche Grundstruktur, welche aus einer achtblittrigen, antiparallelen -Faf3-Struktur
besteht, diese Fal3-Struktur wird an jedem Ende durch zwei kurze a-Helices abgeschlossen. Trotz
der groflen Vielfalt an strukturellen Informationen sind nur vier verschiedene Cyclophiline
(hCypl8, E. wli CypA, E. coli CypB und C. elegans Cyp3) im Komplex mit Substratmolekiilen
strukturell aufgeklart [36-43]. Die erste Struktur von hCyp18 im Komplex mit einem Substrat
(Ac-AAPA-amc) wurde 1992 publiziert. Es wurde beobachtet, dass die Aminosiurereste R55,
157, F60, Q63, A101, N102, Q111, F113, L122, H126 und R148 des hCyp18 im engen Kontakt
mit dem Substrat stehen [39]. Die Bindetasche fir den Pyrrolidinring des Prolyl-Restes des
Substrates wird dabei hauptsichlich durch die hydrophoben Aminosaurereste F60, M61, F113
und L122 geformt. Von den vorhandenen Strukturen des hCypl8 im Komplex mit CsA ist



Einleitung

bekannt, dass die gleiche hydrophobe Tasche von dem Isopropyl-Rest des N-Methylvalin 11
(MeValll) des hochaffinen Inhibitors besetzt wird. Die GréBe und Form der Bindetasche ist
dabei fur die Interaktion mit einem fiinfgliedrigen Ring optimiert. Die katalytische Effizienz von
hCyp18 ist stark beeintrichtigt, wenn der Prolyl-Rest des Substrates durch vier- oder
sechsgliedrige Derivate ersetzt wird [23, 44].

Der paarweise Vergleich der Aminosduresequenz der in Tabelle 7-1 aufgefihrten Cyclophiline
zeigt, dass fast alle Aminosdurereste in unmittelbarer Umgebung des Substratmolekils zu 100%
konserviert sind; die einzigen Ausnahmen sind fiir die Aminosaurereste in Position 57, 102, 122,
126 und 148 (hCypl8-Zihlweise) zu finden (Tabelle 7-3). Die beobachteten Austausche in
Position 57 von Isoleucin zu Valin sind konservativ, reduzieren jedoch die Aktivitit in vier Fallen
stark. Die Seitenkette des Aminosdurerestes 102 ist nicht direkt in die Substratinteraktion
involviert, sondern nur das Peptidriickgrat stellt eine Verbindung zum Substrat her. Deshalb
werden die auftretenden Austausche toleriert, lediglich der im OvCyp16 vorhandene Austausch
mit einem Seryl-Rest fihrt zu einer stark verminderten Aktivitit. Die auftretende Variation des
Aminosaurerestes 122 im Cyp-9 von C. elegans bewirkt eine deutliche Verminderung der Enzym-
aktivitiat. Dieser Rest bildet im hCyp18 einen Teil der Substratbindetasche und ist deshalb fiir die
Funktion des Enzyms entscheidend. Die Austausche des Histidyl-Restes in Position 126 zu
cinem Tyrosyl-Rest scheinen die Aktivitit der PPlasen nicht zu beeinflussen, da beide
Cyclophiline aus E. e/ diese Variation aufweisen und trotzdem als hochaktive Enzyme
beschrieben sind [45]. Derselbe Austausch ist méglicherweise fiir die verringerte Aktivitit des
Cyp-10 aus C. elegans verantwortlich. Der Arginyl-Rest R148 ist nicht konserviert und fiir die
Katalyse nicht von Bedeutung. Die Analyse von verschiedenen Proteinvarianten des hCyp18,
welche durch molekularbiologische Methoden erzeugt wurden, zeigte, dass nur die Varianten mit
Austauschen in Position 55, 60 und 126 weniger als 1% Restaktivitit aufwiesen (Tabelle 7-4). Die
aromatische Seitenkette des F60 formt einen Teil der hydrophoben Prolyl-Bindetasche und ist
deshalb essentiell fir die Substratbindung. Die Bedeutung des Arginyl-Restes in Position 55 wird
spiter in diesem Abschnitt behandelt. Auf der Basis des ersten hCyp18/Substrat-Komplexes
wurde spekuliert, ob der Histidyl-Rest 126 in die Katalyse der Prolyl-Bindung direkt involviert ist;
spatere Untersuchungen zeigten jedoch, dass H126 weder direkt noch indirekt (via Wasser) tiber
Wasserstoffbriicken mit dem Substrat interagiert [39, 46]. Die relativ hohe Restaktivitit der
Variante H126QQ wurde als Nachweis dafiir angesehen, dass diese Seitenkette tiber hydrophobe
Interaktion an der Substratbindung beteiligt ist [40]. Es muss an dieser Stelle angemerkt werden,
dass fur die hier beschriebenen Enzyme und Enzymvarianten keine Titration der aktiven Zentren
durchgefihrt wurde und somit die publizierten k,, /K,-Werte durch einen deshalb unbekannten

Anteil an nichtaktivem Enzym verfilscht sein kénnen.
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Enzymkinetische Daten in Kombination mit molekularbiologischen Methoden zur Erzeugung
von Enzymvarianten und Untersuchungen zur dreidimensionalen Proteinstruktur resultierten in
einer Vielzahl von Theorien, welche die enzymatische Aktivitit der Cyclophiline auf molekularer
Ebene zu erkliren versuchten.

Zuerst wurde auf Grundlage der beobachteten Inaktivierung von Cypl8 durch SH-Gruppen-
modifizierende Agenzien eine Beteiligung eines Cysteinyl-Restes am Katalysemechanismus
vorgeschlagen. Dabei sollte eine aktivierte Sulfthydrylgruppe eines Cysteins im aktiven Zentrum
des Enzyms als Nukleophil den Carbonylkohlenstoff der Prolyl-Bindung des Substrates
angreifen. Das entstehende tetrahedrale Zwischenprodukt wiirde keine Resonanzstabilisierung
mehr aufweisen, womit die Rotationsbarriere um die C-N-Bindung stark reduziert wire
(Abbildung 1 Weg C) [47]. Der vorgeschlagene Mechanismus wurde durch die Beobachtung
unterstiitzt, dass der kinetische sekundire Deuterium-Isotopeneffekt fiir die «s- nach #rans-
Isomerisierung von Suc-AG(d,)PF-pNA von k;/k,>1 auf 0,91 sank, wenn Cyclophilin die
Reaktion katalysierte [48]. Allerdings konnte spiter nachgewiesen werden, dass alle vier im
hCyp18 vorhandenen Cysteinyl-Reste (C52, C62, C115 und C161) fir die Aktivitit des Enzyms
entbehrlich sind [49]. Des Weiteren ist der mit 8 A nichste Cysteinyl-Rest (C115) zu weit von der
zu isomerisierenden Prolyl-Bindung entfernt, um das vorgeschlagene kovalente Intermediat
bilden zu kénnen [39].

Harrison und Stein postulierten einen Enzymmechanismus, bei welchem die Enzym/Substrat-
Komplexbildungsenergie dazu verwendet wird, im Substrat Spannungen zu erzeugen, welche zu
einer verdrehten Prolyl-Bindung im Ubergangszustand fiihren sollte [16, 17, 50]. Cyclophilin
sollte demnach besonders stark Substrate binden, in denen die Peptid-Bindung schon zu einem
betrichtlichen Teil aus der planaren Ebene herausgedreht vorliegt. Die hydrophobe Umgebung
im aktiven Zentrum sollte einen weiteren Beitrag zur Katalyse liefern. In Ubereinstimmung mit
diesem  Mechanismus  stehen die  beschriebenen  geringen  Aktivierungsenthalpien
(AH*=4,3 kcal mol "), die groen negativen Aktivierungsentropien (TAS*=-12,3 kcal mol") bei der
Cyclophilin-katalysierten Isomerisierung von kurzen Peptiden, der gemessene kinetische
Losungsmittelisotopeneffekt (KSIE) von annihernd 1 [50] und der normale temperatur-
unabhingige kinetische sekundire Deuterium-Isotopeneffekt fiir die Katalyse von 1,12 [17, 51].
Detaillierte thermodynamische Untersuchungen der Cyclophilin-Aktivitit zeigten, dass dieses
Enzym die Rotationsbarriere der Prolyl-Bindung nicht wie zuvor bestimmt um 3,1 kcal mol”,
sondern um fast 8kcal mol' (bei 0°C) erniedrigt [51]. Strukturelle Untersuchungen an
Cyclophilin/Substrat-Komplexen konnten keine Anhaltspunkte fiir den von Harrison und Stein
postulierten Mechanismus liefern. Weder die Kristallstrukturen noch die mittels NMR-

Spektroskopie in Losung analysierten Enzym/Substrat-Komplexe zeigten einen Hinweis auf ein
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mit einer verdrehten Prolyl-Bindung enzymgebundenes Substrat [37, 38, 40, 41, 52]. Ebenso-
wenig konnten Inhibitoren, welche eine verdrehte Peptidbindung imitierten, hCyp18 mit groBer
Affinitat inhibieren [53, 54]. Enzymkinetische Untersuchungen mit Peptiden, die eine Thioxo-
Prolyl-Bindung enthielten, oder auch mit Peptiden mit invertierten Chiralititen des Cax-Atoms der
Aminosaurereste in Position P1 oder P1” (Nomenklatur nach Schechter und Berger [55]) zeigten,
dass hCyp18 nicht in der Lage ist, solche strukturellen oder elektronischen Anderungen in
Substratmolekilen zu akzeptieren. Zwar wurde die Bindung der Substrate nicht beeinflusst, eine
Umsetzung dieser Verbindungen fand jedoch nicht, oder nur in sehr geringem Umfang statt
[26, 56]. Diese Ergebnisse widersprechen dem von Harrison und Stein vorgeschlagenen
Mechanismus, da danach die Katalyse von hCypl8 nicht derart sensibel auf sterische oder
elektronische Veranderungen im Substrat reagieren durfte.

Ein weiterer Katalysemechanismus wurde aufgrund der Struktur eines hCyp18/Dipeptid-
Komplexes postuliert [40]. Dabei wurde in der Kiristallstruktur ein enzymgebundenes Wasser-
molekil identifiziert, welches aufgrund seiner Position zum Peptid einen verdrehten
Ubergangszustand durch eine Wasserstoffbriicke zum Carbonylsauerstoff der Prolyl-Bindung
hitte stabilisierten kénnen. Die Autoren nannten diesen Mechanismus ,,l6sungsmittelunterstiitzt®
(Abbildung 1 Weg B). Spiter konnte allerdings nachgewiesen werden, dass das fir die
Untersuchungen verwendete Dipeptid kein Substrat fur hCypl8 darstellt, sondern als
kompetitiver Inhibitor wirkt [38]. Durch den ungeschiitzten C-Terminus des verwendeten
Dipeptides wird eine zusitzliche negative Ladung in das aktive Zentrum eingefuhrt, welche eine
Bindung mit der Guanidiniumgruppe des Aminosdurerests R55 eingeht. Daraus konnte
geschlussfolgert werden, dass ein Aminosdurerest C-terminal zum Prolyl-Rest des Substrates eine
Voraussetzung fir eine effektive Katalyse des hCyp18 ist. Die Autoren diskutieren weiter, dass
der Rest R55 durch eine Wasserstoffbriickenbindung zum Imidstickstoff des Substrates die C-N
Rotationsbarriere erniedrigen und somit entscheidend zur Katalyse beitragen konnte (Abbildung
1 Weg D). Das Vorhandensein eines solchen Wasserstoffbriickendonators wurde bereits von
Kofron et al. vermutet, konnte aber nicht direkt nachgewiesen werden [51]. Die starke
Verminderung der Aktivitit der Variante hCypl8 R55A sowie die Erkenntnis, dass
intramolekulare allgemeine Saurekatalyse in Peptiden prinzipiell méglich ist, sprechen fiir einen
solchen Mechanismus [22, 57]. Zwar ist die Entfernung zwischen dem NH2-Atom der
Guanidiniumgruppe des Restes R55 und dem Imidstickstoffatom mit 3,3 bis 3,8 A zu groB, als
dass eine direkte Wasserstoffbriickenbindung ausgebildet werden konnte, es wurde jedoch
argumentiert, dass sich dieser Abstand wihrend der Bildung des Ubergangszustandes verkleinert
[37, 42]. Diese Vermutung konnte durch theoretische Arbeiten bestitigt werden [58, 59]. Dieser

Mechanismus wird auch durch die im Kapitel 1.1.2 beschriebene intramolekulare Beschleunigung
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det dutch die Prolyl-cis/ frans-Isometisierung limitierten Faltung von DHFR dutch einen Arginyl-
Rest unterstitzt [18]. Interessanterweise dhnelt die riumliche Anordnung dieses Arginyl-Restes
zur katalysierten Prolyl-Bindung stark der Lage des Arginyl-Restes R55 von hCyp18 zur Substrat-
Prolyl-Bindung. Durch NMR-spektroskopische Untersuchungen an einem hCyp18/Substrat-
Komplex konnte die zentrale Rolle des Restes R55 fiir die Katalyse bestitigt werden. Es wurde
beobachtet, dass die Anderung der Konformation des Peptidriickgrats des Restes R55 mit der
gleichen Geschwindigkeit verlduft wie die Rotation des gebundenen Substrates [60].

Andere Ergebnisse lassen sich mit diesem Mechanismus nicht erkliren. So wurde nachgewiesen,
dass das Peptid Benzoyl-FAP, welches ebenfalls einen freien C-Terminus aufweist, durch hCyp18
katalysiert wird [61]. Weiterhin ldsst sich die beobachtete pH-Wert-Abhingigkeit des k,,-Wertes
der hCyp18-katalysierten Reaktion nicht durch unterschiedliche Protonierungszustinde des R55
erkliren, da dieser Rest tiber den gesamten untersuchten pH-Wert-Bereich protoniert vorliegen
sollte [20].

Alle bisher aufgefihrten Untersuchungen verwendeten kurze Peptide, um Aussagen iiber den
Katalysemechanismus zu erhalten. Die natiirlichen Substrate von PPlasen sind jedoch keine
Peptide, sondern Proteine. Die Entdeckung, dass hCyp18 mit einem Hull-Protein des human
immunodeficiency  type 1 wvirns (HIV-1) interagiert, eroffnete die Moglichkeit, eine solche
Enzym/Substrat-Interaktion zu studieren [62]. Es zeigte sich, dass hCyp18 spezifisch an ein G89-
P90-Motiv in einer l6sungsmittelzuginglichen Schleifen-Region dieses Substrates band [306, 42,
03]. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Affinitit des hCypl8 zum Substrat nicht nur
durch den Aminosdurerest in Position 89, sondern auch von der Gesamtlinge des zur
Untersuchung verwendeten Peptides abhing [64]. Kurze Peptide scheinen demnach nicht die
gesamte Substratbindetasche des hCypl8 zu nutzen. Durch Kiristallstrukturuntersuchungen
wurde nachgewiesen, dass das G89-P90-Motiv in der #rans-Konformation gebunden wird [63].
Alle bis zu diesem Zeitpunkt aufgeklirten hCyp18/Substrat-Komplexe zeigten die Prolyl-
Bindung des Substrates in der ¢s-Konformation. Durch Variation der Aminosduresequenz in der
vom hCypl8 erkannten Schleifenregion des HIV-Hull-Proteins konnten Varianten erzeugt
werden, die im Komplex mit hCyp18 sowohl in der #rans- als auch in der as-Konformation
vorlagen [42]. Da sich beide Strukturen nur im Bereich der zu isomerisierenden Peptidbindung
unterschieden, wurde von den Autoren ein Enzymmechanismus vorgeschlagen, in dem sich der
Ubergangszustand nur minimal von den beiden Grundzustinden des Substrats (cis und #rans)
unterscheidet. Wihrend der Katalyse soll dabei fast das gesamte Substrat relativ zum hCyp18
fixiert bleiben und im Wesentlichen nur der Carbonylsauerstoff der Prolyl-Bindung rotieren.
Dass die s/ trans-Isometisierung der G89-P90-Bindung im nativen Protein tatsichlich von

hCyp18 katalysiert wird, konnte mittels NMR-spektroskopischen Methoden zweifelsfrei
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nachgewiesen werden [65]. Inwieweit ein Teil des Substratmolekils wihrend der Katalyse rotiert,
wird noch immer kontrovers diskutiert. So wurde durch NMR-basierte Methoden nachgewiesen,
dass der C-terminal von der Prolyl-Bindung des Substrats lokalisierte Abschnitt wihrend der
Katalyse in Bewegung ist [60, 66]. Theoretische Berechnungen sowie die oben genannten
kristallografischen Ergebnisse sprechen jedoch gegen eine solche Rotation und lassen vermuten,

dass sich der N-terminale Teil des Substrats bewegt [42, 58].

1.2.2 FKBP
FKBP bilden eine PPlase-Familie, doch im Gegensatz zu den PPlase-Dominen der Cyclophiline

sind die Aminosduresequenzen der FKBP-Dominen weit weniger konserviert. Diese
Heterogenitit manifestiert sich auch in der Interaktion mit dem Inhibitor FK506. So werden
einige FKBP wie z.B. der E. cw/i Trigger-Faktor oder E. co/i SlyD nicht durch diese Substanz
inhibiert [67, 68]. Ein weiterer Unterschied zur Cyclophilin-Familie ist das Auftreten von
mehreren nichtidentischen PPlase-Domanen im gleichen Protein. Die physiologische Bedeutung
dieser mehrfachen PPlase-Domainen ist nicht geklirt. Es wurde jedoch nachgewiesen, dass die
PPIase-Aktivitit hauptsichlich durch eine einzige Domine vermittelt wird [69-71]. Bis heute ist
noch unklar, ob die Inaktivitit der restlichen PPlase-Dominen durch die verwendeten
experimentellen  Bedingungen zustande kommt, auf eventuellen autoinhibitorischen
Eigenschaften dieser Proteine beruht, oder eine intrinsische Figenschaft dieser Dominen ist. Es
konnte jedoch am Beispiel des hFKBP38 nachgewiesen werden, dass die Interaktion von
Calmodulin mit dem im Protein vorhandenen Calmodulinbindemotiv die PPlase-Aktivitit des
Enzyms beeinflusste (Edlich, F. zur Publikation eingereicht).

Die Mehtzahl der bis heute untersuchten FKBP beschleunigen die cis/ frans-Isometisierung von
Suc-ALPF-pNA mit einer Spezifititskonstante zwischen 10* und 10° M s™ (Tabelle 7-5). Nur fiir
wenige Ausnahmen konnte eine sehr geringe oder keine PPlase-Aktivitit nachgewiesen werden,
wobei anzumerken ist, dass der native Faltungszustand dieser Proteine im iz witro PPlase-
Aktivititstest nicht eingehend untersucht wurde [72-75]. Obwohl bis heute insgesamt 57
Proteinstrukturen von FKBP aus 13 verschieden Organismen aufgeklirt wurden, ist tiber die
Substratbindestelle der Enzyme wenig bekannt, denn keine dieser Strukturen zeigt das Enzym im
Komplex mit einem Substrat (Tabelle 7-6). Deshalb wurden die Proteinstrukturen von
FKBP/Inhibitor-Komplexen genutzt, um die Substratbindestelle zu identifizieren [76]. Die
Kristallstruktur des Komplexes von hFKBP12 und FK506 zeigte, dass der sechsgliedrige
Pipecolinyl-Rest des FK506 tief in einer hydrophoben Tasche des hFKBP12 gebunden wird. Es
wurde geschlussfolgert, dass dieser Rest die Prolyl-Bindestelle des Enzyms besetzt.
Ubereinstimmend mit dieser Vermutung ist die Struktur des hFKBP12/GPI-1046-Komplexes,
dort wird der finfgliedrige Pyrrolidinyl-Rest des Inhibitors GPI-1046 an der gleichen Stelle im

11



Einleitung

hFKBP12 gebunden [77]. Die gesamte FK506-Bindestelle des hFKBP12 wird von 13
Aminosaureseitenketten gebildet (Y206, F36, D37, R42, F406, F48, 53, E54, 156, W59, Y82, H87
und F99). Davon bilden vier Reste (E54, 156, Y82 und D37) Wasserstoffbriickenbindungen mit
FK506 aus [76, 78, 79]. Alle Aminosaurereste, die im direkten Kontakt mit dem Pipecolinyl-Rest
des FK5006 stehen, besitzen aromatische Seitenketten (Y82, H87, F99). Um festzustellen, ob die
fir die Inhibitorwechselwirkung notwendigen Seitenketten auch fiir die PPlase-Aktivitit der
Enzyme entscheidend sind, wurde ein paarweiser Aminosiuresequenzvergleich von allen auf ihre
Aktivitit untersuchten FKBP mit hFKBP12 durchgefiihrt. Der Vergleich der entsprechenden
Aminosaurereste der verschiedenen Enzyme zeigte, dass diese Reste nicht sehr stark konserviert
sind (Tabelle 7-5). Fiir manche FKBP korreliert die geringe Ubereinstimmung dieser Reste mit
einer geringen PPlase-Aktivitit (A. thaliana AAKBPA2, M. genitalium Trigger-Faktor, M. jannaschii
MjFKBP206, M. thermoautotrophicum FKBP28,3, P. horikoshii PAFKBP29). Andere FKBP, wie z.B.
E. coli Trigger-Faktor, E. coli SlyD, H. cutiru-brum HcFKBP33 oder M. jannaschii MjFKBP18,
welche nur geringe [jbereinstimmung dieser Reste aufwiesen, zeigten trotzdem hohe PPlase-
Aktivititen. Andererseits korreliert die Fahigkeit der FKBP, durch FK506 inhibiert zu werden,
sehr gut mit dem Grad der Konserviertheit dieser Aminosaurereste. Dies kann als Indiz dafiir
gewertet werden, dass die an der Inhibitorbindung beteiligten Aminosduren nicht unbedingt an
den katalytischen Prozessen beteiligt sind. Diese Vermutung wird durch die experimentelle
Beobachtung gestirkt, dass die intrinsische Fluoreszenz des hFKBP12, welche hauptsichlich
durch den am Grund der putativen Substrat-Bindetasche gelegenen W59-Rest hervorgerufen
wird, durch die Interaktion mit FIK506 und Substraten unterschiedlich beeinflusst wird [80]. Von
allen Aminosdureresten, die in die Inhibitorbindung involviert sind, zeigen in den 36
untersuchten FKBP die Reste Y26, F36, D37, 156, Y82 und F99 den hochsten Konserviertheits-
grad. Ubereinstimmend zeigen von den 15 beschriebenen hFKBP12 Varianten (Tabelle 7-7) nur
die Varianten D37L, W59A, F99Y und Y26F/Y82F eine deutlich verringerte Aktivitit (<10%).
Davon sind zwei Reste (Y26, F99) direkt an der Bildung der vermuteten Prolyl-Bindestelle der
Enzyme beteiligt. Die beschriebene Tyrosindoppelvariante (Y260F, Y82F) scheint dabei nicht die
Bildung des Michaelis-Menten-Komplexes zu beeinflussen, sondern zeigte eine deutliche
Verringerung des k,-Wertes [80]. Der Einzelaustausch Y82F hat zu Folge, dass die geringe pH-
Wert-Abhiangigkeit der hFKBP12-Aktivitit im Bereich zwischen pH 8 und 10,5 verschwindet.
Deshalb wurde vorgeschlagen, dass die Hydoxylgruppe des Tyrosyl-Restes wihrend der Katalyse
eine Wasserstoffbriickenbindung zum Imidstickstoff der Prolyl-Bindung des Substrats ausbildet
und dadurch die ¢s/ #rans-Isometisierung unterstiitzt [16, 81]. Da hFKBP12 trotz des Austauschs
Y82F noch zu 10% aktiv ist, erklirt dieser Mechanismus bei weitem nicht die gesamte

katalytische Aktivitit. Andere Varianten des hFKBP12, in denen alle Aminosidurereste, die als
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potentielle Wasserstoffbriickendonatoren bzw. Nukleophile wirken konnen, gegen einen Alanyl-
Rest ausgetauscht wurden (S8A, S38A, S67A, C22A, T75A und T96A), wiesen keine deutliche
Verringerung der PPlase-Aktivitdit auf [80]. Ebensowenig verringerte die quantitative
Modifikation der Cysteinthiolgruppen die Enzymaktivitit [82]. Damit scheint ein kovalenter
PPlase-Mechanismus, der durch einen nukleophilen Angriff einer Cysteinseitenkette des Enzyms
vermittels wird, ausgeschlossen.

Die Ergebnisse thermodynamischer Untersuchungen lieferten Hinweise, dass der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der FKBP12-Katalyse nicht chemischer, sondern
physikalischer Natur ist. Besonders der groBe entropische Beitrag (TAS'*=-13,1 kcal mol") und
der kleine enthalpische Beitrag (AH*=5,85 kcal mol’) zu AG' wurden als Indizien dafiir
angesehen [78]. Daraus wurde dhnlich wie fiir die Cyclophiline geschlussfolgert, dass das Enzym
bevorzugt das Substrat mit einem verdrehten Ubergangszustand der Prolyl-Bindung bindet, und
dass die durch die Substratbindung frei werdende Bindungsenergie den Verlust der
Peptidresonanz ausgleicht. Dieser Mechanismus erklart sowohl die Unabhingigkeit der FKBP-
Aktivitit vom pH-Wert, den KSIE von nahezu 1 und den normalen kinetischen sekundiren
Isotopeneffekt, gemessen mit Suc-A(d,)GPF-pNA als Substrat. Weitere Untersuchungen zur
Temperaturabhingigkeit der FKBP12-Aktivitit, bestimmt mit Suc-ALPF-pNA als Substrat,
resultierten in Werten fiir AH*=15 kcal mol " und TAS*=-2,5 kcal mol™ , welche sich deutlich von
den zuvor bestimmten Werten unterschieden [50]. Die grole Varianz in den bestimmten
thermodynamischen Parametern macht ihre Interpretation beziiglich des Reaktionsmechanismus
schwierig. Besonders da zur Ermittlung dieser thermodynamischen Parameter nicht die
Temperaturabhingigkeit von k, sondern von k /K, verwendet wurde, ist eine Interpretation
des entropischen Anteils von FKBP12 an der Erniedrigung von AG* fragwiirdig. Im Gegensatz
zu den untersuchten Cyclophilinen hiangt die katalytische Aktivitit der FKBP sehr stark von dem
Aminosaurerest in der P1-Position von Oligopeptid-Substraten ab. So werden Peptide mit
groBen hydrophoben Seitenketten in dieser Position bis zu 1000mal besser umgesetzt als
Substrate mit geladenen oder kleinen Seitenketten [78, 80]. Der zu beobachtende Unterschied
wird dabei nicht durch eine verschlechterte Substratbindung vermittelt, sondern durch geringere
k.-Werte. So wurde beobachtet, dass der k,,-Wert um Faktor 1000 sank, wenn der Leucyl-Rest
in der P1-Position des Substrates gegen einen Glycyl-Rest ausgetauscht wurde [80].

Eine dhnliche Substratspezifitit wie bei Vertretern der FKBP beobachtet wurde, wurde auch fur
die Katalyse der cs/#rans-Isomerisierung von Prolyl-Bindungen durch Mizellen festgestellt.
Mizellen sind in der Lage, die freie Enthalpie des Ubergangszustandes der Prolyl-cis/ trans-
Isomerisierung um 1,8 kcal mol " zu senken. Dabei diskriminieren sie nicht zwischen ,,normalen®

Peptiden und Peptiden, in denen der Carbonylsauerstoff der Prolyl-Bindung durch Schwefel
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ersetzt wurde [33]. FKBP hingegen erniedrigen die freie Enthalpie des Ubergangszustandes um
bis zu 6,6 kcal mol'. FKBP12 ist des Weiteren nicht in der Lage, die ¢is/ #rans-Isomerisierung der
Prolyl-Bindung in Peptiden mit D-Aminosaureresten in Position P1, P1” und P2" zu katalysieren
[56]. Diese Ergebnisse deuten an, dass hFKBP12 nur einen kleinen Teil seiner katalytischen
Effizienz aus der Desolvatisierung der Prolyl-Bindung im aktiven Zentrum des Enzyms bezieht,
und dass fur eine effektive Beschleunigung die Peptide exakt im aktiven Zentrum des Enzyms
ausgerichtet sein mussen.

Theoretische Berechnungen und molekulardynamische Simulationen an hFBP12/Substrat-
Komplexen zeigten, dass verschiedene Peptide, die im putativen aktiven Zentrum von hFKBP12
gebunden sind, eine VIa-B-Wendeschleifen-Konformation einnehmen. Diese Konformation
erlaubt  die intramolekulare Interaktion zwischen dem  Imidstickstoff und dem
Peptidrickgratstickstoffproton des N-terminal folgenden Aminosdurerests des Substrats. Der
damit verbundene Mechanismus wurde als enzyminduzierte Autokatalyse bezeichnet [83, 84]. Die
Ausbildung einer solchen Wasserstoffbriickenbindung kénnte die Resonanzstabilisierung der
Prolyl-Bindung im Ubergangszustand schwichen und damit zu Katalyse beitragen. Jedoch
scheint ein solcher Ubergangszustand unwahrscheinlich, da die Azidifizierung der
NH-Donatorfunktion ~ durch  die  Substituierung  der  Peptidbindung  mit  einer
Thioxopeptidbindung nicht zu einer Verbesserung der Enzymkatalyse fuhrt [85]. Zusitzlich zur
vermuteten intramolekularen Stabilisierung des Substratpeptides im Ubergangszustand wurde
eine Destabilisierung des Substrates im enzymgebundenen Grundzustand durch die
unvorteilhafte Interaktion der Seitenkette des Aminosaurerestes D37 mit dem Carbonylsauerstoff
der Prolyl-Bindung berechnet. Durch die Simulation wurde zusitzlich ein katalytisch relevantes
Wassermolekul identifiziert. Das Wassermolekil ist so zwischen der Hydroxylgruppe des
Aminosaurerests Y82 und dem Carbonylsauerstoff der Prolyl-Bindung lokalisiert, dass es den
Ubergangszustand durch die Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung stabilisiert. Die hier
aufgefithrten Berechnungen und Simulationen setzen voraus, dass als Startpunkte fiir eine solch
theoretischen Betrachtung von FKBP/Substrat-Komplexen die dreidimensionalen Strukturen der
hFKBP12/FK506-Komplexe benutzt werden koénnen. Wie in diesem Abschnitt bereits
beschrieben, ist diese Voraussetzung jedoch nicht ausreichend durch experimentelle Befunde
gesichert.

1.2.3 Parvuline

Der erste Vertreter dieser PPlase-Familie wurde 1994 aus E. co/i isoliert [86]. Die Aktivitit dieser
PPlase konnte weder durch FK506 noch durch CsA inhibiert werden. Seitdem wurden 13
verschiedene PPlasen des Parvulintyps auf ihre Enzymaktivitit untersucht (Tabelle 7-8).

Aufgrund ihrer Substratspezifitit kénnen die Parvuline zu ihrer Klassifizierung in zwei
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Unterfamilien aufgeteilt werden: Die Gruppe der sogenannten ,,phosphatspezifischen® Parvuline
bilden dabei diejenigen Enzyme, welche ihre héchste PPlase-Aktivitit gegentiber Substraten mit
phosphorylierten Serin- oder Threoninseitenketten in Position P1 entfalten. Alle anderen
Parvuline werden zur Gruppe der ,,nicht phosphatspezifischen® Parvuline zusammengefasst. Die
enzymatische Aktivitat aller bisher untersuchten phosphatspezifischen Parvuline liegt im Bereich
zwischen 10° und 10"M's", die der nicht phosphatspezifischen im Bereich von 10’ bis
10" M's™. Einen ersten Blick auf das aktive Zentrum der Parvuline erlaubte die Kristallstruktur
des hPinl im Komplex mit dem Dipeptid Ala-Pro [87]. Seitdem wurden 11 verschiedene
Strukturen von PPlasen des Parvulintyps aus H. sapiens, A. thaliana, E. coli und C. albicans
beschrieben (Tabelle 7-9). hPinl gehort zu den phosphatspezifischen Parvulinen und besteht aus
einer C-terminal gelegenen PPlase-Domine und einer N-terminalen WW-Domaine. Beide
Dominen interagieren mit phosphoserin- (p)S und phosphothreoninhaltigen (p)T Peptiden
[88-90]. Die Aktivitit der PPlase-Domine wird nicht durch die WW-Domine beeinflusst, wenn
ein 7z vitro-PPlase-Aktivititstest verwendet wird [91]. Die PPlase-Domine des hPinl wird durch
ein vierbldttriges, antiparalleles B-Faltblatt, welches von 4 a-Helices umgeben ist, gebildet. Das
aktive Zentrum besteht aus 10 Aminosdureresten (H59, K63, R68, R69, C113, 1.122, M130,
F134, S154 und H157). Der Prolyl-Rest des Dipeptides Ala-Pro liegt in einer hydrophoben
Tasche des Enzyms, welche durch die Aminosdurereste 1122, M130 und F134 gebildet wird [87].
Aufgrund dieses Komplexes wurde eine auf einem kovalenten Mechanismus beruhende Katalyse
dert cis/ trans-Isometisierung durch hPinl vorgeschlagen. Als Nukleophil soll dabei die zuvor von
H157 deprotonierte Sulfhydrylgruppe des Restes C113 eine kovalente Bindung mit dem
Carbonylkohlenstoff der Prolyl-Bindung eingehen. Die C-N-Rotationsbarriere des Intermediates
ist im Vergleich zur resonanzstabilisierten Prolyl-Bindung stark verringert. Die Aktivitit der
hPin1 C113A-Variante wurde, so die Autoren, in Ubereinstimmung mit diesem Mechanismus
123fach und die der hPinl H157A-Variante 17fach reduziert [89]. Mit dem vorgeschlagenen
Mechanismus stimmt auch die beobachtete glockenférmige pH-Wert-Abhingigkeit mit
errechneten pKg-Werten von 5,6 und 7,5 der hPinl-Aktivitit gegeniber dem Substrat
Suc-AEPF-pNA tberein. Weitergehende Untersuchungen bestitigen, dass der sich dndernde
Protonierungsgrad des Restes H59 fiir die verringerte Aktivitit des hPinl unterhalb von pH 6
verantwortlich ist. Die Katalyse von Substraten ohne negative Ladung in der P1-Position liefert
fur hPinl ein pH-Wert-unabhingiges k,, /K,-Profil. Dies wurde mit der relativ unspezifischen
Bindung dieser Substrate im aktiven Zentrum erklart. Fiir solche Substrate wurde angenommen,
dass die C-N-Rotationsbarriere der Prolyl-Bindung durch die allgemeine Desolvatation im
aktiven Zentrum von hPinl erniedrigt wird [29]. hPin1 katalysiert Substrate mit phosphorylierten

Seitenketten in  Pl-Position um Faktor 1300 effektiver als die entsprechenden
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nichtphosphorylierten Substrate. Dabei konnte die effektivste Beschleunigung festgestellt werden,
wenn der Phosphatrest des Substrates in seiner dianionischen Form vorlag [29]. Weitere
enzymkinetische Untersuchungen zeigten, dass fur eine produktive Substratbindung ein
Minimum von drei Peptidbindungen im Substrat notwendig ist [92]. Diese Ergebnisse stimmen
mit den Beobachtungen fiir die beiden anderen PPlase-Familien iiberein. Es scheint, dass eine
ausgedehnte Substrat/Enzym-Interaktion im Falle der PPlasen notwendig ist, um den
Ubergangszustand zu stabilisieren. Ahnlich wie fiir hRFKBP12 beschrieben, toleriert auch hPinl
die Anwesenheit von D-Aminosdureresten in der P1-Position von Substraten nicht [92].

Durch eine Ansammlung von positiv geladenen Seitenketten (K63, R68, R69) in der $1/al-
Schleife wird in der Kiristallstruktur des hPinl ein Sulfat-Ion in der Nihe des aktiven Zentrums
komplexiert [87]. Es wurde diskutiert, dass diese Sulfatbindestelle unter physiologischen
Bedingungen von einem Phosphatrest besetzt wird. Der geringe Abstand zum aktiven Zentrum
legte die Vermutung nahe, dass diese Ansammlung an positiven Seitenketten die
Phosphatspezifitit von hPinl determiniert. Die blole Anwesenheit einer negativen Ladung in der
P1-Position des Substrates (wie z.B. in Suc-AEPF-pNA) reicht nicht aus, um die gesamte
katalytische Aktivitit von hPinl zu entfalten [29, 89]. Enzymvarianten, bei denen die Seitenketten
R68 und R6Y gleichzeitig gegen Leucyl-Reste ersetzt wurden, zeigten keine Priferenz zu
Substraten mit (p)S- oder (p)T-Resten in der P1-Position mehr [91]. Durch die Untersuchung der
entsprechenden Einzelvarianten wurde nachgewiesen, dass der Austausch R69L die Katalyse
rund 50mal so stark verringerte wie der Austausch R68L. Die Beobachtung, dass die fur die
Sulfat/Phosphatbindung verantwortliche (1/al-Schleife im ligandfreien Zustand aus dem
aktiven Zentrum herausgedreht ist, gab Grund zu der Vermutung, dass diese Schleife wahrend
der Substratbindung und Produktfreisetzung als eine Art ,,Deckel” auf- und zuklappt [90]. Diese
Theorie konnte jedoch durch strukturelle Untersuchungen an hPinl in Losung mittels NMR-
spektroskopischen Methoden nicht bestitigt werden [93].

Weitere strukturelle Untersuchungen an PPlasen des Parvulintyps haben zum Verstindnis des
PPIase-Mechanismus beigetragen. So zeigte die durch NMR-spektroskopische Methoden
ermittelte dreidimensionale Struktur eines zu hPinl sequenzhomologen Parvulins aus A. thaliana
(Pin1At) deutliche Unterschiede in der Feinstruktur des aktiven Zentrums [94]. Die Seitenkette
des C70 war im Gegensatz zum Rest C113 des hPinl nicht zum aktiven Zentrum orientiert, was
cine direkte Interaktion der Sulthydrylgruppe mit dem Substrat unwahrscheinlich macht. Es
konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass die Zugabe von Substrat zum Protein nur geringe
oder keine Verinderungen der chemischen Umgebung der Seitenketten 1.79, C70, H12 und H114
(homolog zu L122; C113, H59 und 157 in hPinl) zur Folge hatte, wie es bei einer Beteiligung

dieser Reste an der Katalyse zu erwarten wire. Aus der starken Anderung der chemischen
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Verschiebung des Restes S154 nach Substratzugabe folgerten die Autoren, dass nicht die
SH-Gruppe des C70, sondern die Hydroxylgruppe des S154 (homolog zu S157 in hPinl) am
direkten nukleophilen Angriff auf die Prolyl-Bindung des Substrates beteiligt ist. Die Ergebnisse
der Untersuchungen an E. co/i Parl0, einem Vertreter der nichtphosphatspezifischen Parvuline,
widersprechen ebenfalls der Beteiligung eines Cysteinyl-Restes an der Katalyse. So konnte
nachgewiesen werden, dass der enzyminaktivierende Effekt von Juglon nicht primir auf die
kovalente Modifizierung des Cysteins im aktiven Zentrum zuriickzufithren ist, sondern dass
vielmehr eine der Modifizierung nachgeschaltete lokale Entfaltung des aktiven Zentrums zur
Inaktivierung fihrt [95]. Die Rolle des Nukleophils kann im Falle des E. o/ Par10 nicht durch
den fiir PinlAt vorgeschlagenen Seryl-Rest tibernommen werden, da an dieser Position in
E. coli Par10 ein Valyl-Rest zu finden ist. Ein paarweiser Vergleich der Aminosiauresequenzen der
als aktiv beschriebenen Parvuline ergab, dass sowohl C113 als auch S154 nur in den phosphat-
spezifischen Enzymen konserviert sind; nichtphosphatspezifische Parvuline zeigen in den
entsprechenden Positionen eine deutlich groBer Sequenzdiversitit (Tabelle 7-8). Nur die
Positionen 59, 134 und 157 (hPinl-Zihlweise) sind mit Ausnahme des E. /i PPiD in allen
Vertretern identisch.

Im Gegensatz zu den hochaktiven PPlasen E. o/ Parl0 und hPinl besitzt der zweite humane
Vertreter dieser PPlase-Familie, humanes Parvulin 14 (hParl4) nur eine geringe Aktivitit
gegeniiber Oligopeptid-Substraten (k,, /K =10° M"'s"). Dabei setzt das Enzym bevorzugt
Peptide mit positiv geladenen Seitenketten in P1-Position um [96]. Diese im Vergleich mit hPinl
umgekehrte Substratspezifitit liegt in einer verktrzten Schleifenregion begriindet, in der sich im
hPinl die positiv geladenen Seitenketten K63, R68 und R69 befinden. Zwei dieser positiv
geladenen Seitenketten sind im hParl4 gegen negativ geladene Seitenketten ausgetauscht [97].
Einige der Aminosiurereste des aktiven Zentrums von hPinl sind in diesem Enzym nicht
konserviert, so sind anstelle des Reste C113 und S154 im hParl14 die Reste D74 und F120 im
aktiven Zentrum zu finden.

Fir diese PPlase-Familie sind bis zu heutigen Tag im Vergleich zu Cyclophilinen und FKBP nur
relativ. wenige enzymologische Untersuchungen durchgefihrt worden. Die hier zusammen-
getragenen Befunde lassen noch kein eindeutiges Bild davon entstehen, wie Parvuline ihre

enzymatische Aktivitit entfalten.
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2 Ziele der Arbeit

Wie im einleitenden Abschnitt dargelegt wurde, ist der Katalyse-Mechanismus der PPIasen noch
immer nicht im Detail verstanden. Das Ziel dieser Arbeit war es, die molekulare Funktionsweise
von PPlasen niher zu charakterisieren. Durch die vergleichende Untersuchung von PPlasen aller
drei PPlase-Familien sollten Gemeinsamkeiten und Unterschiede der von diesen Enzymen
verwendeten Katalysemechanismen festgestellt werden. Dazu sollten die verschiedenen PPlasen
und davon abgeleitete Enzym-Varianten mittels enzymkinetischer Untersuchungen charakterisiert
werden. Dabei sollte insbesondere auf eine etwaige Diffusionskontrolle der PPlase-katalysierten
Reaktion eingegangen werden. Durch Losungsmittelisotopenexperimente sollte versucht werden,
die Struktur des Ubergangszustandes der Reaktion niher zu beleuchten. Neben den
enzymkinetischen Untersuchungen sollte auch die thermodynamische Charakterisierung der
Interaktion von PPlasen mit peptidischen Liganden im Mittelpunkt des Interesses stehen. Der
Vergleich der thermodynamischen und kinetischen Ergebnisse sollte es ermoglichen, neue
Informationen tUber die Art und Weise zu erhalten, wie PPlasen die Rotationsbarriere so effizient
erniedrigen.

Des Weiteren sollte versucht werden, eine Messmethode zu etablieren, die es ermdglicht,
Strukturdnderungen in Proteinen und Peptiden auf kalorimetrischer Basis zu detektieren. Diese
Methode sollte in der Lage sein, sowohl langsame Faltungsprozesse der Proteinfaltung zu
detektieren, als auch langsame konformationelle Anderungen in Peptiden zu registrieren. Zur
Uberpriifung der Methode sollten die Faltungsprozesse eines gut charakterisierten Proteins
nachvollzogen und die damit verbundenen thermodynamischen und kinetischen Parameter

bestimmt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien
Antibiotika
Agar
Acetonitril
Cacodylat
Coomassie Brilliantblau R250
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Essigsaure
Glycin
Glycerol
Guanidiniumhydrochlorid
Hefeextrakt Select 150
HEPES
IPTG
Isopropanol
Lithiumchlorid (LiCl)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumacetat
Natriumhydrogenphosphat
MES
Methanol
Peptidsubstrate
Pepton Select 150
Protease Inhibitor Mix
Rohrzucker
Sterilfilter 0,2 uM
SDS
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Ttis)
Trifluorethanol, wasserfrei (TFE)
VivaSpin (6 kDa)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Sigma-Aldrich (Munchen)
Serva (Heidelberg)

Serva (Heidelberg)

Serva (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Merk Eurolab (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Merk Eurolab (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)
Serva (Heidelberg)
AppliChem (Darmstadt)
Merck Eurolab (Darmstadt)
Serva (Heidelberg)

Merck Eurolab (Darmstadt)
Serva (Heidelberg)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

Roth (Karlsruhe)

Bachem (Heidelberg)
Invitrogen (Karlsruhe)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Roth (Karlsruhe)

Schleicher & Schiill (Dassel)
Calbiochem, Schwalbach
Serva (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Munchen)

Sartorius (Gottingen)
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3.2 Chromatographiematerialien

Fractogel EMD-DEAE-650(M) Merck Eurolab (Darmstadt)
Fractogel EMD-SO;-650(M) Merck Eurolab (Darmstadt)
Fractogel TSK-AF-Blue Merck Eurolab (Darmstadt)
Hil.oad Superdex 75 HR 16/60 Amersham Pharmacia (Freiburg)

3.3 Proteine

10 kDa Proteinstandard Invitrogen (Karlsruhe)
o-Chymotrypsin Boehringer Mannheim (Mannheim)
Monomeres Rinderserumalbumin (BSA) Boehringer Mannheim (Mannheim)
RNase A Serva (Heidelberg)

Trypsin Merck Eurolab (Darmstadt)

Von Dr. J. U. Rahfeld wurden folgende gereinigte Proteine zur Verfugung gestellt: E. co/i Par10,
E. coli Par10 C40A, E. coli Par10 C40D, RCM RNase T1 (S54G/P55N), und hPinl. Die hPinl-
Varianten hPinl R68A und hPinl R69A wurden von Herrn S. Daum gereinigt. Uber-
expressionsklone der Cyclophilin-Varianten hCyp18 Q63N, hCyp18 Q63E hCypl18 F113A
hCyp18 H126F und wurden freundlicherweise von Dr. C. Schiene-Fischer und
Dr. T. Kamphausen bereitgestellt. Die Uberexpressionsklone fiir hCyp18, hCyp18 R55A,
hCyp18 H126A, hPinl AWW und hFKBP12 wurden der Stammsammlung der Arbeitsgruppe

entnommen. CsA wurde von Dr. Y. Zhang bereitgestellt.

3.4 Geraite

CD-Spektrometer Jasco J710 Jasco (Gross-Umstadt)
Chromatographiesystem Amersham Pharmacia (Uppsala, Schweden)
Diodenarray-Spektrometer HP8453 Agilent Technologies (Béblingen)
Elektrophorese Apperatur Biometra (G6ttingen)
Fluoreszenzspektrophotometer F-3010 Hitachi (Tokyo, Japan)

FPLC Amersham Pharmacia (Uppsala,Schweden)
French Press SLM Aminco (Rochester, USA)

Sorvall M120GX, Ultrazentrifuge Kendo

pH-Meter Mettler-Toledo (Giessen)

Feinwaage Sartorius (Gottingen)

VP-ITC MicroCal (Northampton, USA)

20



Material und Methoden

3.5 Verwendete E. coli-Stamme

Tabelle 3-1: Verwendete E. co/i-Stimme und Plasmide

Stamm | Plasmid | exprimiertes Protein Resistenz
M15 pQE70 hCyp18 Ampicillin, Kanamycin
M15 pQE70 hCyp18 R55A Ampicillin, Kanamycin
M15 pQE70 hCyp18 H126A Ampicillin, Kanamycin
M15 pQE70 hCyp18 H126F Ampicillin, Kanamycin
M15 pQE70 hCyp18 Q63N Ampicillin, Kanamycin
M15 pQE70 hCyp18 F113A Ampicillin, Kanamycin
M15 pQE70 hCyp18 Q111T Ampicillin, Kanamycin
BL21 | pET28a hPin1 AWW Kanamycin
M15 pQEGO hFKBP12 Ampicillin, Kanamycin

3.6 Zellanzucht und Zellaufschluss

Alle im Folgenden beschriebenen Kulturmedien enthielten in Abhingigkeit vom verwendeten
E. co/i-Stamm, bzw. vom verwendeten Uberexpressionsplasmid, entweder 100 ug/ml Ampicillin
und 50 pg/ml Kanamycin (pQE70 und pQEGO in E. /i M15) oder 50 pg/ml Kanamycin
(pET28a in E. /i BL21). Die zur Uberexpression verwendeten E. co/i-Stimme wurden aus den
Glycerolkulturen der Stammsammlung auf LB-Agar-Platten (10 g/1 Pepton, 5 g/1 Hefeextrakt,
5 g/1 NaCl, 15 g/1 Agar) ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Ausgehend von einer
Einzelkultur wurden am nichsten Tag 6 ml LB-Medium (10 g/1 Pepton, 5 g/1 Hefeextrakt, 5 g/1
NaCl) angeimpft, nach 6 h Wachstum bei 37°C im Schittelinkubator bei 210 U/min wurde die
Suspension zum Animpfen von 6X25 ml LB-Medium verwendet. Nach Inkubation tber Nacht
im Schittelinkubator bei 37°C und 210 U/min wurden die Zellen durch Zentrifugation (8000 g,
10 min) sedimentiert, der Uberstand verworfen und anschlieBend in 6x10 ml LB-Medium
resuspendiert. Die erhaltene Zellsuspension wurde danach zum Inokulieren von 6x11 2fach
YT-Medium (16 g/1 Pepton, 10 g/1 Hefeextrakt, 5 g/l NaCl) verwendet. Die Kulturen wurden
beim Erreichen einer optischen Dichte von OD,,=0,5 bei 37°C mit 1 mM IPTG induziert. Nach
weiteren 5 h Wachstum unter denselben Bedingungen wurden die Zellen sedimentiert (8 min,
8000xg), der klare Uberstand verworfen und bei -80°C aufbewahrt. Zum Zellaufschluss wurden
35g Zellmasse in 70 ml eiskalten Puffer (20 mM Tricin-Puffer, pH 8) aufgenommen,

homogenisiert und durch dreifache ,,French Press“-Passage mechanisch aufgeschlossen. Durch
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Ultrazentrifugation (45 min, 100.000Xg) wurden vom Lysat unl6sliche Bestandteile abgetrennt.

Der klare Uberstand wurde zur weiteren Reinigung der iiberexprimierten Proteine verwendet.

3.7 Préaparation von Cyp18 und dessen Varianten, hFKBP12 und
hPin1 AWW
Der pH-Wert des Lysats wurde auf pH 8,0 eingestellt und anschlieBend auf eine mit 20 mM
Tricin-Puffer (pH 8,0) dquilibrierten Fractogel EMD-DEAD-650(M)-Sdule (2,5 cm*20 cm)
aufgetragen. Der Durchlauf des Chromatographieschrittes wurde aufgefangen und auf eine
Fractogel TSK-AF-Blue-Siule (1 cmX6 cm) aufgetragen. Die Elution des gebundenen Proteins
erfolgte durch einen linearen KCI-Gradienten (0-3 M KCl in 200 ml 20 mM Tricin, pH 8,0). Das
Eluat wurde fraktioniert aufgefangen und mittels SDS-Page analysiert. Faktionen, die das
gesuchte Protein enthielten, wurden vereinigt und zweimal gegen 21 35 mM HEPES (pH 7,0)
dialysiert. AnschlieBend wurde das Proteingemisch auf eine mit dem gleichen Puffer dquilibrierte
Fractogel SO;-650(M)-Chromatographiesiule (1 cmX9 cm) aufgetragen. Die gebundenen
Proteine konnten mit einem 0-1 M NaCl-Gradienten (in 100 ml 35 mM HEPES, pH 7,0)
fraktioniert von der Saule eluiert werden. Das Fluat wurde mittels SDS-Page analysiert und
diejenigen Fraktionen vereinigt, die das gesuchte Protein enthielten. Die erhaltene Proteinlésung
wurde mittels ,,Vivaspin“-Konzentratoren auf ein Volumen von 10 ml eingeengt und in 1 ml
Aliquots auf eine Hil.oad Superdex 75 HR 16/60 Gelfiltrationssdule aufgetragen. Die Elution des
Proteins erfolgte in 35 mM HEPES, pH 7,8 (100 mM NaCl). Das in der SDS-PAGE homogene
Protein wurde aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt. Alle gereinigten Proteine wurden mittels
MALDI-TOF Massenspektrometrie analysiert, die erhaltenen molekularen Massen stimmten im

Rahmen des Fehlers der Methode mit den aus der Primirsequenz bestimmten Massen tberein.

3.8 Analytische Methoden

3.8.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die SDS-Page wurde nach der von Laemmli beschriebenen Methode durchgefithrt [98]. Alle
Proteine wurden in einer 15%igen SDS-PAGE untersucht. Die Anfirbung der Gele erfolgte
durch Coomassiefarbung [99].

3.8.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteingemische wurden nach der Methode von Bradford mit BSA als Standard quantifiziert
[100]. Zur Ermittlung der Konzentration von homogenen Proteinproben wurden UV-Vis-
Spektren im Bereich von 210 bis 500 nm aufgenommen. Die erhaltenen Proteinspektren wurden
numerisch durch Subtraktion der Pufferspektren korrigiert. Alle verwendeten Losungen wurden

zuvor entgast und filtriert. Der zur Berechnung notwendige molare Extinktionskoeffizient wurde
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fiir RNase A aus der Literatur entnommen (9800 M cm™) oder nach der Methode von Grill und

von Hippel aus der Primirsequenz der Proteine berechnet [101].

3.8.3 Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen mittels MALDI-TOF-
MS

Die massenspektrometrischen Analysen wurden von Dr. A. Schiethorn (MPG, Halle)
durchgefiihrt. Die Spektren wurden an einem Reflex-Massenspektrometer der Firma Bruker
(Bremen) im linearen Modus aufgenommen. Als Matrix diente eine gesittigte Losung

Sinapinsiure in einem Acetonitril/Methanol/Wasset-Gemisch im Verhiltnis 3:2:5 (v/v/v).

3.8.4 CD-Spektroskopie
Alle Spektren wurden bei 25°C in destilliertem Wasser an einem Jasco CD-Spektrometer

aufgenommen. Die Proteinkonzentration von hCypl8 wurde zuvor mittels UV-Vis-
Spektroskopie mit 37 uM bestimmt. Fern- und Nah-UV-Spektren wurden in Quarzglasktvetten
mit 1 mm bzw. 10 mm Schichtdicke aufgenommen. Zur Bestimmung der Proteinstabilitit des
hCyp18 bei pH-Werten zwischen 5 und 9 wurde die gleiche wissrige Proteinlésung mittels
verdinnter HCl- oder NaOH-Losung auf den entsprechenden pH-Wert eingestellt und
anschliefend ein Nah- und Fern-UV-Spektrum aufgezeichnet. Pufferspektren wurden benutzt,
um die Proteinspektren numerisch zu korrigieren.

Die temperaturinduzierte Entfaltung und Aggregation von hCypl8 und des Komplexes
hCyp18/CsA wurden bei einer Wellenlinge von 222 nM in einem Temperaturbereich von 20 bis
70°C verfolgt. Die Enzymkonzentration bzw. die Konzentration des hCyp18/CsA-Komplexes
lag in beiden Experimenten bei 34 uM. Der Versuch wurde in 25 mM Natriumphosphatpuffer
pH 7,5 durchgefithrt. Es wurde eine Quarzglaskiivette mit 1 mm Schichtdicke verwendet. Die

Heizrate betrug 0,25°C/min.

3.8.5 Kalorimetrie

Allgemein: Alle Untersuchungen erfolgten mit einem VP-ITC-Kalorimeter der Firma MicroCal.
Die korrekte Funktionsweise des Kalorimeters wurde in regelmiBligen Zeitintervallen von zwei
Monaten wie vom Hersteller empfohlen Gberprift. Die Referenzzelle des Kalorimeters wurde
mit destilliertem, entgastem und sterilfiltriertem Wasser beftllt. Fur Versuche zur Bestimmung
der thermodynamischen Konstanten von Protein/Ligand-Interaktionen wurde das Protein
zweimal gegen zwei Liter des im Ergebnisteil angegebenen Puffers fiir zwei Stunden dialysiert,
unter Vakuum entgast und anschlieBend dessen Proteinkonzentration spektroskopisch bestimmt.
In den Fillen, in denen die Experimente in D,O erfolgten, wurde die Proteinlésung 5mal gegen

20 ml des entsprechenden Puffers dialysiert.
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3.8.5.1 hCyp18/CsA Interaktion

Fir ein typisches Experiment wurde aus einer frisch hergestellten 10 mM CsA-Stammldsung in
DMSO ecine 2 bis 20 pM-Lésung in dem jeweils verwendeten Puffer hergestellt. Von dieser
Losung wurden 3 ml unter Vakuum entgast und anschlieBend in die Messzelle des Kalorimeters
gefiillt. Die Titrationsapparatur wurde mit dem zuvor dialysierten hCyp18 befiillt. Um eine
Sittigung des CsA mit hCypl8 zu ermdglichen, lag die Proteinkonzentration in der
Titrationsapparatur in allen Experimenten mindestens 7fach tiber der CsA-Konzentration in der
Messzelle. Die Experimente wurden mit der CsA-Losung in der Messzelle durchgefithrt, da
dieser hydrophobe Ligand in wissrigen Losungen schlecht 16slich ist. Zur schnelleren
Durchmischung von hCyp18 und CsA wihrend des Experimentes wurde die Messzelle mit
510 U/min gertuhrt. Die Titration erfolgte, von der Software gesteuert, automatisch; dem ersten
Titrationsschritt von 2 ul folgten mindestens 15 weitere, bis das CsA in der Messzelle vollstindig
gesittigt war. Die einzelnen Titrationsschritte wurden in einem Abstand von 300 s gestartet. Die
durch die Interaktion von CsA und hCyp18 bei jedem Titrationsschritt auftretende Wirme wurde
automatisch aufgezeichnet. Um etwaige unspezifische Wirmeentwicklung, hervorgerufen durch
die Verdinnung des hCypl8, zu ermitteln, wurde nach Beendigung des Experiments ein
Kontrollversuch unter identischen Versuchsbedingungen durchgefiihrt, dabei wurde hCyp18 in
den zuvor zur Dialyse verwendeten Puffer titriert. Mithilfe der vom Hersteller bereitgestellten
Software wurden die erhaltenen Messsignale fur die hCyp18/CsA-Interaktion durch die im
Kontrollexperiment erhaltenen Messsignale korrigiert. Zur Bestimmung der Bindungsenthalpie
(AH;;), der Assoziationskonstante (K,) und der Stéchiometrie (N) der Bindung wurden die
Parameter eines Bindungsmodells, das eine einzige Bindungsstelle im Enzym voraussetzt, unter
Benutzung der vom Hersteller mitgelieferten Auswertungssoftware an die korrigierten
Wirmemengen angepasst. Aus den erhaltenen Parametern konnte die Anderung der freien
Enthalpie der Bindung (AGy;) und die Anderung der Entropie (AS,;) nach Gleichung 1 und

Gleichung 2 berechnet werden.

Gleichung 1 AG,. =—RTIhK,

Gleichung 2 AG e = AH re —=TAS 17

Die thermodynamischen Parameter wurden mit dem Index ,,JTC* versehen, da die Experimente
nicht unter den fir biologische Experimente definierten Standardbedingungen (pH 7,0)
durchgefiihrt wurden. Die Ergebnisse wurden nicht in der SI-Einheit Joule (J), sondern in
Kalorien (cal) angegeben, um eine leichte Vergleichbarkeit mit Literaturwerten gewihtleisten zu

konnen. Die Varianten des hCyp18 wurden nach dem gleichen Protokoll untersucht.
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3.8.5.2  hCyp18/Suc-AFPF-pNA-Interaktion

Zur  Untersuchung der  Substrat/Enzym-Interaktion  wurde das gegen 25 mM
Natriumphosphatpuffer (pH 7,5) dialysierte hCyp18 (320 uM) in der Messzelle vorgelegt. Das
Peptid (4,3 mM) wurde gegen denselben Puffer dialysiert und anschlieBend in die
Titrationsapparatur gefiillt. Zuvor wurde die Konzentration des Peptides mittels UV-Vis-
Spektroskopie bei 390 nm bestimmt. Dazu wurden 20 pl der Peptidstamml6sung mit 1960 ul
35 mM HEPES-Puffer (pH 7,8) und 20 ul Chymotrypsin (100 mg/ml) versetzt und fir 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Konzentration des Peptides ergibt sich mit Hilfe des molaren
Extinktionskoeffizienten des durch die Protease freigesetzten 4-Nitro-Anilins (13454 M cm™).
Die Zugabe des Substrates zum kalorimetrischen Messansatz erfolgte automatisch in
Titrationschritten zu je 8 pl. Der erste Titrationsschritt von 2 ul wurde nicht zur Auswertung
herangezogen. Im Ubrigen erfolgte die Durchfithrung und Auswertung wie unter 3.8.5.1

beschrieben.

3.8.5.3 hPinl/Ligand Interaktion

Die Ligand-Stamml6ésung (10 mM) wurde in Wasser hergestellt und zu einer Endkonzentration
von 100 uM mit dem zur Dialyse des Proteins verwendeten Puffers verdiinnt. AnschlieSend
wurde die Lésung unter Vakuum entgast und in die Titrationsapperatur gefullt. Lésungen von
hPinl und dessen Varianten (rund 10 pM) wurden gegen die im Ergebnisteil genannten Puffer
dialysiert (2X2 h gegen 2 1), unter Vakuum entgast, deren Proteinkonzentration spektroskopisch
bestimmt und in die Messzelle geftllt. Der Ligand wurde wihrend des Experiments automatisch
in 18 ul-Schritten in die Messzelle titriert. Der erste Titrationsschritt hatte ein Volumen von 2 ul
und wurde nicht zur Auswertung verwendet. Die weitere Durchfiihrung und Auswertung der

Experimente erfolgte wie bereits unter 3.8.5.1 beschrieben.

3.8.5.4 Berechnung der thermodynamischen Parameter AC, und AH(60°C)

Die Methode nach Freire erlaubt es, die thermodynamischen Parameter AC, und AH(60°C) zu
berechnen, wenn die molekulare Struktur der interagierenden Proteine/Ligand-Komplexe
bekannt ist [102, 103]. Die Parameter berechnen sich nach Gleichung 3 und Gleichung 4. Dabei

stellen die GroBen AASA ., und AASA die durch die Komplexierung hervorgerufene

polar unpolar

Anderung der wasserzuginglichen polaren bzw. unpolaren Oberflichebereiche des Proteins und
des Liganden dar. Als polare Bereiche wurden all jene wasserzuginglichen Oberflichenbereiche
gewertet, die mit polaren Atomen wie Schwefel, Sauerstoff und Stickstoff assoziiert sind. Alle
anderen Oberflichenbereiche wurden als unpolar klassifiziert. Die GroBlen der Parameter

a=0,45 cal K" ‘mol’ A, b=-0,26 cal K" mol" A%, c=31,4 cal K' 'mol" A und
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d=8,44 cal K" 'mol’ A” wurden der Literatur entnommen [102, 103]. Zur Berechung der
Oberflichen wurde die Software ,,Grasp® oder ,,Getarea 1.1% genutzt [104, 105]. Die zur
Generierung der wasserzuginglichen Oberfliche notwendige idealisierte, virtuelle Wasserkugel

hatte einen Durchmesser von 1.4 A.

Gleichung 3 AC, .., = a-AASA +b-AASA

unpolar polar

Gleichung 4 AH (60°C) = c-AASA +d - AASA

polar unpolar

3.8.5.5 Kinetische Untersuchungen mittels Kalorimetrie

Allgemein: Die Konzentration der verwendeten GdmHCI-Losungen wurde durch die Bestimmung
des Brechungsindex kontrolliert [106]. Alle verwendeten Losungen wurden kurz vor dem
Experiment unter Vakuum entgast. Die Titrationsapparatur und die Messzelle wurden mit den im
Ergebnisteil angegebenen Puffern befillt. AnschlieBend wurde das gesamte System solange unter
Rithren (510 U/min) dquilibtiert, bis keine Basisliniendrift mehr zu etkennen war. Die Basislinie
wurde fiir mindestens 20 min aufgezeichnet. Der Start des Experimentes erfolgte durch die
manuelle Injektion der zu analysierenden Probe mittels einer gasdichten Glasspritze in die
Messzelle. Dazu wurde die Titrationsapparatur entfernt, die Probe injiziert und das System
unverziiglich wieder zusammengesetzt. Die Geritesoftware zum Aufzeichnen des Messsignals
wurde manuell gestartet. Das System benétigte tiblicherweise zwischen 250 und 400 s, um die
durch die Injektion der Probe und durch den Ein- und Ausbau der Titrationsapparatur
hervorgerufenen thermischen Stérungen auszugleichen. Wihrend dieser Zeit lag das
aufgezeichnete Messsignal auf3erhalb des Messbereiches des Kalorimeters. Die Auswertung der

erhaltenen Thermogramme erfolgte mit SigmaPlot fiir Windows Version 8.

3.8.5.6 RNase A-Riickfaltungsexperimente

Die Renaturierung von verschiedenen Konzentrationen an vollstindig entfalteter RNase A (5 M
GdmHCI, 50 mM Glycin-Puffer, pH 2,0) wurde durch die Injektion von 100 pul des
Entfaltungsansatzes in die den Renaturierungspuffer enthaltende Messzelle gestartet. Die
Endkonzentrationen an RNase A im Rickfaltungsansatz lagen zwischen 43,5 und 290 uM. Die
genaue Konzentration wurde nach Beendigung des Experiments spektroskopisch bestimmt. Fir
Experimente in denen L.p.Mip die Rickfaltung von RNase A beschleunigte, wurde die PPIlase
(240 uM) im Rickfaltungspuffer gelost, in die Titrationsapparatur gefilllt und 250 s nach dem
Start des Faltungsexperimentes zum Reaktionsansatz titriert.

Zur Berechnung der wihrend der Riickfaltung ausgetauschten Wirme wurden die Parameter von

Gleichung 5 oder Gleichung 6 an die erhaltenen Ruckfaltungskinetiken angepasst. Wobei A die
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Lage der Basislinie charakterisiert, B und C die Amplituden der beobachteten Reaktion sind und
k, bzw. k, und k, die entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten darstellen. Zur besseren
Vergleichbarkeit der erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten mit den in der Literatur

verwendeten Zeitkonstanten wurden die reziproken Werte der Geschwindigkeitskonstanten

errechnet.
Gleichung 5 Ot)=A+B-(1-e™)
Gleichung 6 Ot)=A+B-(1-e")y+C-(1-e"")

Mit Hilfe der bekannten Proteinkonzentration, dem gegebenen Volumen der Messzelle (1,45 ml)
und des wihrend der RNase A-Renaturierung auftretenden Gesamtwiarmeumsatzes wurde die

Enthalpie der Riickfaltung (AHy,,,,) berechnet.

Faltun,

3.8.5.7  Prolyl-cis/ trans-Isometisierung von Ala-Pro (AP) und Ala-Ala-Pro (AAP)

Um pH-Wert-Sprungexperimente durchzufithren, wurden die Peptide (AP und AAP) mit einer
ungefihren Endkonzentration von 50 mM in Wasser gelost. Der bendtigte pH-Wert von
entweder pH 2,1 oder 7,5 wurde durch Zugabe von verdinnter HCl oder NaOH eingestellt. Die
pH-Wert-Sprungexperimente wurden durch die Injektion von 100 ul der Peptidstamml6sung in
die Messzelle gestartet. Die Messzelle und die Titrationsapparatur enthielten in Abhangigkeit vom
pH-Wert der Peptidlésung 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,5 oder pH 2,1.

Zur Durchfiihrung von Losungsmittelsprungexperimenten wurde von dem Peptid AAP eine
rund 50 mM Stamml6sung in wasserfreien 0,47 M LiCl/TFE angefertigt. Der Start der
Losungsmittelsprungexperimente erfolgte durch die manuelle Injektion von 50 ul der AAP
0,47 M LiCl/TFE Stamml6sung in die Messzelle des Kalorimeters. Sowohl die Messzelle als auch
die Titrationsapparatur waren mit 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,5) befillt. Die
Endkonzentration von allen Stammlésungen wurde mittels NMR-Spektroskopie bestimmt
(siche 3.8.0).

Die beobachtete Geschwindigkeitskonstante (k) wurde durch die Anpassung der

obs,
Signal/Zeitkurve an ein  Geschwindigkeitsgesetz  erster  Ordnung  erhalten.  Diese
Geschwindigkeitskonstante setzt sich aus den mikroskopischen Geschwindigkeitskonstanten der
cis- nach  frans-Isomerisierung (k) und deren Riickreaktion (k,) zusammen. Da die
Gleichgewichtskonstante (K_,) der untersuchten Peptide unter den hier verwendeten

Bedingungen mittels NMR-Spektroskopie ermittelt wurde, konnte aus Gleichung 7 und

Gleichung 8 die Geschwindigkeitskonstante k_,, berechnet werden.
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GleiChHﬂg 7 kabs = kc/t + kt/c
k.,
Gleichung 8 K, = k”‘

Aus der Temperaturabhingigkeit der Gleichgewichtskonstante konnte nach Gleichung 9 der
enthalpische Unterschied (AH") zwischen den zwei Grundzustinden (¢is und frans) der Peptide

ermittelt werden.

0 0
Gleichung 9 InkK,, = AH /s .l_,. AN
' R T R
Durch die Bestimmung der Temperaturabhingigkeit der beobachteten

Geschwindigkeitskonstante k, fur die s/ trans-Isometisierung der untersuchten Peptide konnte
unter Verwendung von Gleichung 10 die Anderung der Enthalpie und Entropie im

Ubergangszustand ermittelt werden.

_ 1 i
Gleichung 10 ln(k”/’ j = ( AH c/: Jl+ ASRC” + m(%j

T R T

Die verwendeten Peptidstammlosungen wurden mittels NMR-Spektroskopie auf ihre Stabilitit

unter den hier verwendeten Bedingungen tberprift.

3.8.5.8 Konformationelle Umwandlung von Ac-(Pro),,-NH,

5 mg von Ac-(Pro);;-NH, wurden durch Inkubation in 50 ml Isopropanol iiber Nacht in die
all-c/s-Konformation (Polyprolin-I) tberfithrt. Das Losungsmittel wurde anschlieBend im
Rotationsverdampfer verdampft. Das zurtickbleibende Peptid wurde in 100 pul 50 mM
Natriumphosphatpuffer (pH 7,5) aufgenommen und sofort in die Messzelle injiziert. Die
Messzelle wurde zuvor mit dem gleichen Puffer gefillt und A4quilibriert. Unter diesen
Pufferbedingungen wandelt sich das Peptid von der all-vs-Form in die all-#rans-Form
(Polyprolin-II) um.
3.8.6 NMR-spektroskopische Untersuchungen an AP und AAP

Die Bestimmung der Konzentration, sowie der Stabilitit der verwendeten Peptid-Stammldsungen
(AP und AAP) erfolgte durch Dr. Liicke mittel NMR-Spektroskopie. Des Weiteren wurde mittels
NMR-spektroskopischen Methoden die Temperaturabhingigkeit des Peptidyl-Prolyl-cis/ trans-

Gleichgewichtes dieser Peptide bestimmt.
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3.8.7 PPlase-Aktivititstests

Allgemein: Das hier verwendete Protokoll beruht auf der von Fischer ez a/ beschriebenen
Vorschrift zur Untersuchung von PPlasen mittels isomerspezifischer Proteolyse [3]. Wenn nicht
anders angegeben, wurden die Experimente bei 10°C an einem Diodenarray-Spektrophotometer
HP8453 durchgefiihrt. An Tagen mit hoher Luftfeuchtigkeit wurde die Kuvette mit Stickstoff
umspilt, um ein Beschlagen der Glasoberflichen zu vermeiden. Typischerweise wurde der
Reaktionsansatz wihrend der Vorinkubationszeit (4 min) und der eigentlichen Messung (2 bis
6 min) stindig gerithrt. Die Signalaufzeichnung erfolgte automatisch mit der vom Hersteller
gelieferten Software. Die Absorption/Zeitkutven von allen proteasegekoppelten Tests wurden
kontinuierlich aufgenommen. Im ungekoppelten Test (basierend auf dem Test beschrieben von
Janowski ez al. [107]) wurde die Anderung der Absorption aller 2 s aufgezeichnet, wobei zur
Verbesserung des Signal/Rauschverhiltnisses jeder Messpunkt den Mittelwert der Absorptions-
inderung innerhalb von 0,5 s reprisentiert.

Die aufgezeichneten Kinetiken zeigten nach einer kurzen Mischphase (<15 s) in allen Fillen den

typischen Zeitverlauf einer Reaktion erster Ordnung. Die Geschwindigkeitskonstante (k) wurde

obs

durch nichtlineare Regression bestimmt.

3.8.7.1 Bestimmung der Viskosititsabhingigkeit der PPlase-Aktivitit

Zur Bestimmung der Viskosititsabhingigkeit der PPlase-Aktivitit wurden die k,,/K,-Werte
jedes der untersuchten Enzyme in 35mM HEPES-Puffer (pH 7,8) mit steigenden
Konzentrationen an verschiedenen viskosen Zusitzen mit Hilfe des proteasegekoppelten PPlase-
Aktivitdtstest ermittelt. StandardmiBig wurden die Enzyme in Losungen von 0, 5, 10, 20 und
30% (w/w) Glycerol, 0, 5, 10, 20% (w/w) Rohrzucker und 0, 0,5, 1, 1,5% (w/w) PVP360
untersucht. Die absoluten Viskosititen der Puffer wurden bei 10°C mit einem
Rotationsviskosimeter bestimmt, daraus wurden die Viskosititen (,) relativ zum verwendeten
Puffer ohne viskose Zusitze berechnet (Tabelle 7-10)

Das Gesamtvolumen des PPlase-Aktivititstests betrug 1500 pl. Es wurde der proteasegekoppelte
Aktivitdtstest verwendet. Die Substratstammlésungen (60 mg/ml) wurden in DMSO oder
0,47 M LiCl/TFE hergestellt und mit einer 1/1500fachen Verdiinnung eingesetzt. Als
isomerspezifische Protease zur Untersuchung der Substrate Suc-AAPF-pNA, Suc-AFPF-pNA,
Suc-ALPF-pNA und Suc-AAPF-DFA wurde a-Chymotrypsin (100 mg/ml Stammlésung)
verwendet. Die Substrate Ac-AA(P)SPR-pNA und Ac-AASPR-pNA wurden mit Trypsin
(50 mg/ml Stammlosung) isomerspezifisch gespalten. Die Endkonzentration beider Proteasen
betrug in jedem Fall mindestens 0,3 mg/ml. Normalerweise wurde die Reaktion durch Zugabe

des Substrates zum vortemperierten Messansatz gestartet.
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Zur Bestimmung der k /K, -Werte wurden die Versuchsbedingungen so gewihlt, dass die
Substratkonzentration im Messansatz deutlich kleiner war als der K,-Wert der untersuchten
PPIase ([S]<<K,). Unter diesen Bedingungen ergibt sich die Geschwindigkeitskonstante zweiter

Ordnung nach Gleichung 11.

Gleichung 11 kat _ Menz

Z

Dabei stellt [E] die PPlase-Konzentration im Messansatz dar und k_,, errechnet sich aus der
Differenz der beobachtenden Geschwindigkeitskonstante (k) der katalysierten Reaktion und

der Geschwindigkeitskonstanten der unkatalysierten Reaktion (k) (Gleichung 12).

unka

Gleichung 12 k =k, —

3.8.7.2 Bestimmung des KSIE

Zur Bestimmung des KSIE wurde 35 mM HEPES-Puffer in H,O und D,O hergestellt. Der
pH/pD-Wert wurde mittels eines pH-Meters auf 7,8 eingestellt, wobei der pD-Wert nach der
Formel pH=pD+0,4 berechnet wurde. Die Messungen wurden ansonsten wie fir den
proteasegekoppelten Test (3.8.7.1) oder den proteasefreien Test (3.8.7.5) durchgefiithrt. Die
notwendigen Protease-Stammldsungen wurden in H,O und D,O hergestellt. Fir die Messungen
in D,0O und H,O wurde die gleiche PPlase-Stammlésung verwendet. Losungen mit
unterschiedlichen Verhiltnissen von D,0O und H,O wurden durch volumetrisches Mischen der

beschriebenen Puffer erzeugt.

3.8.7.3 Bestimmung des K;-Wertes fiir hCyp18 und dessen Varianten

Die Bestimmung der Inhibitorkonstante (K)) erfolgte im proteasegekoppelten PPlase-
Aktivitdtstest mit Suc-AAPF-pNA als Substrat, wie unter 3.8.7.1 dargestellt. Dazu wurde hCyp18
bzw. die davon abgeleiteten Varianten mit verschiedenen CsA-Konzentrationen fir 10 min im
Messansatz (35 mM HEPES pH 7,8, 10°C) vorinkubiert und anschlieBend die verbleibende
PPIase-Aktivitit bestimmt. Die erhaltene Abhingigkeit zwischen CsA-Konzentration und den
entsprechenden k., /K,,-Werten wurde an ein Modell fiir hochaffine kompetitive Inhibitoren

angepasst [108].

3.8.7.4 Bestimmung der Michaelis-Menten-Parameter in viskosen Losungen

Zur Bestimmung wurde der proteasegekoppelte Test verwendet. Die Stammldsung des
Substrates  Suc-AFPF-pNA  (50-150 mg/ml) wurde in 0,47 M LiClI/TFE  hergestellt.

Progresskurven wurden fiir 9 Substratkonzentrationen im Bereich von 6 bis 535 uM (bezogen auf
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das cs-Isomer des Peptides) aufgenommen. In Abhingigkeit von der eingesetzten
Substratkonzentration wurde die Produktbildung bei zwei verschiedenen Wellenlingen

beobachtet (Tabelle 3-2).

Tabelle 3-2: verwendete Extinktionskoeffizienten zur Berechnung der Produktkonzentration
im Messansatz bei verschiedenen Wellenlingen

Peptidkonzentration | Wellenlinge | Extinktionskoeffizient
nm M- cm?
<50 uM 390 13454
>50 uM 446 1262

Die Versuchsreihen wurden sowohl in Abwesenheit eines Viskosogens als auch in Anwesenheit
von 30% (w/w) Rohrzucker oder 40% (w/w) Glycerol durchgefiihrt. Die Reaktion wurde nach
der Temperierung des Messansatzes (bei 10°C fiur 4 min) durch die Zugabe der Chymo-
trypsinstammlésung (100 mg/ml) gestartet. Die Endkonzentration der Hilfsprotease im Ansatz
betrug 0,6 mg/ml. Unter diesen Bedingungen war die Spaltung des Substrates in detr frans-
Konformation innerhalb von 5 bis maximal 20 s nach Zugabe der Protease beendet. Die hCyp18-
Konzentrationen der verschiedenen Ansitze variierten zwischen 1,6 und 3,2 nM. Die Reaktion
wurde gestoppt, wenn keine Signalinderung mehr sichtbar war. Alle erhaltenen Progresskurven
wurden mittels des Programms Dynafit [109] ausgewertet. Dazu wurden die Parameter einer
Michaelis-Menten-Kinetik (Gleichung 13) durch nichtlineare Regression simultan an alle
Progresskurven angepasst.

ki
Gleichung 13 E+S_ES—2>E+P
k-1

3.8.7.5 Ungekoppelter/proteasefreier PPlase-Aktivititstest

Die Versuche wurden in Anlehnung an das von Janowski e# /. publizierte Protokoll durchgefiihrt
[107]. Der Messpuffer (35 mM HEPES, pH/pD 7,8) wurde wie unter 3.8.7.2 beschrieben
hergestellt. In allen Fillen wurde das Substrat Suc-AAPF-DFA verwendet. Die Stammlosung
(60 mg/ml in 0,47 M LiCl/TFE) dieses Peptides wurde an jedem Messtag frisch hergestellt. Das
Gesamtvolumen des Messansatzes betrug 1500 ul. Um etwaige Messungenauigkeiten durch
mogliche unspezifische Wandabsorption von PPlasen an die Quarzglaskiivettenwand oder den
teflonbeschichteten Magnetrithrer zu vermindern, wurden dem Reaktionsgemisch 0,5 ul einer
100 mg/ml Stammlosung BSA zugegeben. Die Aquilibrierung des Substrates im Messansatz
wurde bei 246 nm beobachtet und numerisch durch die Absorption bei 300 nm korrigiert. Die

erhaltene Signal/Zeit-Kurve konnte in allen Fillen an eine Kinetik erster Ordnung angepasst
31



Material und Methoden

werden. Die ermittelte Geschwindigkeitskonstante (k) ist die Summe der Geschwindig-
keitskonstanten fir die ss- nach zrans-Isomerisierung (k) und deren Riickreaktion (k). Zur
Untersuchung des KSIE wurde die gleiche PPlase-Stammlésung fur die jeweiligen Experimente
in H,O und D,O verwendet, der D,0O-Gehalt reduzierte sich dadurch um weniger als 1%. Eine
Vorinkubation der Enzymlosung in D,O hatte keine Verinderung der enzymatischen

Eigenschaften zur Folge.

3.8.7.6  RNase T1 (S54G/P55N)-Proteinriickfaltungstest

Bei diesem Test diente die entfaltetete Form von S-carboxymethylierter RNase T1 (§54G/P55N)
(im Folgenden auch RNase T1-Variante genannt) als Substrat fiir die zu untersuchenden PPlasen
[110]. Der langsamste Schritt bei der Ruckfaltung dieses Proteins ist die Isomerisierung der
Prolyl-Bindung Tyr-Pro39 von der nichtnativen #rans-Form zu der nativen ¢s-Form. Das Substrat
lag in 100 mM Tris/HCI (pH 8,0) vollstindig entfaltet vor, die Renaturierung wurde durch die
100fache Verdinnung des Proteins in 2ml des Ruckfaltungspuffers (2 M NaCl, 100 mM
Tris/HCl, pH 8,0) gestartet. Die Endkonzentration der RNase T1-Variante lag bei ungefihr
0,7 uM. Die Faltung wurde fluoreszenzspektroskopisch verfolgt, wobei die Probe bei 268 nm
(1,5 nm Spaltbreite) angeregt und das Messsignal bei 320 nm (10 nm Spaltbreite) aufgezeichnet
wurde. Um den Einfluss von schwerem Wasser auf die Katalyseeffizienz der PPlasen gegen
dieses Substrat zu bestimmen, wurden die Riickfaltungsversuche parallel sowohl in H,O als auch
in D,0-haltigen Ruckfaltungspuffern durchgefiihrt. Die Rickfaltungskinetiken wurden an eine
monoexponentielle Funktion angepasst. Zur Bestimmung der k. /K, -Werte fir die
verschiedenen ~ PPlasen  wurde, wie  bereits unter  3.8.7.1  beschriecben, die
Geschwindigkeitskonstante der unkatalysierten Reaktion von der Geschwindigkeitskonstante der
durch die PPlase beschleunigten Reaktion subtrahiert und anschlieBend durch die PPlase-

Konzentration im Messansatz geteilt.
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4 Ergebnisse

4.1 Kalorimetrische Untersuchungen

Das Studium von Enzyme/Inhibitor-Wechselwirkungen, besonders von  ibergangs-
zustandsanalogen Verbindungen, ist hilfreich fiir das Verstindnis der molekularen Vorginge im
aktiven Zentrum von Enzymen wihrend der Katalyse. In diesem Kapitel werden die Ergebnisse

der kalorimetrischen Untersuchungen an Inhibitorkomplexen von hCyp18 und hPin1 dargelegt.

4.1.1 humanes Cyclophilin 18
Bevor eine detaillierte thermodynamische Untersuchung der hCyp18/CsA durchgefithrt werden

konnte, mussten Bedingungen gefunden werden, die es erlaubten, die zu bestimmenden
Parameter AH;;, K, und N (St6chiometrie), mit zufrieden stellender Genauigkeit zu messen.
Die Konzentration von CsA in der Messzelle muss fur ein gutes Signal/Rausch-Verhiltnis
ausreichend hoch sein. Andererseits verhinderte der Einsatz von zu hohen CsA-Konzentrationen
(>20 uM) eine prizise Bestimmung von K,, da unter diesen Bedingungen der zu steile Anstieg
der Titrationskurve im Wendepunkt eine sinnvolle Anpassung des verwendeten Bindungsmodells
an die Messdaten unmoglich machte. Gute Ergebnisse wurden mit CsA-Konzentrationen
zwischen 2 und 10 uM erzielt. Der Verlauf einer typischen Titration ist in Abbildung 2A
dargestellt. Auffillig ist, dass, obwohl sich die Amplitude des beobachteten Signals bei jedem
Titrationsschritt verringerte, die umschlossene Fliche (Abbildung 2B) tber die ersten 8
Titrationsschritte anndhernd konstant bleibt. Zur Bestimmung des Standardfehlers der
ermittelten Parameter wurde das Experiment mehrfach wiederholt, wobei jedes Mal neue
Protein- und CsA-Losungen eingesetzt wurden. Dabei ergaben sich
AH,;(25°C)=-14,740,3 kcal mol™" und K,(25°C)=0,940,3-10° M. Bei allen durchgefiihrten
Experimenten lag der Stochiometriefaktor zwischen 0,92 und 1,02, was darauf schlieBen liel3,
dass das verwendete Enzym nahezu vollstindig in seiner nativen, CsA-bindenden und deshalb

vermutlich auch enzymatisch aktiven Form vorlag.
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Abbildung 2: A) Interaktion von hCyp18 mit CsA. Die Titration wurde bei 25°C in 25 mM
Natriumphosphatpuffer (pH 7,5) durchgefithrt. In die Messzelle wurden 2,2 M CsA
vorgelegt. Die Titration erfolgte mit einer 66 uM hCyp18-Losung in jeweils 4 pl Schritten. B)
Die durch die Interaktion von hCyp18 mit CsA hervorgerufenen Signalinderungen wurden
integriert, in molare GroBen umgerechnet und gegen das molare Verhiltnis von CsA zu
hCyp18 aufgetragen. Die durchgezogene Linie entspricht der Anpassung der Parameter des
Bindungsmodells an die Messwerte; folgende Parameter wurden ermittelt: K1=0,92-108 M-,
AHyrc=14,3 kcal mol! und N=1,002.

4.1.1.1 Temperaturabhingigkeit der thermodynamischen Parameter

Zur weiteren Charakterisierung der hCyp18/CsA-Interaktion wurde die Temperaturabhingigkeit
der Bindung untersucht. Die Experimente wurden im Temperaturbereich von 5 bis 30°C
durchgefiihrt. Die thermische Stabilitit von hCypl8 wurde unter identischen Bedingungen
mittels Fern-UV-CD-Spektroskopie untersucht. Bis zu einer Temperatur von 40°C zeigten sich
kaum Verinderungen der Sekundirstruktur, ab 48°C begann das Protein zu aggregieren. Die
Anwesenheit von CsA stabilisierte hCyp18, sodass die Aggregation erst bei ungefihr 53°C
einsetzte (Abbildung 3). Da der bei allen Experimenten verwendete Natriumphosphatpuffer nur
eine geringe Anderung des pK-Werte mit der Temperatur zeigte (ApKy/dT=-0,0028 K ), wurde
der pH-Wert der Losungen bei 25°C eingestellt und nicht temperaturkorrigiert. Die ermittelten
Werte fir AH;, AGy und TAS;. wurden in Abbildung 4 in Abhingigkeit von der Temperatur

dargestellt.
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Abbildung 3: Temperaturabhingigkeit der CD-Signals bei 222 nm fiir 34 uM hCyp18 (0)
und 34 uM hCypl8 im Komplex mit 34 uM CsA (@) in 25 mM Natriumphospatpuffer
(pH 7,5). Alle Messwerte wurden numerisch pufferkorrigiert. Der untersuchte
Temperaturbereich von 20 bis 70°C wurde mit 0,25°C/min durchlaufen.

Sowohl AH, als auch TAS, . zeigten eine starke Temperaturabhingigkeit, wihrend AG . kaum
beeinflusst wurde. Bis zu einer Temperatur von 289 K wurde die Komplexierung vollstindig
durch den enthalpischen Beitrag der freien Enthalpie angetrieben, erst bei niedrigeren
Temperaturen leistete auch der entropische Beitrag einen Anteil zur Bindung. Aus dem Anstieg
der Regressionsgeraden der Messwerte fiir AH. konnte die Anderung der spezifischen
Wirmekapazitit, hervorgerufen durch die Protein/Ligand-Wechselwirkung, mit rund
AC,=-435 cal mol" K' berechnet werden (Gleichung 14). Dieser Parameter ist iiber eine
empirische gefundene Beziechung mit der Anderung der wasserzuginglichen Oberfliche der
Bindungstasche verkniipft und konnte auf diese Weise aus den vorhandenen strukturellen Daten

berechnet werden (Gleichung 3). Damit ergab sich unter Benutzung der ermittelten, durch die

Bindung hervorgerufenen Anderungen der wasserzuginglichen Oberflachen
(AASA,,,,=-357,3 A’ und AASA,, ., =-660,6 A*) AC; .., =-211 cal mol" K.
AH
Gleichung 14 AC p = (6—]
or )p
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Abbildung 4: Temperaturabhingigkeit der thermodynamischen Parameter AHirc (0), AGrrc
(A) und TASrrc (@) der hCypl18/CsA Interaktion. Die linearen Regressionen (-) der
aufgetragenen Werte wiesen ein Bestimmtheitsmal3 (12) von 0,99 fur AHrre und TASyrc und
0,79 fir AGrrc auf. Die Wertepaare der Abbildung sind in Tabelle 7-11, Tabelle 7-12 und

275 280 285

290 295 300

Temperatur (K)

Tabelle 7-13 des Anhangs zusammengefasst.

305 310

Die groflen Unterschiede zwischen den gemessenen und berechneten AC,-Werten fiihrten zu der

Vermutung, dass weitere Faktoren diesen Parameter beeinflussten. Es ist bekannt, dass in der

Bindungstasche gebundene Wassermolekiile einen nicht zu vernachlissigenden Einfluss auf AC,

haben kénnen [111]. Um den Finfluss von in der Bindungstasche gebundenen Wassermolekiilen

auf die thermodynamischen Parameter der hCyp18/CsA-Interaktion niher zu beleuchten,

wutrden I'TC-Experimente in D,0- und Glycerollsungen durchgefiihrt. Die bei 25°C ermittelten

Parameter und die Temperaturabhingigkeit von AH . wurden in Tabelle 4-1 zusammengefasst.

Tabelle 4-1: Vergleich der ermittelten thermodynamischen Parameter der hCyp18/CsA-
Interaktion bei 25°C in 25 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,5 bzw. pD 7,5 und bei Zusatz

von 30% (v/v) Glycerol.

H,O0 pH 7,5

D,0 pD 7,5

30% (v/v) Glycerol

K1(298 K)

0,9-108 M-

1,5-108 M1

0,6-:108 M-

AGrrc(298 K)

-10,8 kcal mol!

-11,1 kcal mol-!

-10,5 kcal mol!

AHirc(298 K)

-14,7 kcal mol!

-14,8 kcal mol!

-18,6 kcal mol!

TASr1c(298 K)

-3,9 kcal mol-! K-!

-3,6 kcal mol-1 K-1

-7,8 kcal mol-1 K-1

ACp

-435,8+7 cal mol! K-!

-488+18 cal mol'1 K-!

-426+27 cal mol'1 K-!

Besonders auffillig war die deutlich negativere Bindungsenthalpie in Gegenwart von Glycerol

(AAH 1¢ 120 Gigeerot (25°C)=3,9 kcal mol™"), welche jedoch nicht zu einer festeren Bindung fiihrte,
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sondern durch den ebenfalls negativeren entropischen Term
(TAAS 1 1120 Gigeeral (25°C)=4 kcal mol") kompensiert wurde. Die hohe Glycerolkonzentration
hatte nur einen geringen Einfluss auf AC, (AAC; 150 giyeerol (25°C)=-9 cal’ mol" K.

Die Verwendung von D,O fiihrte tiber den gesamten untersuchten Temperaturbereich zu einer
Verdopplung der Assoziationskonstanten (I, p0/Kypo (25°C)=0,58) (Tabelle 7-13) und zu
einem stirker negativen AC, (AAC) 1100 oo (25°C)=53 cal' mol " K.

41.1.2 pH-Wert-Abhingigkeit der thermodynamischen Parameter

Weiterhin wurde die Komplexbildung von hCyp18 mit CsA bei unterschiedlichen pH-Werten
untersucht. Dazu wurde zuerst die Stabilitit von hCyp18 im Bereich von pH 5 bis 8 mittels Nah-
und Fern-UV-CD-Spektroskopie ermittelt (Abbildung 5). Es konnte keine pH-Wert-abhingige
Anderung der Sekundir- bzw. Tertidrstruktur im untersuchten Bereich beobachtet werden.

Unterhalb pH 5,0 tendierte das Protein zur Aggregation.
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Abbildung 5: CD-Spektren von 37 uM hCyp18 im (A) Fern- und (B) Nah-UV-Bereich. Die
Spektren wurden in Quarzglaskivetten mit einer Schichtdicke von 1 mm (Fern-UV) und
10 mm (Nah-UV) im Bereich von pH 5 bis pH 8 in wissriger Losung aufgenommen, die
Spektren wurden numerisch pufferkorrigiert.

Die kalorimetrischen  Untersuchungen wurden in einem Puffergemisch (25 mM
Natriumacetatpuffer, 25 mM MES-Puffer, 25 mM Tris-Puffer und 150 mM NaCl) durchgefihrt,
dadurch konnten konstante Pufferbedingungen iber den gesamten pH-Wert-Bereich
sichergestellt werden [112]. Die beobachtete Komplexbildung war bei sauren pH-Werten deutlich
schwicher ausgeprigt, wobei die Assoziationskonstante bei pH 5 ungefdhr 9mal kleiner war als
im neutralen Bereich (Abbildung 6). Die erhaltenen Assoziationskonstanten wurden an ein
Modell angepasst, welches die Anderung des pKy-Wertes einer Aminosiureseitenkette durch den
Bindungsprozess berticksichtigte (Gleichung 15). Die beiden in der Gleichung auftretenden

pK-Werte beziehen sich auf dieselbe Aminosiureseitenkette, einmal im Enzyme/Inhibitor-
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Komplex ((pKy),) und einmal im ungebundenen Zustand ((pKy),). K, steht fir

Assoziationskonstante im deprotonierten Zustand des Proteins.

1+ lo(sz)b_pH

Gleichung 15 K,=K,———————+
S EE TR

Die Anpassung dieses Modells an die erhaltenen Messwerte fir K

obs

ergaben: K,=1,3-10°M",
(pKy=5,7 und (pKy),<4,7. Eine genaue Bestimmung von (pKy), war nicht moglich, da hCyp18
unterhalb pH 5,0 zur Aggregation neigt. Die pH-Wert-Abhingigkeit der AH,..-Werte wurde
nicht aufgefihrt, da die Verwendung des oben angegeben Puffergemisches die Interpretation der

Ergebnisse nicht erlaubte.
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Abbildung 6: pH-Wert-Abhingigkeit der beobachteten Assoziationskonstante (Kobs),
gemessen bei 20°C in einem Puffergemisch aus 25 mM Natriumacetatpuffer, 25 mM MES-
Puffer, 25 mM Tris-Puffer und 150 mM NaCl im Bereich von pH5 bis 82. Die
Fehlerbalken entsprechen der durch die Auswertungssoftware errechneten Standard-
abweichung der Anpassung an die Messwerte.

Die pH-Wert-Abhingigkeit der Assoziationskonstante und die Anderung eines pKs-Wertes einer
Aminosaureseitenkette im aktiven Zentrum wihrend des Bindungsprozesses lieen vermuten,
dass ein Protonenaustausch zwischen hCypl8 und dem Losungsmittel stattfand. ITC-

Experimente in Puffern mit unterschiedlichen lonisierungsenthalpien (AH, ) ermdglichen es,

Ton,
diesen Protonentransfer direkt zu beobachten (Gleichung 16) [113]. Um die Anzahl der zwischen
Protein und Losungsmittel ausgetauschten Protonen zu ermitteln, wurden die beobachteten
Bindungsenthalpien (AH,;) gegen die Ionisierungsenthalpien der Puffer aufgetragen, der Anstieg

der linearen Regressionsgeraden entspricht der gesuchten Grée. Da der Protonierungsgrad von

Aminosaureseitenketten und damit auch die Anzahl der zwischen Protein und Loésungsmittel

38



Ergebnisse

tbertragenen Protonen von der Protonenkonzentration in der Loésung abhingt, wurden die
Experimente bei zwei verschiedenen pH-Werten durchgefihrt (Abbildung 7A). Bei pH 7,5
konnte kein Protonentransfer beobachtet werden, wogegen bei pH 5,5 rund 0,5 Protonen pro

hCyp18/CsA-Komplex (n=-0,5) freigesetzt wurden.

Gleichung 16 AH ;. = AH +n-AH

Bindung Ion.

Dieses Experiment wurde mit einer Variante des hCyp18, dem hCyp18 H126A, wiederholt. Die
Anzahl der wihrend der Protein/Ligand-Wechselwirkung mit dem Losungsmittel ausgetauschten

Protonen sank dabei auf n=-0,14.
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Abbildung 7: A) Darstellung der gemessenen Bindungsenthalpie (AHrrc) der hCyp18/CsA-
Interaktion in Abhingigkeit von der Puffer-lonisierungsenthalpie (AHion,) der verwendeten
Puffer. Die Experimente wurden bei pH7,5 () in Natriumphosphatpuffer
(AH10n.=0,8 kcal mol!), =~ HEPES-Puffer = (AHpn=4,99 kcal mol't)  und  Tris-Puffer
(AHi160.=11,5 kcal mol') sowie bei pH 5,5 (0) in Cacodylatpuffer (AHion=-0,56 kcal mol),
Acetatpuffer (AHon=0,07 kcal mol), MES-Puffer (AHion=3,73 kcalmol?) und Bistris-
Puffer  (AHi0n=0,75 kcalmol!)  durchgefiihrt.  B)  Vergleich  der  gemessenen
Bindungsenthalpie fiir hCyp18/CsA und hCypl18 H126A/CsA-Interaktion bei pH 5,5; es
wurden die zuvor beschriebenen Puffer verwendet. Nach Gleichung 16 ergibt der Anstieg
der linearen Regression die Anzahl der iibertragenen Protonen bei pH 5,5 mit n=-0,5 fir die
hCyp18 und n=-0,14 fir die hCyp18 H126A/CsA-Interaktion.

4.1.1.3 Untersuchung von Proteinvarianten des hCyp18

Die hier charakterisierten hCypl18-Varianten wiesen Aminosdureseitenkettenvariationen im
aktiven Zentrum auf. Durch die Charakterisierung der in Tabelle 4-2 aufgeftihrten Varianten
sollte unter anderem geklirt werden, ob die Proteine in einer nativen Form vorliegen. Nur so
konnte gewihrleistet werden, dass die in den folgenden Kapiteln aufgefithrten enzymkinetischen
Untersuchungen erhaltenen Daten sinnvoll interpretiert werden konnen. Desweiteren lassen die

erhaltenen thermodynamischen Daten weitere Interpretationen der Wechselwirkung zwischen
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CsA und hCypl8 zu. In Tabelle 4-2 sind alle thermodynamischen Parameter der Interaktion
dieser Varianten mit CsA zusammengefasst. Alle Varianten hatten eine rund 10 bis 300fache
Verringerung der CsA-Affinitit zur Folge. In allen Fillen wurden die positiveren AG.-Werte
durch positivere AH,;-Werte vermittelt. Die Anderung des entropischen Terms kompensierte in
allen Fillen den Verlust eines Teils der Bindungsenthalpie.

Tabelle 4-2 Thermodynamische Parameter der hCyp18/CsA-Interaktion, im Vergleich mit

der Interaktion von hCypl8-Varianten mit CsA. Alle Experimente wurden in 25 mM
Natriumphosphatpuffer pH 7,5 bei 25°C durchgefiihrt.

Enzyme AGrrc (25°C) | AHrrc (25°C) | TASrrc (25°C) Ka

kcal mol-! kcal mol! kcal mol! M-
hCyp18 -10,8 -14.7 -3,9 0,9-108
hCyp18 H126A -8,3 -8,4 -0,1 1,3-100
hCyp18 H126F -9,7 -11,3 -1,7 1,3-107
hCyp18 F113A -9,9 -8,0 1,3 1,7-107
hCyp18 R55A 9,1 -10,1 -1 4,5-100
hCyp18 Q63N -9.4 -10,6 -1,2 7,3-100
hCyp18 Q63E -7,5 -3,0 4,5 3,1-105

Die mittels nichtlinearer Regression erhaltenen Parameter zeigten in allen Fillen eine
Standardabweichung von unter 15%. Die Stéchiometrie der Bindung (N) lag fir alle
Varianten im Bereich zwischen 0,92 und 1,05.

4.1.1.4 Thermodynamik der Interaktion von Suc-AFPF-pNA mit hCyp18

Die thermodynamischen Vorginge, die die Substrat/hCyp18-Interaktion begleiten, sind bis heute
unbekannt. Um diese Prozesse niher zu beleuchten, wurden Titrationsexperimente mit dem
Oligopeptidsubstrat Suc-AFPF-pNA durchgefithrt. Die geringe Affinitit des Substrates zum
Enzym verlangt hohe Konzentrationen an Protein und Peptid, um aussagekriftige Resultate zu
erhalten. Bei 10°C liegt die ermittelte Assoziationskonstante bei 3,5 10" M. Bei dieser
Temperatur liefert nur die Anderung der Enthalpie (AH;;=-7,2 kcal mol”) einen negativen
Beitrag zur freien Enthalpie der Bindung, die Anderung der Entropie wirkt der Assoziation von
Enzym und Substrat entgegen (TAS;;.=-2,7 kcal mol'). Die Temperaturabhingigkeit der
thermodynamischen Parameter zeigt ein #dhnliches Bild wie fiir die bereits beschriebene
CsA/hCyp18-Interaktion. Die Temperaturerhohung von 3 auf 25°C wirkt sich gleichermal3en auf
die Enthalpie als auch auf die Entropie der Bindung aus (Abbildung 8), dadurch bleibt AGy; fast

unverindert. Die Anderung der Wirmekapazitit betrigt AC,=-259,8+23cal mol" K.
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Abbildung 8: Temperaturabhingigkeit der thermodynamischen Parameter AGrre, AHirc,
TASrrc  der hCyp18/Suc-AFPF-pNA-Bindung. Die linearen Regressionen () der
aufgetragenen Werte wiesen ein Bestimmtheitsmal3 (r2) von 0,95 fir AHyre , 0,93 fiir TASitc
und 0,71 fir AGrrc auf. Die Wertepaare dieser Abbildung sind in Tabelle 7-14 zu finden.

4.1.2 Humanes Pinl

Ziel der Untersuchungen war es, durch die Charakterisierung der Komplexbildung von hPinl mit
einem hochaffinen peptidischen Ligand ein besseres Verstindnis fiir die Thermodynamik der
Wechselwirkung von PPlasen der Parvulin-Familie mit substratdhnlichen Liganden zu erlangen.
Der verwendete Ligand hatte die Sequenz Ac-Phe-DThr(PO;H,)-Pip-Nal-GIn-NH,. Die Reste
Pip (von Piperidin-2-Karbonsiure), Nal (von B-(2-Naphtyl)-alanin) und DThr (D-Threonin)
stammten von nicht proteinogenen Aminosiuren ab. Der Ligand wurde im Rahmen einer Suche
nach hPinl-Liganden unter Verwendung von zellulosegebundenen Peptidbibliotheken in der
Max-Planck-Forschungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfaltung identifiziert und in dieser

Arbeit unter thermodynamischen Gesichtspunkten charakterisiert.

4.1.2.1 Temperaturabhingigkeit der thermodynamischen Parameter

Zuerst wurden experimentelle Bedingungen gesucht, die es erlaubten, N, AH,;.und K, prizise zu
bestimmen. Die besten Ergebnisse konnten erzielt werden, wenn das Protein mit einer
Konzentration von 5 bis 10 uM in der Messzelle vorgelegt und mit einer 10fach hoher
konzentrierten Ligand-Losung titriert wurde. Die Experimente wurden in 35 mM HEPES-Puffer
pH 7,8 durchgefihrt. In Abbildung 9 ist ein Experiment unter diesen Bedingungen beispielhaft
dargestellt. Der zu beobachtende Ubergang der Titrationskurve ist relativ steil, dadurch wird die

Bestimmung der thermodynamischen Parameter erschwert. Die Durchfiihrung des Experimentes
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bei 25°C zeigte, das die Assoziation sowohl enthalpisch (AH;;-(25°C)=-6,6 kcal mol") als auch
entropisch  (TAS;;(25°C)=3,6 kcal mol")  begiinstigt ~ ist. Daraus ergab sich eine
Dissoziationskonstante von K,=1/K,=33 nM. Die Stochiometrie der Interaktion war 1:1. hPinl
ist in der Lage, sowohl tber die WW-Domine als auch mit der PPIase-Domine phosphorylierte
Peptide zu binden [88-90]. Vorangegangene Untersuchungen zeigten, dass das hier untersuchte
Peptid eine deutlich hohere Affinitit zur PPlase-Domine besall (Wildemann e al, zur
Publikation eingereicht). Die Untersuchungen mit einer hPinl-Variante ohne WW-Domine
(hPin1 AWW) bestitigten diese Ergebnisse. Die Stochiometrie der Reaktion war auch hier 1:1.
Alle Parameter watren tber den hier untersuchten Temperaturbereich (5-25°C) fiir hPinl und
hPin1 AWW nahezu identisch (Abbildung 10). Aus der Temperaturabhingigkeit von AH,.
konnte mittels Gleichung 14 ein AC, von -148+13calmol’ K' fiir hPinl und
-139+14 cal mol' K fiir hPinl AWW berechnet werden.
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Abbildung 9: A) Interaktion von hPinl mit Ac-Phe-DThr(PO3H,)-Pip-Nal-Gln-NH,. Die
Titration wurde bei 10°C in 35 mM HEPES-Puffer (pH 7,8) durchgefiihrt. In die Messzelle
wurden 7uM hPinl vorgelegt. B) Die durch die Interaktion von hPinl mit Ac-Phe-
DThr(PO3;H»)-Pip-Nal-GIln-NH, hervorgerufenen Signalinderungen wurden integtiert, in
molare Groflen umgerechnet und gegen das molare Verhidltnis von Ligand zu hPinl
aufgetragen. Die durchgezogene Linie entspricht der Anpassung der Parameter des
Bindungsmodells an die Messwerte. Folgende Parameter wurden ermittelt: Ka=5,1 107 M1,
AHyrc=-4,5 kcal mol! und n=0,98.
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Abbildung 10: Vergleich der Temperaturabhingigkeit der Parameter AGrre (@, 0), AHrrc (m,
0) und TASirc (A, A) von hPinl (geschlossene Symbole) und hPinl AWW (offene
Symbole). Die Regressionsgeraden wurden zur besseren Ubersichtlichkeit nicht
eingezeichnet. Das Bestimmtheitsmal3 der linearen Regression fiir AHrrc und TASyrc war
groBer 0,93. Die Messungen erfolgten in 35 mM HEPES-Puffer, pH 7,8.

Durch finffache Wiederholung der Titrationsversuche bei 20°C konnte die Standardabweichung
der thermodynamischen Parameter bestimmt werden (Tabelle 4-3). Es ist zu erkennen, dass sich
die Werte fur hPinl und hPin1 AWW nur unwesentlich unterscheiden. Die WW-Domine hatte
somit keinen Finfluss auf die Bindung von Ac-Phe-DThr(PO;H,)-Pip-Nal-Gln-NH,. Der
Stéchiometriefaktor der Reaktion lag in jedem Fall zwischen 0,92 und 1,07.

Tabelle 4-3: Gegentberstellung der thermodynamischen Parameter der Interaktion zwischen

Ac-Phe-DThr(POsH)-Pip-Nal-GIn-NH2  und  hPinl  bzw. hPin1 AWW. Aus der

Temperaturabhingigkeit der Enthalpie der Bindung wurde nach Gleichung 14 die Anderung
der Wirmekapazitit bestimmt.

AHrrc (20°C) | TASrrc (20°C) | AGrrc (20°C) Ka ACp
kcal mol-! kcal mol-! kcal mol-! 107 M1 | cal mol! K1
hPin1 -6,310,1 3,710,2 -10,1£0,3 2,7%0,8 -148+13
hPin1l AWW -6,310,1 4,110,1 -10,4£0,2 48+1,4 -139+15

Die dargestellten Werte fiir AHirc, TASitc, AGrre und Ka entsprechen den Mittelwerten von
drei unabhingigen Messungen, gegebene Fehlergrenzen geben die Standardabweichungen
vom Mittelwert wieder. Die Werte fur ACp wurden durch lineare Regression ermittelt, der
angegebene Fehler entspricht der Standardabeichung der Regression.

Die Standardabweichung der Assoziationskonstante war relativ grof3. Eine genauere Bestimmung
war unmdglich, da die daftir notwendige Verringerung der Proteinkonzentration durch die relativ

geringe Enthalpie der Bindung nicht méglich war, ohne das Signal/Rausch-Verhiltnis deutlich zu
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verschlechtern. Da hPinl stirker zur Aggregation neigte als hPinl AWW, wurden die weiteren

Experimente mit der Variante durchgefiihrt.

4.1.2.2 lonenstirke-Abhingigkeit der thermodynamischen Parameter

Die phosphorylierte Seitenkette des N-terminal zum Prolin gelegenen Aminosiurerestes ist
sowohl fur eine effiziente Katalyse von Substraten als auch fir die hochaffine Bindung des hier
untersuchten Liganden notwendig. Die dephosphorylierte Variante des Liganden zeigte unter den
hier verwendeten Bedingungen kein kalorimetrisch messbares Signal. Zur niheren
Charakterisierung der Wechselwirkungen zwischen der phosphorylierten Inhibitorseitenkette mit
hPinl wurden kalorimetrische Untersuchungen in gepufferten Losungen variierender
Tonenstirken  durchgefithrt.  Erwartungsgemal3  verringerte  sich  die  beobachtete
Assoziationskonstante mit steigenden Salzkonzentrationen (Abbildung 11A). Die schlechtere
Bindung von Ac-Phe-DThr(PO,H,)-Pip-Nal-GIn-NH, konnte dabei vollstindig von den
positiveren Werten fiir AH,, abgeleitet werden (AH e ot xac-AHrrc 500 mv nac=-2,0 keal mol ™).

Die Anderung des  entropischen  Anteils der freien  Enthalpie war  klein

(TAS11¢ 0 vt Nac- TAS ¢ 500 mv naci=-0,2 kcal mOlil) (Tabelle 4-4).
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Abbildung 11: Salzabhingigkeit (®) und Phosphatabhingigkeit (0) der Assoziationskonstante
(Ka) bei der Komplexbildung zwischen Ac-Phe-DThr(PO3;H»)-Pip-Nal-Gln-NH, und
Pinl AWW. Die Parameter wurden bei 20°C in 35 mM HEPES-Puffer pH 7,8 ermittelt, die
angegebenen lonenstirken wurden durch Zugabe von NaCl oder NaH,POy variiert, der pH-
Wert des Puffers wurde nach Zugabe der Salze auf pH7,8 eingestellt. Die
Assoziationskonstanten wurden gegen die lonenstirke des zugesetzten Salzes aufgetragen.
Die klein eingefiigten Graphen zeigen die logarithmische Auftragung der Messwerte gegen
den Logarithmus der lonenstirke der zugesetzten Salze.

Die Affinitit des Inhibitors wurde durch den Zusatz von Phosphat-lIonen deutlich stirker
erniedrigt (Abbildung 11B). Durch die Anwesenheit von 50 mM Phosphat-lonen wurde die

Assoziationskonstante annihernd 100fach verringert. Dabei wurden die bei steigender Phosphat-
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Tonenkonzentration positiveren Werte fur AH ;. teilweise durch ebenfalls positivere Werte fir
TAS,c kompensiert (Tabelle 4-5). Dieser Effekt war besonders bei der niedrigsten Phosphat-
Tonenkonzentration zu beobachten. Mit steigenden Konzentrationen reduzierten sich die
begtnstigenden Beitrdge zur freien Enthalpie. Die deutliche Abhingigkeit der Protein/Ac-Phe-
DThr(PO,;H,)-Pip-Nal-Gln-NH,-Affinitit von der Ionenstirke wies auf ausgeprigte ionische
Wechselwirkungen hin.

Tabelle 4-4: Abhingigkeit der thermodynamischen Parameter der Ac-Phe-DThr(POsH)-

Pip-Nal-GIn-NH,/hPinl AWW-Interaktion von der NaCl-vermittelten Ionenstirke des
verwendeten Puffers. Die Messungen erfolgten bei 20°C, in 35 mM HEPES-Puffer, pH 7,8

[NaCl] | AHrrc TASrrc AGrrc Ka
mM | kcal mol?! | kcal mol! | kcal mol? | 107 M-
0 -6,3 4,1 10,6 5,4
50 -4,9 4,6 9,6 1,1
100 -4,5 4,6 9,2 0,6
250 -4,2 4,3 8,6 0,21
500 -3,7 43 8,1 0,09
Die aus der Anpassung der Parameter an das Bindungsmodell ermittelten

Standardabweichungen lagen fir alle Parameter unter 10%.

Tabelle 4-5: Abhingigkeit der thermodynamischen Parameter der Ac-Phe-DThr(POsH»)-
Pip-Nal-GIn-NH,/hPinl AWW-Interaktion von der Phosphat-Ionenkonzentration des
verwendeten Puffers. Die Messungen erfolgten bei 20°C, in 35 mM HEPES-Puffer, pH 7,8.

[NaH,PO;+ Na;HPO,] | AHirc TASrrc AGrrc Ka

mM kcal mol! | kcal mol! | kcal mol-! | 107 M-
0 -6,3 4,1 10,5 54
1,5 -2,8 0,9 9,8 1,5
2,5 -2,5 6,9 9,5 0,88
10 -2,1 0,4 8,6 0,19
20 2,1 0,1 8,3 0,13
30 -2,0 6,0 8,1 0,09
50 -1,9 5,9 7,9 0,06

Die aus der Anpassung der Parameter an das Bindungsmodell ermittelten

Standardabweichungen lagen fiir alle Parameter unter 10%.

Aus der deutlich stirkeren Beeinflussung der Ligand/hPinl AWW-Interaktion durch Phosphat-
Tonen kann geschlossen werden, dass diese Ionen spezifisch mit dem Protein interagieren.
Rontgenkristallstrukturen von hPinl in An- und Abwesenheit von Sulfat-Ionen gaben ebenfalls

Anlass zu dieser Vermutung. Kontrovers diskutiert wird indes, ob diese Wechselwirkung zu einer
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strukturellen Anderung im Protein fithrt. Da strukturelle Anderungen mit Verinderung der
wasserzuginglichen ~ Oberfliche  des  Proteins  einhergehen,  sollten  eventuelle
Konformationsinderungen auch zu einer Anderung von AC, bei der Ligandbindung fiihren.
Deshalb wurde AC, in An- und Abwesenheit von Phosphat-Ionen gemessen. Falls die
Interaktion von Phosphat- oder Sulfat-Ionen zu Strukturinderungen im Protein fihrt, sollten
sich in beiden Versuchsreihen unterschiedliche Temperaturabhingigkeiten von AH,. bestimmen
lassen. Dies ist nicht der Fall. Abbildung 12 zeigt die grafische Darstellung der ermittelten Werte.
Es ist zu erkennen, dass sich zwar die absoluten Werte der Bindungsenthalpien deutlich

unterscheiden, der Anstieg der linearen Regressionsgeraden jedoch annihernd unverindert bleibt

(ACH-AC; pyogpha=-10 cal mol™ K.

AH,;(kcal/mol)
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Abbildung 12: Temperaturabhingigkeit von AHirc in 35 mM HEPES-Puffer pH 7,8 (0) und
mit Zusatz von 30 mM Na,HPO4+NaHPOy, bei 20°C. Die daraus bestimmten ACp-Werte
betrugen -139£15 cal mol! K1 (0) und -129%4 cal mol'! K. Die durchgezogenen Linien
wurden durch lineare Regressionen der Messwerte erhalten. Das Bestimmtheitsmal3 war fiir
beide Geraden groBer als 0,97.

4.1.2.3 pH-Wert-Abhingigkeit der Komplexbildung

Offensichtlich trigt die phosphorylierte Seitenkette des Inhibitors entscheidend zur hohen
Affinitit zu hPinl bei. Durch Variation des fir die kalorimetrischen Experimente verwendeten
pH-Wertes sollte untersucht werden, bei welchem Protonierungsgrad die Protein/ Ac-Phe-
DThr(PO;H,)-Pip-Nal-Gln-NH,-Interaktion am effektivsten ist. Um die Ionenstirke und die
Pufferzusammensetzung moglichst konstant zu halten, wurde ein Puffergemisch aus 25 mM
Natriumacetat, 25 mM MES-Puffer, 25 mM Tris-Puffer und 150 mM NaCl verwendet. Die pH-
Wert-Abhingigkeit der Assoziationskonstante ist in Abbildung 13A dargestellt. Die Bindung
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wurde im sauren Bereich (pH<7) deutlich schwicher. Ein Modell (Gleichung 17), welches die
Anderung von zwei pKs-Werten wihrend des Bindungsprozesses beriicksichtigte, wurde an die
erhaltenen Daten angepasst. Dabeti stellen die (pK)-Werte die pK-Werte vor der Bindung bzw.
im gebundenen ((pKy),) Zustand dar. Die durch die nichtlineare Anpassung erhaltenen Parameter

sind in Tabelle 4-6 dargestellt.

1+ lo(sz)hz_pH + IOPH_(pK’)”‘

Gleichung 17 K, =K,
K)o pH H—(pK,),
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Abbildung 13: A) pH-Wert-Abhidngigkeit der beobachteten Assoziationskonstante (Kobs),
gemessen bei 20°C in einem Puffergemisch aus 25 mM Natriumacetat, 25 mM MES, 25 mM
Tris und 150 mM NaCl im Bereich von pH 5,5 bis 9,5. Die unterbrochene Linie entspricht
der nichtlinearen Regression anhand des in Gleichung 17 beschriebenen Modells.
B) Darstellung der gemessenen Bindungsenthalpie (AHrr¢) der hPinl/ Ac-Phe-
DThr(POsH»)-Pip-Nal-Gln-NHs-Interaktion  in Abhingigkeit von  der  Puffer-
Ionisierungsenthalpie (AHio) der verwendeten Puffer. Die Experimente wurden bei pH 5,5
in Cacodylatpuffer (AHion=-0,56 kcal mol!), Acetatpuffer (AHi,n.=0,07 kcal mol'), MES-
Puffer (AHion=3,73 kcal mol!) und Bistris-Puffer (AH1on=06,75 kecal mol™), sowie bei pH 7,5
in PIPES-Puffer (AHion=2,76 kcal mol?), HEPES-Puffer (AHion=5 kcal mol!) und Tricin-
Puffer (AHion.=7,66 kcal mol!) durchgefithrt. Die Konzentration der Puffer betrug 25 mM.
Durch lineare Regression wurden fir n Werte von -0,7720,02 (pH 5,5) und -0,02+0,03
(pH 7,5) ermittelt.
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Tabelle 4-6: Zusammenfassung der Werte, welche nach nichtlinearer Anpassung der
Parameter von Gleichung 17 an die in Abbildung 13 dargestellten Messwerte erhalten

wurden.
Parameter erhaltener
Wert
(sz) 1 1 0,6
(PKs)n >14
(PKs)r 6,4
(pI(S) b2 5,1
Ka 3,4 100 M1

4.1.2.4 Untersuchung von hPinl-Varianten

Aus der Rontgenkristallstruktur des hPinl im Komplex mit dem Dipeptid AP ist ersichtlich, dass
die Seitenketten des R68 und R69 an der Komplexierung des schon erwihnten Sulfat-Ions
beteiligt sind. Die Untersuchung der hPinl-Varianten hPinl R68A und hPinl R69A sollte die
Frage beantworten, ob diese Seitenketten auch an der Komplexierung des Phosphatrestes des
hier behandelten Liganden beteiligt sind. Die kalorimetrischen Experimente ergaben die in
Tabelle 4-7 aufgefihrten Ergebnisse. Die Affinitit des Liganden zu hPinl R68A war im
Vergleich mit hPinl fast unveridndert. Dabei war die zu beobachtende leicht schwichere Bindung
ausschlieflich auf den reduzierten entropischen Beitrag zur freien Enthalpie zurtickzufithren
(TAS 1¢ 1pint- TAS 1 hpint resa=-0,9 kcal mol ™). Die Seitenkette von R69 hatte einen weit groBeren
Einfluss auf die Assoziationskonstante, diese sank fir die hPin1l R69A-Variante trund 30fach.
Entgegen dem fur die hPinl R68A-Variante gefundenen entropischen Effekt wurde die
positivere freie Enthalpie der Bindung zusitzlich durch ein positiveres AH. vermittelt
(AH ¢ ypint-AH ¢ wpint reon=-1,3 kcal mol™).
Tabelle 4-7: Thermodynamische Parameter der Interaktion zweier hPinl AWW-Varianten

mit Ac-Phe-DThr(POs;H»)-Pip-Nal-Gln-NH,. Die Messungen erfolgten bei 20°C, in 35 mM
HEPES-Puffer, pH 7,8.

Variante AHrrc (20°C) TASrrc (20°C) AGrrc (20°C) Ka
kcal mol-! kcal mol-! kcal mol-! 106 M-!

hPin1 R68A -6,3 2,8 9,2 7,7

hPin1 R69A -49 31 -8,0 0,97

Die mittels nichtlinearer Regression ermittelten Parameter wiesen Standardabweichungen
von weniger als 10% auf.
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4.1.2.5 Thermodynamik der Interaktion von Ac-AA(p)SPR-pNA mit hPin1 AWW

Das in den vorangegangenen Abschnitten untersuchte Peptid weist strukturelle Ahnlichkeiten zu
Oligopeptidsubstraten von hPinl auf. Durch die Charakterisierung einer Interaktion zwischen
hPinl mit einem solchen Oligopeptidsubstrat kann geklirt werden, welchen FEinfluss die
nichtproteinogenen Aminosiurereste des oben erwihnten Liganden auf die thermodynamischen
Eigenschaften der Ligand/Enzym-Interaktion haben. Das Expetiment wurde bei 20°C in 35 mM
HEPES-Puffer pH 7,8  durchgefihrt. Es wurden folgende Parameter ermittelt:
AH,;=-5,9 kcal mol”, TAS,;=-1,1 kcal mol", K,=3,9-10’ M"" und AG,.=-4,8 kcal mol™.

4.2 Kinetische Untersuchungen zu PPIasen

Ziel dieser Untersuchungen war es, weiterfuhrende Einblicke in den enzymatischen Mechanismus
der PPlasen zu erhalten. Zu diesem Zweck sollte mit Hilfe von KSIE der Ubergangszustand des
Substrat/PPlase-Komplexes wihrend der Katalyse analysiert werden. Aussagekriftige Ergebnisse
sind von diesen Experimenten nur zu erwarten, wenn der durch die verdnderte
Isotopenzusammensetzung beeinflusste Reaktionsschritt auch die Gesamtgeschwindigkeit des

katalytischen Prozesses mitbestimmt. Viele Vertreter der PPIasen weisen k., /K,-Werte in der

kat
GroBenordnung von diffusionskontrollierten Enzymreaktionen auf. Deshalb sollte mit Hilfe von
viskosititsabhingigen PPlase-Aktivititsmessungen zuerst festgestellt werden, ob und wie stark
PPlIasen durch Diffusionsprozesse beeinflusst werden. Die hier untersuchten Reaktionen wurden
in Messansitzen mit steigenden Konzentrationen Glycerol, Rohrzucker und PVP360
durchgefiihrt. In jedem Fall ist eine lineare Abhingigkeit der Aktivitit von der ermittelten
Viskositit zu beobachten. Die beobachteten Anstiege der linearen Regression geben Aufschluss
dartiber, zu welchem Anteil die gemessene enzymatische Reaktion von Diffusionsprozessen
beeinflusst wird [114]. Ein Anstieg von 1 stellt die obere Grenze dar und bedeutet, dass die
Reaktion zu 100% diffusionskontrolliert abliuft. Um spezifische Effekte auf die Enzyme,
vermittelt durch den Zusatz von viskosititserh6henden Substanzen (hier kurz Viskosogene
genannt) ausschlieBen zu koénnen, missen Kontrollexperimente durchgefiihrt werden. Dazu
wurden verschiedene Viskosogene verwendet und tberprift, ob der beobachtete Effekt auf die
Enzymaktivitit unabhingig von der verwendeten Substanz war und nur von der eingestellten
Viskositit beeinflusst wurde. Als Negativkontrolle wurde ein hochmolekulares Viskosogen
(PVP3060) verwendet, welches zwar die Viskositat der LLosung erhoht, aber keinen Finfluss auf die
Diffusionsgeschwindigkeit ~ von  kleinen = Molekilen  hat. Des  Weiteren  wurden

Versuchsbedingungen gesucht, die es ermoglichten, den ki, /K,-Wert der untersuchten Enzyme

kat

soweit zu erniedrigen, dass keine Diffusionskontrolle der Reaktion mehr vorlag. Dies wurde zum

Beispiel durch den Einsatz von enzymatisch inaktiveren Enzymvarianten oder durch die
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Verwendung von Substraten erreicht, welche mit den jeweiligen Enzymen niedrige k,, /K,,-Werte
aufwiesen. An dieser Stelle sei angemerkt, dass viskosititsabhingige Enzymaktivititen auch bei
Enzymen beobachtet wurden, deren k /K,-Werte deutlich unter dem berechneten
Diffusionslimit von 10" bis 10 M s lagen [115-120]. Dieses Verhalten wurde teilweise mit der
verringerten Flexibilitit der Enzyme in hochviskosen Losungen begriindet. Falls das Enzym
wihrend der Katalyse strukturelle Anderungen durchlaufen muss, kann die erhéhte Viskositit des

Losungsmittels ebenfalls die Enzymaktivitit verringern.
4.2.1 Viskosititsabhingigkeit der PPIase-Aktivitit

4.2.1.1 Validierung des proteasegekoppelten PPlase-Aktivititstests

Zuerst wurde berprift, ob der anzuwendende proteasegekoppelte Test auch unter
Versuchsbedingungen mit erhéhter Viskositit reproduzierbare Ergebnisse liefert. Zu diesem
Zweck wurden Vergleichsmessungen aller spiter verwendeten Peptidsubstrate mit den
entsprechenden Hilfsproteasen in 35 mM HEPES pH 7,8 mit und ohne Zusatz von 30% (w/w)
Glycerol bzw. Rohrzucker durchgefiihrt. Die unkatalysierte cis/ rans-Isometisierung wurde nicht
durch den Zusatz der Viskosogene beeinflusst, es wurde ebenfalls keine Verinderung des cis-
Gehalts der untersuchten Peptide beobachtet. Um auszuschlieBen, dass die zugesetzten
Viskosogene die Stabilitit der untersuchten PPlasen gegen die im Messansatz vorhandene
Protease beeinflussten, wurden Vorinkubationsversuche durchgefihrt. Dazu wurde der
vortempetierte Standardmessansatz (35 mM HEPES pH 7,8, 0,3 mg/ml Hilfsprotease) in An-
und Abwesenheit von 30% (w/w) Glycerol bzw. Rohrzucker fiir 0 bzw. 5 min bei 10°C
vorinkubiert, und im Anschluss durch Zugabe von Substratpeptid die PPIase-Aktivitit bestimmt.
Fiar hCyp18, hFKBP12, E. ¢o/i Par10 wurde die Aktivitit durch die Vorinkubation um nicht mehr
als 5% reduziert. Die Aktivitit von hPinl hingegen wurde innerhalb von 5 min bereits auf 54%
verringert, in Anwesenheit von Glycerol oder Rohrzucker verstirkte sich dieser Effekt nochmals
leicht, sodass die beobachtete Restaktivitit auf 50% sank. Um trotzdem diesen Test auf hPinl
anwenden zu konnen, wurden hPinl-Konzentrationen im Messansatz benutzt, die es erlaubten,
die Gesamtmesszeit auf unter 150 s zu beschrinken. Unter diesen Bedingungen folgten die
aufgenommenen Kinetiken einer Reaktion erster Ordnung, was darauf schlieBen liel3, dass die

PPlIase wihrend der Messung ausreichend stabil war.

4212 hCypl8

Aus den Ergebnissen der im Kapitel 4.1.1 beschriebenen hCyp18/CsA-Interaktion konnte
geschlussfolgert werden, dass die fir die hier ausgefiihrten Untersuchungen verwendete
Proteincharge annihernd vollstindig in der nativen und enzymatisch aktiven Form vorlag. Die

grafische Darstellung einer Auswahl der ermittelten viskositdtsabhingigen hCyp18-Aktivititen ist
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in Abbildung 14 wiedergegeben. Die fiir das Substrat Suc-AAPF-pNA ermittelten relativen
ky../K-Werte, aufgetragen gegen die relative Viskositit der Glycerol- bzw. Rohrzuckerlésung,
zeigten, dass die Katalyse stark von der Viskositit beeinflusst wurde. Wie zu erwarten,
beeinflusste das polymere Viskosogen PVP360 die Aktivitit von hCypl8 nicht, da es die
Diffusion von kleinen Molekilen nicht behindert. Die Aktivitit der Varianten hCyp18 H126A
(k. /Ky=1,410°M"'s")  und  hCypl8 H126F  (k,/K,=1,410°M"s")  zeigt keine
Viskosititsabhingigkeit der Aktivitit mehr. Aus diesen Beobachtungen wurde geschlussfolgert,
dass die Viskosititsabhingigkeit der hCyp18-Aktivitat tatsiachlich auf der erhéhten Viskositit der
Losungen beruht und nicht aufgrund einer direkten Inhibition der Enzymaktivitit durch die

zugesetzten Viskosogene zustande kam.

(kkat/ KM)T]“/ (kkat/ KM)T]

0 1 2 3 4 5 6
n/m,
Abbildung 14: Viskosititsabhingigkeit der hCyp18-Aktivitit, bestimmt mit dem Substrat
Suc-AAPF-pNA in verschieden konzentrierten Losungen von Glycerol (@), Rohrzucker (0)
und PVP360 (A) in 35 mM HEPES-Puffer, pH 7,8, 0,3 mg/ml Chymotrypsin bei 10°C. Zur
Kontrolle wurde die Viskosititsabhingigkeit der Aktivitdt der hCyp18 H126A-Variante in
Loésungen mit steigenden Rohrzuckerkonzentrationen untersucht (0). Die linearen
Regressionsgeraden haben folgende Anstiege: 0,9110,04 (@), 0,9210,3 (0), <0,05 (A), <0,05
(O). Die gepunktete Linie hat einen Anstieg von 1 und entspricht damit einer vollstindig
diffusionskontrollierten Reaktion.
Um eine detaillierte Aussage tber die molekularen Grundlagen der Viskosititsabhingigkeit der
gemessenen PPlase-Aktivitit zu erlangen, wurden weitere Substrate und hCypl18-Varianten
untersucht (Tabelle 4-8). Interessanterweise konnten auch fiir Substrate, welche mit niedrigeren
ky/Ky-Werten  katalysiert wurden, viskositidtsabhingige Aktivititen gemessen werden. Im

Gegensatz dazu schien die Viskosititsabhingigkeit der Varianten hCyp18 R55A, hCyp18 Q63N

und hCyp18 F113A auf einer enzymatisch hochaktiven Verunreinigung zu beruhen. Grund zu
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dieser Annahme lieferten die in Tabelle 4-9 dargestellten Differenzen zwischen den gemessenen

K- und K,-Werten dieser Varianten gegentiber CsA.

Tabelle 4-8: Viskosititsabhingigkeit der PPlase-Aktivitit von hCyp18 und dessen Varianten,
ermittelt fiir verschiedene Viskosogene im proteasegekoppelten PPlase-Aktivitdtstest bei
10°C. Die eingetragenen Anstiege wurden aus der Auftragung der relativen ki,/Kn-Werte
gegen die relative Viskositit des Messansatzes ermittelt. Die ky,/Ky-Werte, ermittelt ohne

Zusatz von Viskosogen, wurden zur leichteren Interpretation der Anstiege aufgefthrt.

Enzym Viskosogen Substrat Anstieg | Kia/Ku®
(M )
hCyp18 Glycerol Suc-AAPF-pNA 0,91 1,5-107
Rohrzucker | Suc-AAPF-pNA 0,92 1,5-107
PVP 360 Suc-AAPF-pNA | <0,05 1,5-107
Glycerol Suc-AFPF-pNA 0,90 6-100
Rohrzucker | Suc-AFPF-pNA 0,91 6-100
PVP360 Suc-AFPF-pNA | <0,05 6-100
Rohrzucker | Suc-AAPF-DFA 0,90 6,5-10¢6
Glycerol Suc-AWPF-pNA 0,45 2,2:100
Rohrzucker | Suc-AWPF-pNA 0,50 2,2:106
hCyp18 R55A | Rohrzucker | Suc-AAPF-pNA 0,5 1,4-104
Glycerol Suc-AAPF-pNA 0,48 1,410
hCyp18 Q63N | Rohrzucker | Suc-AAPF-pNA 0,2 1,1-104
Glycerol Suc-AAPF-pNA 0,3 1,110
hCyp18 F113A | Rohrzucker | Suc-AAPF-pNA 0,25 3-104
Glycerol Suc-AAPF-pNA 0,22 3-104
hCyp18 H126F | Rohrzucker | Suc-AAPF-pNA | < 0,05 1,4:100
Glycerol Suc-AAPF-pNA | < 0,05 1,4-100
hCyp18 H126A | Rohrzucker | Suc-AAPF-pNA | < 0,05 1,4105
Glycerol Suc-AAPF-pNA | < 0,05 1,4105

Die durch lineare Regression ermittelte Standardabweichung der Anstiege war in allen Fillen

kleiner als £0,05.

Je geringer die beobachte Restaktivitit der Varianten ist, desto groB3er ist die Gefahr, dass die

PPlase-Aktivitat

durch mitgereinigte E. co/-Cyclophiline hervorgerufen wird. Das

hier

beobachtete Problem wurde bereits vermutet, konnte jedoch bis jetzt nicht direkt nachgewiesen

werden [57].
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Tabelle 4-9: Vergleich der im proteasegekoppelten PPlase-Aktivitdtstest ermittelten Ki-Werte
fir die Inhibition von hCyp18 durch CsA bei 10°C unter Verwendung von Suc-AAPF-pNA
als Substrat und den bei 25°C mittels ITC ermittelten Kp-Werten der hCyp18/CsA-

Interaktion
Enzym Kp Ki % aktive | Enzymkonzentration
nM nM | Zentren® im PPIase-Test
hCyp18 8 2 >92% 1,5 nM
hCyp18 R55A | 180 | 1100 94% 2,2 uM
hCyp18 Q63N | 104 | 1200 95% 2,5uM
hCyp18 Q63E | 3225 | >2500 88% 2,2 uM
hCyp18 H126F | 70 20 92% 24 nM
hCyp18 H126A | 725 810 93% 0,3 uM
hCyp18 F113A | 58 250 93% 1,8 uM

a) ermittelt mit Hilfe von ITC-Experimenten

Die geringere Temperaturstabilitit von hCyp18 im Vergleich zu E. cw/i-Cyclophilinen liefert einen
Ansatzpunkt daftr, beide PPlase-Aktivititen voneinander zu trennen [45]. Dazu wurde die
Enzymaktivitit von hochkonzentrierten Proteinproben der Varianten (>150 uM) jeweils vor und
nach einer Inkubation fiir 5 min bei 53°C bestimmt. Wihrend der Inkubationszeit zeigte sich ein
deutlicher Niederschlag im Reaktionsgefil3, der durch Zentrifugation abgetrennt wurde. Obwohl
im Reaktionsgefil} keine UV-Vis-spektroskopisch messbare Proteinkonzentration mehr bestimmt
werden konnte, verringerte sich die PPlase-Aktivitit nur gering. Dies ist ein Nachweis daftir, dass
die bestimmten PPlase-Aktivititen nur zu einem Teil durch die hCypl8-Varianten selbst
hervorgerufen wurden. Da sich die verbleibende Aktivitit der Verunreinigung auch bei lingerer
Inkubation bei 53°C nicht verringerte, konnte davon ausgegangen werden, dass die
Verunreinigung unter diesen Bedingungen nicht inaktiviert wurde. Damit konnte aus der
Differenz der ermittelten PPlase-Aktivititen vor und nach der Inkubation auf die tatsichliche
Restaktivitit der untersuchten Varianten geschlossen werden (Tabelle 4-10). Die nach der
Inkubation im Uberstand zuriickbleibende Aktivitit zeigte eine viskosititsabhingige PPlase-
Aktivitit in glycerol- und rohrzuckerhaltigen Messansitzen. Eine anschlieBende Priparation der
im Uberstand verbliebenen PPlase (Daten nicht gezeigt) und deren proteinchemische
Untersuchung mittels N-terminalen Aminosdureabbaus und massenspektrometrischen Methoden

ergab, dass die beobachtete PPlase-Aktivitit durch die PPlase E.co/i CypA hervorgerufen wurde.
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Tabelle 4-10: Vergleich der ermittelten Restaktivititen der hCyp18-Varianten. Die
korrigierten Restaktivititen wurden erhalten, indem die nach der thermischen Inaktivierung
und Prizipitation der Varianten zuriickbleibende PPlase-Aktivitit von der zuvor ermittelten
Restaktivitdt der Varianten abgezogen wurde.

Variante % Restaktivitit % Restaktivitit
zu hCyp18 zu hCyp18
(gemessen) (korrigiert)
hCyp18 R55A 0,09% <0,02%
hCyp18 Q63N 0,07% <0,03%
hCyp18 Q63E 0,1% <0,03%
hCyp18 H126F 8,8% 8,8%
hCyp18 H126A 0,9% 0,8%
hCyp18 F113A 0,2% <0,04%

Zur niheren Untersuchung der Enzymeigenschaften von hCyp18 in viskosen Losungen sollte
untersucht werden, welchen Einfluss die Viskositit auf die Michaelis-Menten-Parameter auf
dieses Enzym hatte. In Tabelle 4-11 wurden die Ergebnisse zusammengefasst. Wie zu erkennen
ist, erh6ht die gesteigerte Viskositit nur den K,-Wert des Enzyms, ldsst aber den k,-Wert

unverandert.

Tabelle 4-11: Vergleich der ki und Ky-Werte von hCypl8 gegeniiber dem Substrat
Suc-AFPF-pNA, bei 10°C in 35 mM HEPES-Puffer pH 7,8 mit Zusitzen der Viskosogene
Rohrzucker und Glycerol.

Viskosogen Ky | kiar
pM st | st
92 507

20% (w/w) Rohrzucker | 160 | 485
40% (w/w) Glycerol | >500 | 511

4.2.1.3 hPinl

Substrate mit N-terminal zum Prolin gelegenen phosphorylierten Threonin- oder Serin-
Seitenketten werden von hPinl mit k,, /K,-Werten von bis zu 10" M"' s umgesetzt [89]. Diese
ausgeprigte Substratspezifitit unterscheidet hPinl von anderen Vertretern der Parvulin-Familie.
In diesem Abschnitt wurden die Ergebnisse der viskosititsabhangigen Messungen dieses Enzyms
zusammengefasst. Abbildung 15 zeigt beispielhaft die Ergebnisse fiir hPinl, untersucht mit den
Substraten Ac-AA(p)SPR-pNA und dem nicht phosphorylierten Substrat Ac-AASPR-pNA.
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Ahnlich wie fiir hCyp18 beobachtet zeigte sich auch hier eine von dem eingesetzten Viskosogen
unabhingige lineare Abhingigkeit der PPlase-Aktivitit. Die Anstiege der linearen
Regressionsgeraden fiir die unter Zusatz von Glycerol und Rohrzucker durchgefiihrten
Reaktionen waren etwa 1. Uberraschenderweise wurde die Katalyse von nichtphosphorylierten
Substraten, welche von hPinl mit deutlich geringerer Aktivitit umgesetzt wurden, ebenfalls
durch die Viskositit des Messansatzes beeinflusst. Dabei wurden fur die linearen
Regressionsgeraden der Messwerte aus glycerol- und rohrzuckerhaltigen Ansitzen annihernd

gleiche Anstiege ermittelt (Tabelle 4-12).

(kkﬂt/ I<M)nn/ (kkat/ I<M)n
)
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Abbildung 15: Viskosititsabhingigkeit der hPinl-Aktivitit in verschieden konzentrierten
Lésungen von Glycerol (®), Rohrzucker (0) und PVP360 (A) in 35 mM HEPES-Puffer,
pH 7,8, 0,3 mg/ml Trypsin bei 10°C mit dem Substrat Ac-AA(p)SR-pNA gemessen. Zur
Kontrolle wurde die Viskosititsabhingigkeit der Aktivitit mit einem unphosphorylierten
Substrat (Ac-AASPR-pNA) bei steigenden Glycerolkonzentrationen untersucht (m). Die
linearen Regressionsgeraden haben folgende Anstiege: 1,1+0,05 (@), 0,93%0,01 (0), <0,05
(A), 0,38£0,03 (m). Die gepunktete Linie hat einen Anstieg von 1 und entspricht damit einer
vollstindig diffusionskontrollierten Reaktion.

Die zur Verfugung stehenden Varianten des hPinl (hPin1 R68A, hPinl R69A) konnten nicht
untersucht werden, da diese Enzyme im verwendeten proteasegekoppelten PPlase-Aktivititstest
nicht ausreichend stabil waren. Die beobachtete Proteasesensibilitit des Wildtypproteins kann
dafir verantwortlich sein, dass bei den durchgefithrten Messungen teilweise zu steile Anstiege fir
die Viskosititsabhangigkeit der hPin1-Aktivitit ermittelt wurden. Durch die bereits im Abschnitt
4.2.1.1 beschriebenen Kontrollmessungen konnte jedoch ausgeschlossen werden, dass der

dadurch verursachte Fehler groBer als 10% war.
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Tabelle 4-12: Viskosititsabhidngigkeit der PPlase-Aktivitit von hPinl, ermittelt fiir
verschiedene Viskosogene im proteasegekoppelten PPlase-Aktivititstest bei 10°C. Die
eingetragenen Anstiege wurden aus der Auftragung der relativen ki../Ky-Werte gegen die
relative Viskositdt des Messansatzes ermittelt. Die ohne Zusatz von Viskosogen ermittelten
kiae/ Ka-Werte wurden zur leichteren Interpretation der Anstiege aufgefiihtt.

Viskosogen Substrat Anstieg | kia/Ku®

M-1sd

Glycerol | Ac-AA(p)SPR-pNA 1,1 2,5:107
Rohrzucker | Ac-AA(p)SPR-pNA | 0,93 2,5:107
PVP 360 | Ac-AA(p)SPR-pNA | <0,05 2,5:107
Rohrzucker Ac-AASPR-pNA 0,25 2,4-104
Glycerol Ac-AASPR-pNA 0,38 2,4-104
PVP 360 Ac-AASPR-pNA <0,05 2,4-104

Die durch lineare Regression erhaltenen Standardabweichungen der Anstiege waren in allen
Fillen kleiner als 0,05.

4214 E. coli Parl0

Die Ergebnisse der Viskosititsabhingigkeit der PPlase-Aktivitit von E. /i Parl0, dem
prototypischen Vertreter der nicht phosphatspezifischen Parvuline, sollen in diesem Abschnitt
dargelegt werden. Die Peptidyl-Prolyl-cis/ trans-Isomerisierung des Substrats Suc-AFPF-pNA wird
von E. coli Par10 mit einem k,, /K,-Wert von 8,5-10° M"'s" katalysiert. Obwohl dieser Wert
niedriger ist als fur hPinl und hCyp18, wurde die Katalyse durch die Viskosititserh6hung mittels
Glycerol oder Rohrzucker verlangsamt (Abbildung 16). Der ermittelte Anstieg der erhaltenen
relativen k,, /K,,-Werte, aufgetragen gegen die relative Viskositdt, ergab Werte um 0,9. Eine
enzymatisch inaktivere Variante (E. co/i Par10 C40D) zeigte kein solches Verhalten mehr (Tabelle
4-13). Ebenso wenig wurde fir die Katalyse des Substrates Suc-AAPF-DFA eine
viskosititsabhingige Anderung der Enzymaktivitit beobachtet. Im Gegensatz dazu erhéhte sich
die PPlase-Aktivitat der Variante E. co// Par10 C40A mit steigenden Konzentrationen an Glycerol
oder Rohrzucker. Diese Variante schien durch den Zusatz der Viskosogene aktiviert zu werden.
Die Aktivitit dieser Variante verringerte sich deutlich, wenn das Enzym mit der verwendeten
Protease im Messansatz vorinkubiert wurde. Die Variante E. co/f Par10 C40D zeigte kein solches
Verhalten. Daraus konnte abgeleitet werden, dass die Variante E. /i Parl0 C40A eine
unzureichende Stabilitit gegeniiber der im Ansatz vorliegenden Protease besall und die
beobachtete Erh6hung der PPlase-Aktivitit, in Losungen mit erhéhten Glycerolkonzentrationen,

auf einer Stabilisierung dieser Variante beruhte.

56



Ergebnisse
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Abbildung  16:  Viskosititsabhingigkeit der [E. co/i Parl0-Aktivitit in  verschieden
konzentrierten Losungen von Glycerol (e@), Rohrzucker (0) und PVP360 (A) in 35 mM
HEPES-Puffer, pH 78, 0,3mg/ml Chymotrypsin bei 10°C. Als Substrat wurde
Suc-AFPF-pNA verwendet. Zur Kontrolle wurde die Viskosititsabhingigkeit der Aktivitit
der E. co/i Par10 C40D-Variante in Losungen bei steigenden Rohrzuckerkonzentrationen
untersucht (m). Die linearen Regressionsgeraden haben folgende Anstiege: 0,921+0,05 (o)
0,9410,04 (o) <0,05 (A) <0,05 (O). Die gepunktete Linie hat einen Anstieg von 1 und
entspricht damit einer vollstindig diffusionskontrollierten Reaktion.

Tabelle 4-13: Viskosititsabhingigkeit der PPlase-Aktivitit von E. co/f Par10 und der Variante
E. coli Par10 C40D, ermittelt fur verschiedene Viskosogene im proteasegekoppelten PPlase-
Aktivitdtstest bei 10°C. Die eingetragenen Anstiege wurden aus der Auftragung der relativen
kiae/ Kni-Werte gegen die relative Viskositit des Messansatzes ermittelt. Die ohne Zusatz von
Viskosogen ermittelten ki,/Kn-Werte wurden zur leichteren Interpretation der Anstiege
aufgefithrt

Enzym Viskosogen Substrat Anstieg | Kiar/Ku®
M- g1
E. coli Par10 Glycerol Suc-AFPF-pNA 0,92 8,5:10°

Rohrzucker | Suc-AFPF-pNA 0,94 8,5-10¢
PVP 360 Suc-AFPF-pNA | <0,05 8,5-106

Glycerol Suc-AAPF-DFA | <0,05 7-103
Rohrzucker | Suc-AAPF-DFA | <0,05 7-10°

PVP 360 | Suc-AAPF-DFA | <0,05 7-10°
E. c0li Par10 C40D | Rohrzucker | Suc-AAPF-DFA | <0,05 9,6-10%

Glycerol Suc-AFPF-pNA | <0,05 9,6:104
E. coli Par10 C40A Glycerol Suc-AFPF-pNA -0,7 2,8-104

Rohrzucker | Suc-AFPF-pNA -0,2 2,8-104

Die durch lineare Regression erhaltenen Standardabweichungen der Anstiege waren in allen
Fillen kleiner als 0,05.
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42.1.5 hFKBP12

Obwohl die hochsten k, /K -Werte der von hFKBP12 katalysierten Peptidyl-Prolyl-cis/ trans-
Isomerisierung von Oligopeptiden ungefihr 10fach kleiner sind als diejenigen von hCyp18 und
hPinl und damit nicht mehr im Bereich von diffusionskontrollierten Reaktionen liegen, sollte
untersucht werden, inwiefern die Viskositit des Losungsmittels die Aktivitit dieses Enzyms
beeinflusst. Anders als fir die drei bereits beschriebenen Enzyme verhielt sich die Aktivitit von
hFKBP12 in Messansitzen mit Glycerol anders als in Ansdtzen mit Rohrzucker (Abbildung 17).
Glycerol verringert die hFKBP12-Aktivitit weit stirker, als man es von der Verlangsamung von
Diffusionsprozessen erwarten wiirde, wogegen die Anwesenheit von Rohrzucker und PVP360

keinen messbaren Einfluss auf die PPlase-Aktivitat hatte.

(kkﬂt/ I<M)n”/ (kkat/ I<M)n
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Abbildung 17: Viskosititsabhingigkeit der hFKBP12-Aktivitit in verschieden konzentrierten
Losungen Glycerol (@), Rohrzucker (0) und PVP360 (A) in 35 mM HEPES, pH 7.8,
0,3 mg/ml Chymotrypsin bei 10°C. Als Substrat wurde Suc-ALPF-pNA verwendet. Die
linearen Regressionsgeraden haben folgende Anstiege: 1,910,1 (@) <0,05 (o) <0,05 (A). Die
gepunktete Linie hat einen Anstieg von 1 und entspricht damit einer vollstindig
diffusionskontrollierten Reaktion.

Selbst die Umsetzung von Substraten, die hFKBP12 mit noch niedrigeren k,, /IK-Werten
katalysierte, wurde durch die Anwesenheit von Glycerol stark inhibiert und von Rohrzucker nicht
beeinflusst (Tabelle 4-14). Der beobachtete Effekt von Glycerol auf hFKBP12 scheint durch eine
direkte Inhibierung der PPlase-Aktivitit dieses Enzyms vermittelt zu werden und nicht auf die
Anderung der Viskositit des Messansatzes zuriickzufiihren zu sein. Die unverinderte PPlase-
Aktivitit von hFHBP12 in Messansitzen mit 30% (w/w) Sorbitol als Viskosogen bestitigte

diesen Befund (Daten nicht gezeigt). Die hier beobachteten Effekte unterstreichen die
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Notwendigkeit, verschiedene Viskosogene zur Bestimmung der Viskosititsabhingigkeit von

Enzymen zu verwenden.

Tabelle 4-14: Viskosititsabhingigkeit der PPlase-Aktivitit von hFKBP12, ermittelt fiir
verschiedene Viskosogene im proteasegekoppelten PPlase-Aktivititstest bei 10°C. Die
eingetragenen Anstiege wurden aus der Auftragung der relativen ky./Ky-Werte gegen die
relative Viskositit des Messansatzes ermittelt. Die ohne Zusatz von Viskosogen ermittelten
kiae/ Ka-Werte wurden zur leichteren Interpretation der Anstiege aufgefiihtt.

Viskosogen Substrat Anstieg | Kiat/Kn®
M1l
Glycerol Suc-ALPF-pNA 1,9 1,7-100
Rohrzucker | Suc-ALPF-pNA | <0,05 1,7-100
PVP360 Suc-ALPF-pNA | <0,05 1,7-106
Glycerol Suc-AAPF-DFA 1,65 8,5-10%
Rohrzucker | Suc-AAPF-DFA | <0,05 8,5-104
Glycerol Suc-AAPF-pNA 0,8 1,3-105
Rohrzucker | Suc-AAPF-pNA | <0,05 1,3-105

Die durch lineare Regression erhaltenen Standardabweichungen der Anstiege waren in allen
Fillen kleiner als +0,1.

4.2.2 Kinetischer Losungsmittelisotopeneffekt

4221 hCypl8

Ziel der Untersuchungen war es, durch die Bestimmung des KSIE den Katalysemechanismus
von hCyp18 niher zu beleuchten. Dazu wurden verschiedene Messmethoden angewendet. Zuerst
wurde der KSIE fir hCyp18 und zwei seiner Varianten mittels des proteasegekoppelten PPlase-
Aktivitdtstests bestimmt (Tabelle 4-15). Fir hCyp18 und zwei seiner Varianten konnten dabei
inverse KSIE ermittelt werden. Die im Messansatz vorliegende Protease konnte als Verursacher
der inversen Effekte ausgeschlossen werden, da im proteasefreien PPlase-Aktivititstest dhnliche
Werte ermittelt wurden. Die Varianten hCyp18 R55A, hCyp18 Q63E, hCyp18 F113A und
hCyp18 Q63N wurden aufgrund der bereits beschriebenen Verunreinigung (siche Abschnitt
4.2.1.2) nicht untersucht. Bei der Auswertung der erhaltenen relativen k, /K,-Werte musste
beachtet werden, dass die Aktivitit von hCyp18 stark durch die Viskositit des Losungsmittels
beeinflusst wurde. Unter den hier verwendeten Bedingungen ist D,O um 28% viskoser als H,O.
Das bedeutet, dass eine in D,O Kkatalysierte Reaktion selbst in Abwesenheit jeglicher
Isotopeneffekte per se langsamer ablaufen misste als die Reaktion unter gleichen Bedingungen in

H,0.

59



Ergebnisse

Tabelle 4-15: Vergleich der durch die Verwendung von unterschiedlichen Substraten und
unterschiedlichen Enzym-Varianten im proteasegekoppelten bzw. im proteasefreien PPlase-
Aktivititstest ermittelten KSIE der ki../Ky-Werte der untersuchten Enzyme.

Enzym Substrat KSIE
(kiae/ Knm)P P
hCyp18 Suc-AFPF-pNA 0,82%0,05
Suc-AAPF-DFA? 0,82%0,07
hCyp18 H126F Suc-AFPF-pNA 0,69£0,06
hCyp18 H1206A Suc-AFPF-pNA 0,68%0,04

Die angegebenen Werte entsprechen den Mittelwerten mit den entsprechenden
Standardabweichungen, ermittelt aus 3 unabhingigen Messungen.

a) im proteasefreien PPlase-Aktivititstest bestimmt

b) errechnet sich aus dem Quotienten (kiae/ Kni)H20/ (kiae/ K P20

Um nihere Aussagen tber den Ursprung des KSIE machen zu kénnen, wurden die Messungen

in Ansitzen mit verschiedenen Anteilen D,0, sogenannte Protonen-Inventur-Experimente (engl.

proton-inventory) durchgefithrt. Die grafische Auswertung dieser Experimente ist in Abbildung 18A

dargestellt.
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Abbildung 18: A) Beeinflussung der ki./Ky-Werte des hCypl8 gegentber dem Substrat
Suc-AAPF-DFA, ermittelt im proteasefreien PPlase-Aktivititstest, durch steigende D2O-
Anteile im Messansatz. Die Reaktion wurde bei 10°C in 35 mM HEPES-Puffer, pH/pD 7,5
durchgefiihrt. B) Die in A) dargestellten relativen ki../Ky-Werte wurden so korrigiert, dass
die durch den steigenden Anteil an DO erhohte Viskositit des Messansatzes berticksichtigt
wurde.

Die Protonen-Inventur-Experimente ergaben, dass die PPlase-Aktivitit des hCyp18 nicht linear

mit dem D,0-Gehalt des Messansatzes in Beziehung steht. Die vorangegangenen Ergebnisse

zeigten, dass die Aktivitit von hCyp18 unter den hier verwendeten Bedingungen stark von der

Viskositit des Losungsmittels beeinflusst wird. Deshalb muss bei der Auftragung der Ergebnisse
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der Protonen-Inventur-Experimente der Wert fiir (k,, /IK,)""* um den Viskosititseffekt des D,O

at
korrigiert werden, damit die reduzierte Aktivitit des Enzyms in viskoseren Losungen beachtet
wird. Die Viskositit von Mischungen aus H,O und D,O errechnet sich aus der linearen
Kombination der entsprechenden Verhiltnisse der bekannten Viskosititen von H,O (1,3 mPa s)
und D,O (1,66 mP s) [121, 122]. Durch die Korrektur verringerte sich die Krimmung der Kurve
des Protonen-Inventur-Experimentes (Abbildung 18B).

Des Weiteren wurde untersucht, ob der beobachtete inverse KSIE auch bei der Katalyse der
Rickfaltung eines Proteinsubstrates (S-carboxymethylierte RNase T1 (S54G/P55N)) zu
beobachten ist. Zuerst wurde die unbeschleunigte Faltung sowohl in H,O als auch in D,O
untersucht. Unabhingig vom verwendeten Losungsmittel wurde fur die Rickfaltung eine
Geschwindigkeitskonstante von 8,310"s" bestimmt. Die Anwesenheit von 0,4 uM hCyp18
beschleunigte die Rickfaltung sowohl in D,O als auch in H,O-haltigen Puffern gleichermal3en.
Um zu tberprifen, ob die im Riickfaltungsansatz benétigten hohen NaCl-Konzentrationen den
KSIE beeinflussen, wurde der KSIE mittels des proteasefreien PPlase-Aktivititstest in
Anwesenheit von 2 M NaCl bestimmt. Es zeigte sich, dass sich die unkatalysierte ¢is/#rans-
Isomerisierung des Substrates Suc-AAPF-DFA um 17% verlangsamte und die Aktivitit von
hCyp18 in H,O bei der bestehenden hohen Ionenstirke sich um 28% reduzierte. Diese
Verringerung der Aktivitit geht mit der Erhohung der Viskositit des Losungsmittels durch die
Anwesenheit von 2 M NaCl einher. Der gemessene KSIE unter diesen Bedingungen betrug

(ko/ Ko/ i/ K p2o=0,99. Daraus konnte geschlussfolgert werden, dass der inverse KSIE

nur bei niedrigen Ionenstirken zu beobachten ist.

4.2.2.2 hFKBP12, E. co/i Par10 und hPinl

Die Ergebnisse der KSIE-Experimente fiir hFKBP12, E. e/ Par10 und hPinl sind in Tabelle
4-16 zusammengefasst. Alle untersuchten PPlasen zeigten einen inversen KSIE. Fir hPinl und
E. coli Par10 miissen die beobachteten KSIE korrigiert werden, wenn die Katalyse unter
Bedingungen gemessen wird, bei denen die Aktivitit dieser Enzyme durch die Viskositit
beeinflusst ist. Die Protonen-Inventur-Experimente fiir hFKBP12, gemessen im proteasefreien
PPlase-Aktivititstest, ergab eine Gerade (Abbildung 19A). Im Gegensatz dazu wies die
Protonen-Inventur fir E. /i Parl0 eine deutlich Krimmung auf (Abbildung 19B). Da die
Aktivitit dieser Enzyme bei den verwendeten Bedingungen nicht von der Losungsmittelviskositit

beeinflusst wurde, war eine Korrektur der Messergebnisse nicht notwendig.
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Tabelle 4-16: Vergleich der durch die Verwendung von unterschiedlichen Substraten und
unterschiedlichen Enzymen bzw. Enzym-Varianten im proteasegekoppelten bzw. im
proteasefreien PPlase-Aktivitdtstest ermittelten KSIE der ki./Ky-Werte der untersuchten

Enzyme.
PPIase Substrat KSIE
(kiat/ Knr)P
hPin1 Ac-AA(p)SPR-pNA 0,86%0,06
E. coli Par10 Suc-AAPF-DFA® 0,54+0,07
Suc-AFPF-pNA 0,814+0,04
E. coli Par10C40D Suc-AAPF-DFA9 0,58%0,04
hFKBP12 Suc-AAPF-DFA® 0,631+0,04
Suc-AFPF-pNA 0,80%0,05

Die angegebenen Werte entsprechen den Mittelwerten mit den entsprechenden
Standardabweichungen, ermittelt aus 3 unabhingigen Messungen.
a) im proteasefreien PPlase-Aktivititstest bestimmt
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Abbildung 19: Beeinflussung der ki./Kyu-Werte des hFKBP12 (A) bzw. E. co/i Parl0 (B)
gegentiber dem Substrat Suc-AAPF-DFA, ermittelt im proteasefreien PPlase-Aktivititstest,
durch steigende D>O-Anteile im Messansatz. Die Reaktion wurde bei 10°C in
35 mM HEPES-Puffer, pH/pD 7,5 durchgefiihrt.

Der KSIE fir beide Enzyme wurde ebenfalls im Rickfaltungstest und im proteasefreien Test in
Anwesenheit von 2 M NaCl untersucht. Beide PPlasen zeigten auch hier einen inversen KSIE,
wobei die hohe Ionenstirke den beobachteten KSIE noch verstirkte (Tabelle 4-17). Die hohe
Salzkonzentration steigerte den im proteasefreien Aktivititstest gemessenen ki, /K -Wert fur

hFKBP12 auf 280% und beeinflusste die Aktivitat von E. co/s Par10 nicht.
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Tabelle 4-17: Vergleich des mittels RNase T1 (S54G/P55N)-Rickfaltungstest und mittels
des proteasefreien PPlase-Aktivititstest in Anwesenheit von 2 M NaCl ermittelten KSIE der
Katalyse durch E. /i Par10 und hFKBP12.

PPIase KSIE ® (Kiae/Kn)® | KSIE® (Kiea/ Knr)P
2 M NaCl
E. coli Par10 0,57+0,07 0,52+0,07
hFKBP12 0,64+0,04 0,73%0,06

Es wurden der Mittelwert und die Standardabweichung aus 4 unabhingigen Messungen
bestimmt.

a) ermittelt im RNase T1 (S54G/P55N)-Ruckfaltung PPIase-Aktivititstest

b) ermittelt im proteasefreien PPlase-Aktivititstest. Als Substrat wurde Suc-AAPF-DFA
verwendet; es wurden der Mittelwert und die Standardabweichung von 4 unabhingigen
Messungen bestimmt.
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4.3 Kalorimetrische Detektion von langsamen Konformations-
inderungen in Proteinen und Peptiden
Ziel dieser Untersuchungen war es, eine neue Methode zu entwickeln, die es erlaubt, langsame
strukturelle Anderungen in Proteinen und Peptiden kalorimetrisch zu messen. Ein groBer zu
erwartender Vorteil einer solchen Methode liegt in der Moglichkeit, gleichzeitig kinetische und
thermodynamische Parameter einer derartigen strukturellen Anderung zu bestimmen. Des
Weiteren wiirde eine solche Methode es erlauben, spektroskopisch ,,unsichtbare® Prozesse, z.B.
wihrend der Proteinfaltung oder bei der Peptidyl-Prolyl-cis/ #rans-Isometisierung  von
prolinhaltigen Peptiden, zu detektieren. Als Modell-Protein zur Untersuchung von
Proteinfaltungsprozessen mittels Kalorimetrie wurde RNase A aus Rinderpankreas verwendet.
Dieses Protein eignet sich fiir diese Untersuchungen besonders, da die Faltungsprozesse bereits
im Detail untersucht sind, die Renaturierung des Proteins langsam verlduft, es auch bei hohen
Proteinkonzentrationen nicht zur Aggregation neigt und es kommerziell in grolen Mengen und
in ausreichender Reinheit erhiltlich ist. Leider erlaubt es die offen in die Messzelle ragende
Titrationsapparatur nicht, hochkonzentrierte GdmHCI-Losungen direkt in die mit dem
Renaturierungspuffer gefiillte Messzelle zu titrieren. Der grofie Konzentrationsgradient zwischen
Titrationsapparatur und Messzelle verhindert das Einstellen eines thermischen Gleichgewichts im
Messgerit, und damit eine stabile Basislinie. Aus diesem Grund wurde die zu untersuchende
Probe manuell in die Messzelle injiziert. Dadurch kommt es zwar ebenfalls zu einer Stérung des
thermischen Gleichgewichts, welches sich jedoch nach einer Aquilibrierungszeit von 250 bis

400 s wieder einstellt.

4.3.1 Renaturierung von RNase A unter schwach nativen Bedingungen
Lyophilisierte RNase A wurde in 5 M GdmHCI, 50 mM Glycin-Puffer (pH 2,0) fiir eine Stunde

denaturiert und anschlieBend 100 pl dieser Losung manuell in die voriquilibrierte ITC-Messzelle
injiziert. Die Ruckfaltung erfolgte unter schwach renaturierenden Bedingungen (2 M GdmHCI,
pH 5,5, 10°C). Ein Kontrollexperiment unter identischen Bedingungen, jedoch ohne RNase A,
wurde im Anschluss durchgefithrt (Abbildung 20A; Diagramme, in denen die Anderung der
Wirme gegen die Zeit aufgetragen wurde, werden im Folgenden als Thermogramme bezeichnet).
In beiden Fillen konnten innerhalb der ersten 350 s keine aussagekriftigen Daten aus der
resultierenden Wirmeidnderung gewonnen werden. Nach dieser Redquilibrierungsphase fithrte

nur der RNase A-haltige Messansatz zu einer kalorimetrisch messbaren Signalinderung.
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Abbildung 20: A) Thermogramme aufgezeichnet bei 10°C mittels ITC nach der manuellen
Injektion von 100 pul 5 M GdmHCI, 50 mM Glycin-Puffer, pH 2,0 (--) und 100 ul 1,3 mM
RNase A in 5 M GdmHCI, 50 mM Glycin-Puffer, pH 2,0 (-) in die Messzelle gefillt mit
1,8 M GdmHCI, 100 mM Natriumacetatpuffer (pH 5,5). B) Auswertung der Signal/Zeit-
Kurve des RNase A-haltigen Messansatzes mittels nichtlinearer Regression. Die Messwerte
(O) folgen einem Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung (-). Die Differenz zwischen den
Messwerten und den durch die Anpassung erhaltenen Werten war klein und zeigte keine
systematische  Ungleichverteilung (A). Zur besseren Anschaulichkeit ist nur jeder
20. Messwert dargestellt.

Die aufgezeichnete Signal/Zeit-Kurve folgte einer Kinetik erster Ordnung (Abbildung 20B).
Durch Anpassung der Parameter von Gleichung 5 an die Messdaten von funf unabhingigen
Experimenten mittels nichtlinearer Regression wurde eine beobachtbare Zeitkonstante von
(ks =541£30 s) erhalten. Die Renaturierung von RNase A wurde als eine exotherme Reaktion
beobachtet. Zur Berechnung der durch den Faltungsprozess freigesetzten Wirme wurde die
Fliche zwischen der Basislinie und dem Messsignal bestimmt, bis zum Zeitpunkt t=0 extrapoliert
und durch die Gesamtstoffmenge RNase A in der Messzelle dividiert. Die so erhaltene
beobachtete Faltungsenthalpie (AHy,,,,) fiir die in Abbildung 20 gezeigten Reaktion betrug rund
-12 kcal mol'. Zur genaueren Bestimmung von AHp,,, wurde das Experiment mit
unterschiedlichen Konzentrationen an RNase A im Rickfaltungsansatz durchgefiihrt. Alle
anderen Parameter wurden konstant gehalten. In Abbildung 21A wurden die mit der
Renaturierung von 290, 145, 87 und 43,5uM RNase A verbundenen Reaktionswirmen
dargestellt. Die durch die Faltungsreaktion freigesetzte Wirmemenge stand im direkten
Verhiltnis zur eingesetzten RNase A-Konzentration (Abbildung 21B). Dadurch lieB sich
AH 0, =-10,911,5 keal mol " bestimmen. AuBerdem lieB sich den gezeigten Daten entnehmen,
dass fir ein glnstiges Signal-zu-Rauschverhiltnis rund 40 uM RNase A im Messansatz vorliegen

sollten (entspricht rund 0,8 mg Gesamtprotein im Ansatz).
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Abbildung 21: A) Thermogramme aufgezeichnet wihrend der Riickfaltung von RNase A bei
10°C mit folgenden Endkonzentrationen: 290 (--), 145 (- -), 87 (--), 43,5uM (), die
durchgezogene Linie stellt die Basislinie dar. Die Reaktion wurde durch manuelle Injektion
von 100ul der entsprechend konzentrierten RNase A-Stamml6sung, hergestellt in
5M GdmHCI, 50 mM Glycin-Puffer, pH 2,0, in die mit 1,8 M GdmHCI, 100 mM
Natriumacetatpuffer (pH 5,5) gefiillte Messzelle gestartet. B) Darstellung der linearen
Abhingigkeit der durch die Renaturierung freigewordenen Wirmemenge von der in der
Messzelle vorliegenden RNase A-Konzentration. Die lineare Regression hat ein
Bestimmtheitsmal3 von r2=0,97.

4.3.2 Renaturierung von RNase A unter stark nativen Bedingungen

Um eine moglichst universelle Finsetzbarkeit dieser Methode zu gewihrleisten, war zu
untersuchen, ob es méglich ist, die Renaturierung von Proteinen unter stark nativen Bedingungen
kalorimetrisch zu messen. Dazu wurden 100 ul der denaturierten RNase A manuell in die mit
100 mM Natriumacetatpuffer (pH 5,5) befillte Messzelle injiziert. Die Renaturierung von
RNase A verlduft unter diesen Bedingungen schneller und die erhaltene Kinetik ist komplex [123-
126]. Um die einzelnen Rickfaltungsphasen besser voneinander trennen zu kénnen, wurden die
Experimente bei 5°C durchgefiihrt. Der auswertbare Ausschnitt eines unter diesen Bedingungen
erhaltenen Thermogramms ist in Abbildung 22 dargestellt. Das Experiment wurde dreimal unter
identischen Bedingungen wiederholt, um die Standardabweichung der ermittelten Parameter zu
ermitteln. Die erhaltene Signal/Zeit-Kurve folgte einer doppelt-exponentiellen Kinetik mit
beobachteten Geschwindigkeitskonstanten von k,=102%28 s und k,=454%22s. Durch die
Auswertung der erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten und der dazugehorigen Amplituden
konnte fir die schnellere der beiden Phasen ein AHyy,,=-16,8%1,3 kcal mol' und fiir die

langsamere Phase ein AHj,4,,=-3,0%0,13 keal mol” berechnet werden.
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Abbildung 22: Ausschnitt eines Thermogramms, erhalten durch die Ruckfaltung von
RNase A bei 5°C mit einer Endkonzentration von 290 uM in der Messzelle. Die Reaktion
wurde durch manuelle Injektion von 100 ul der RNase A-Stammldsung, hergestellt in
5M GdmHCI, 50 mM Glycin-Puffer, pH 2,0, in die mit 100 mM Natriumacetatpuffer
(pH 5,5) gefullte Messzelle gestartet. Die Messwerte (O) folgen einer doppelt-exponentiellen
Kinetik (-). Die Differenz zwischen den Messwerten und den durch die Anpassung
erhaltenen Werten war klein und zeigte keine systematische Ungleichverteilung (A). Zur
besseren Anschaulichkeit ist nur jeder 20. Messwert dargestellt.

Die Moglichkeit, langsame Faltungsreaktionen von Proteinen unter stark nativen Bedingungen zu
beobachten, erlaubt den Einsatz von PPlasen als analytischen Sonden. Falls die beobachteten
Faltungsschritte in Anwesenheit von PPlasen schneller verlaufen, missen diese Faltungsprozesse
mit der ¢s/ trans-Isometisierung von Prolyl-Bindungen assoziiert sein. Es ist bekannt, dass Cyp18
die Rickfaltung von RNase A beschleunigt [127, 128]. Eine weit effizientere Beschleunigung der
Ruckfaltung von RNase T1 (S54G/P55N) durch L.p.Mip wurde ebenfalls beschrieben [129]. Da
eine moglichst niedrige Konzentration der PPlase im Messansatz wiinschenswert war, um
zusitzliche Wirmebeitrdge durch die Interaktion von Enzym (L.p.Mip) und Substrat
(Faltungsintermediate der RNase A) ausschliefen zu kénnen, wurde L.p.Mip fiir diese Versuche
verwendet. Da PPlasen durch niedrige pH-Werte inhibiert werden, wurden die Experimente in
35 mM HEPES-Puffer pH 7,8 durchgefihrt. Unter diesen Bedingungen zeigte die RNase A-
Renaturierung eine doppelt exponentielle Kinetik mit Zeitkonstanten von 104 und 384 s. Die
Zugabe von steigenden Konzentrationen L.p.Mip zum Renaturierungsansatz hatte den in
Abbildung 23 dargestellten Effekt. Innerhalb der gleichen Zeitspanne wurden groflere Mengen
nativer RNase A gebildet, als ohne L.p.Mip. Der durch L.p.Mip erzielte Effekt konnte durch
Zugabe von Rapamycin, einem spezifischen, hochaffinen Inhibitor dieser PPlase-Famillie,

aufgehoben werden (Abbildung 23). Da die Konzentration an L.p.Mip im Ansatz nie mehr als
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13,1% der vorhandenen RNase A-Konzentration betrug, ist es unwahrscheinlich, dass die durch
die Bindung von Enzym und Substrat freigesetzte Bindungswirme das erhaltene Ergebnis

mal3geblich beeinflusste.
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Abbildung 23: Ausschnitte verschiedener Thermogramme der Renaturierung von RNase A
(290 uM) in Anwesenheit von 0 (-), 0,7 (--) und 3,8 pM (- -) L.p.Mip im Messansatz. Die
Reaktion wurde durch manuelle Injektion von 100 ul RNase A-Stammlésung, hergestellt in
5M GdmHCI, 50 mM Glycin-Puffer, pH 2,0, in die Messzelle, befillt mit 35 mM HEPES,
pH 7,8 bei 5°C, gestartet. Die Basislinie () wurde durch die Injektion von 100 ul 5 M
GdmHCI, 50 mM Glycin-Puffer pH 2,0 erhalten. Zur Kontrolle wurde ein Experiment bei
gleichzeitiger Anwesenheit von 3,8 uM L.p.Mip und 32 uM Rapamycin durchgefiihrt (oc°).

4.3.3 Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerisierung von prolinhaltigen Peptiden

Die Ergebnisse der bisher beschriebenen Experimente deuten darauf hin, dass es moglich ist,
langsame Proteinfaltungsreaktionen mittels dieser kalorimetrischen Methode zu beobachten und
zu quantifizieren. Fraglich ist, ob die Sensitivitit der Methode ausreicht, um die wihrend der
cis/ trans-Isomerisierung  ausgetauschte Wirme einer isolierten Peptidbindung direkt zu
beobachten. Zu diesem Zweck wurde die Peptidyl-Prolyl-cis/ frans-Isomerisierung der Peptide AP,
AAP und Ac-(Pro),;;-NH, mit dieser Methode niher untersucht. Die notwendige Stérung des
Peptidyl-Prolyl-cis/ trans-Gleichgewichtes der Peptide AP bzw. AAP wurde durch eine schnelle
Verinderung des pH-Wertes der Peptidlosung oder deren Loésungsmittelzusammensetzung
erreicht. Es ist bekannt, dass der cs-Gehalt von Peptiden mit C-terminalen Prolyl-Resten durch
Erniedrigung des pH-Wertes sinkt (Tabelle 4-18). Hingegen ist der ¢is-Anteil der Prolyl-Bindung
in Peptiden bei Gegenwart von 0,47 M LiCl/TFE deutlich erhéht (Tabelle 4-18). Eine
Besonderheit stellen Polyprolin-Peptide dar. Diese konnen entweder in der all-czs- (Polyprolin-I-

Form) oder in der all-#rans-Konformation (Polyprolin-II-Form) vorliegen. Es ist bekannt, dass
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durch Inkubation von Polyprolin-Peptiden in Isopropanol die all-cis-Konformation induziert
wird. Die Umwandlung in die Polyprolin-II-Form erfolgt im wissrigen Medium. Die so
erzeugten Unterschiede im ¢/ #rans-Gleichgewicht wurden benutzt, um pH-Wert- bzw.
Lésungsmittelsprungexperimente durchzufithren.

Tabelle 4-18: «s-Gehalte von AP und AAP bei verschiedenen pH-Werten und

Losungsmittelbedingungen. Die Werte wurden mittels NMR-Spektroskopie in 50 mM
Natriumphosphatpuffer des angegebenen pH-Wertes bei 25°C ermittelt.

Peptid | % cispH 2,1 | % cis pH 7,5 | % cis 0,47 M LiCl

AP 9,9 39 n. b.
AAP 74 18,9 379

*) Wert aus Referenz [92] enthommen

Die Sprungexperimente resultierten in exothermen Reaktionen, wenn der ¢s-Gehalt der Peptide
wihrend der Messung sank (Abbildung 24A untere Kinetik), beziehungsweise in endothermen

Reaktionen, wenn der ¢s-Gehalt der Peptide stieg (Abbildung 24A obere Kinetik).
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Abbildung 24: A) pH-Wert Sprungexpetriment von pH 2,1 zu pH 7,5 (O) bei 23°C und von
pH7,5 zu pH 2,1 bei 12°C (0). Jeweils 100 pl einer 33 mM Stammlosung AAP des
entsprechenden pH-Wertes wurden in die mit 50 mM Natriumphosphatpuffer dquilibrierte
Messzelle manuell injiziert. B) Arrhenius-Auftragung der Geschwindigkeitskonstanten der cis-
nach frans-Isomerisierung von AP (pH-Wert-Sprung, m) AAP (pH-Wert-Sprung, o,
Losungsmittelsprung A) und Ac-(Pro)12-NH; (Lésungsmittelsprung, @ ).

Die erhaltenen Thermogramme folgten ausnahmslos Kinetiken erster Ordnung. Aus den daraus
abgeleiteten beobachteten Geschwindigkeitskonstanten wurden die Geschwindigkeitskonstanten
fur die ¢s- nach #rans-Isomerisierung berechnet (Gleichung 7 und Gleichung 8). Durch die
Ermittlung der Temperaturabhingigkeit dieser Geschwindigkeitskonstanten war es mdéglich, die

Anderung der freien Enthalpie, der Entropie und der Enthalpie des Ubergangszustandes zu
errechnen (Tabelle 4-19).
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Da wihrend der Messungen nicht nut die Geschwindigkeit det ¢s/ frans-Isometisierung, sondern
auch der damit verbundene Warmeaustausch erfasst wurde, war es moglich, den enthalpischen
Anteil der freien Enthalpie zwischen den Grundzustinden (ss und #rans) der untersuchten
Peptide zu ermitteln. Zur Berechung der wihrend der Isomerisierung umgesetzten Warme wurde
die Fliche zwischen der Basislinie und dem Messsignal bestimmt, bis zum Zeitpunkt t=0
extrapoliert und durch die in der Messzelle vorhandene Stoffmenge des untersuchten Peptides
dividiert. Die Temperaturabhingigkeit des Anteils der cs-Prolyl-Bindungen bei verschiedenen
pH-Werten wurde separat bestimmt und genutzt, um den gemessenen Wirmeumsatz auf 100%
cis-Prolyl-Bindungen zu beziehen. Die durch die kalorimetrische Methode erhaltenen Betrige der
AH-Werte sind in jedem Fall gréBer als die durch die indirekte NMR-basierte Methode
berechneten Werte. Besonders auffillig scheint dies bei dem durch LiCl/TFE-Sprung ermittelten

AH"-Wert der Fall zu sein. Fir diese Reaktion wurde ein rund 3fach hoherer Wert ermittelt.

Tabelle 4-19: Thermodynamische Parameter zur Isomerisierung von AP, AAP und
Polyprolin unter verschiedenen Bedingungen

Peptide AH% TAS% AG¥), AHO% /¢ Katotimetrie | AHOc/e nMr

kcal mol1? | kcal mol'? | kcal mol12) kcal mol12 kcal mol-1b)

AP pH21mpH 75 22,4%0,5 1,3 21,1+0,5 -2,1+0,4 -1,6710,05

AP pH75mpH 21 17,2%1,1 -3,0 20,2411 -1,3+0,2 -1,2910,05

AAP 121 upH 75 24,840,2 4,1 20,7£0,2 -2,1+0,4 -1,3610,05

AAP pH 75 mpH 21 17,5%1,3 2,8 20,3+1,3 -1,240,3 -0,78%0,06

AAP 047 M Licl/TFES) 19,940,6 -1,0 20,940,6 -4,5+0,8 -1,3610,05
Polyprolin rsopropanot® | 20,620,5 -1,6 22,24+0,5 n. b. n. b.

a) Parameter wurden aus den in Tabelle 7-17 bis Tabelle 7-21 gezeigten Daten, teilweise
unter Verwendung von Gleichung 10, berechnet. Die angegeben Fehler wurden aus der
Standardabweichung der linearen Anpassung der Parameter erhalten. Fir TAS%,. lag die
errechnete Standardabweichung unterhalb 1%.

b) Der Parameter wurden aus den in Tabelle 7-15 und Tabelle 7-16 gezeigten Daten nach
Gleichung 9 berechnet.

¢) Experiment wurde bei pH 7,5 durchgefiihrt.
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5 Auswertung und Diskussion

5.1 Thermodynamische Charakterisierung der hCyp18/CsA-
Interaktion

Die direkte thermodynamische Charakterisierung von hCyp18/Substrat-Komplexen ist durch die
relativ geringe Affinitit des Enzyms zum Grundzustand der Substrate schwierig. Ein detailliertes
Verstindnis von Enzym/Inhibitor-Wechselwirkungen etlaubt es aber, Riickschlisse auf die
Enzym/Substrat-Wechselwirkung zu ziechen. Aus diesen Grund wurde die Wechselwirkung von
hCyp18 mit CsA mittels I'TC niher beleuchtet. Unter Verwendung verschiedener biochemischer
Methoden wurde die Interaktion von hCypl8 und CsA bereits charakterisiert und dabei
K,-Werte im Bereich von 2 bis 5000 nM ermittelt [49, 57, 130-138]. Die groB3en Unterschiede
wurden hauptsachlich mit den leicht verschiedenen experimentellen Bedingungen sowie einer
eventuell groBen Temperatur- bzw. Loésungsmittelabhingigkeit der Interaktion erklirt. Die
sinnvolle Interpretation der von CsA oder dessen Derivaten vermittelten biologischen Effekte
setzt jedoch voraus, dass die Thermodynamik und speziell die Affinitit dieser Substanzen zu
hCyp18 bekannt ist.

ITC eignet sich dafiir, diese Wechselwirkung iiber einen groBlen Bereich von experimentellen
Bedingungen zu untersuchen. Es konnte festgestellt werden, dass weder Temperatur noch
Pufferzusammensetzung einen wesentlichen Einfluss auf die Assoziationskonstante hatten. Im
Temperaturbereich von 5 bis 33°C verringerte sich diese GréBe nur von 1,1 auf 0,46-10° M
(Tabelle 7-11), auch im pH-Wert-Bereich von 6,5 bis 8,2 sind die Anderungen gering. Die in der
Literatur beschriebenen Methoden zur Bestimmung der hCypl18/CsA-Affinitit kénnen im
Wesentlichen in  vier Gruppen unterteilt werden: 1) enzymkinetisch —ermittelte
Inhibitionskonstanten (K-Werte) [49, 57, 130-132, 139], 2) indirekte Messungen der
Assoziationskonstanten durch fluoreszenzbasierte Verdringungstitration [137], 3) direkte
Methoden zu Messung der Assoziationskonstanten durch SPR-basierte Methoden und
Fluoreszenztitration [132, 133, 136, 138] sowie 4) durch die Anderung der Ligandenmobilitit
ermittelte Assoziationskonstanten [135]. Die durch enzymkinetische Experimente erhaltenen
Werte (K, im Bereich von 1,6 bis 17 nM) sind deutlich kleiner als die Werte, welche durch
Fluoreszenztitration und SPR-basierte Methoden ermittelt wurden (K, im Bereich von 30 bis
205 nM). Ein solcher Unterschied wurde bereits fir Rinder-Cyp18 beobachtet und es wurde
vermutet, dass die CsA-Bindungsstelle nicht mit dem aktiven Zentrum identisch ist [132]. Die
hier mittels ITC bestimmte Dissoziationskonstante (K,=10 nM bei 10°C) stimmt hingegen gut
mit der durch enzymkinetische Untersuchungen bestimmten Inhibitionskonstante tberein

(K=2 nM bei 10°C) und erfordert diese Interpretation nicht. Die verbleibende Differenz kann
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unter anderem den unterschiedlichen experimentellen Bedingungen, besonders den
unterschiedlichen Proteinkonzentrationen, welche sich bei beiden Tests um bis zu Faktor
100.000 unterscheiden, zugeschrieben werden. Es scheint also, dass die Grinde fiir die grofe
Varianz der in der Literatur beschriebenen Werte der hCypl18/CsA-Affinitit in der
experimentellen Durchfiihrung sowie in den verwendeten biochemischen Methoden selbst liegen.
Der hohen Affinitit der Interaktion zwischen hCypl8 und CsA liegt ausschlieBlich der
enthalpische Anteil der freien Enthalpie von AH (298 K)=-14,7 kcal mol" zugrunde, der
entropische Anteil von TAS;;(298 K)=-3,8 kcal mol" wirkt der Bindung entgegen.

Die thermodynamischen Parameter AGy., AH;. und TAS, . =zeigen eine lineare
Temperaturabhingigkeit, wobei sich die Temperatureffekte auf AH;. und TAS,.. derart
kompensieren, dass AG. im beobachteten Temperaturbereich fast unverindert bleibt. Der als
Enthalpie-Entropie-Kompensation bekannte Effekt ist eine direkte Folge eines grof3en negativen

AC, [140]. Da sich der AC -Wert aus (OAH/0T),=AC, errechnet und TAS mit AC, tber die

Bezichung (0(TAS)/0T),=AC +AS verkniipft ist, folgt unter der Annahme, dass |AC,|>>|AS]|
erfillt ist, dass die Anderungen von AH,; und TAS mit der Temperatur ungefihr gleich AC, sind
und sich im Bezug auf AGy; gegenseitig autheben. Der Betrag fur [AC,|=435,817 cal mol ' K'!
ist bei 25°C rund 35mal groBer als |AS| und erfillt damit die beschriebene Bedingung
ausreichend. Ein solcher Effekt wurde bereits fiir andere Protein/Protein- und Protein/Ligand-
Interaktionen beschrieben [141-146]. Wie bereits im Abschnitt Material und Methoden erldutert,
kann die durch die Komplexbildung hervorgerufene Anderung der Wirmekapazitit mit der
Anderung der lésungsmittelzuginglichen Oberfliche (AASA) von Protein und Ligand in
Bezichung gesetzt werden (Gleichung 3). Ein negativer Wert fir AC, ergibt sich, wenn die
Ligand-Bindung den als nichtpolar charakterisierten Anteil der ASA verkleinert. Da AC, fir die
Interaktion von hCypl8 und CsA mit -4358+7 calmol' K' bestimmt wurde, kann
geschlussfolgert werden, dass die Bindung zwischen hCypl8 und CsA zu einem Teil durch
hydrophobe Wechselwirkungen vermittelt wird.

Durch die Verwendung der Gleichung 3 wurde aus den Strukturdaten des hCyp18/CsA-

Komplexes ein Wert fur AC, mit -211 cal mol" K berechnet, welcher mehr als doppelt so

theor
grof3 ist wie der experimentell ermittelte Wert. Eine weniger gute Ubereinstimmung zwischen
berechnetem und experimentell ermitteltem AC, ist nicht ungewdhnlich, und Beispiele dafiir sind
bekannt [111, 147-150]. Einer der Hauptgriinde ist in den konformationellen Unterschieden
zwischen den wechselwirkenden Partnern in ihrer ,.freien und der im Komplex vorliegende
Form zu suchen. Solche Anderungen der Struktur fithren ebenfalls zu einer Anderung der

16sungsmittelzuginglichen Oberfliche, die nicht beachtet werden, wenn nur der hCyp18/CsA-

Komplex zur Berechnung von AC, herangezogen wird. Im Fall der hCyp18/CsA-Interaktion ist
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die dreidimensionale Struktur des hCyp18 sowohl in der CsA-gebundenen Form als auch in der
freien Form bekannt [151, 152]. Eine wesentliche, durch die CsA-Bindung vermittelte strukturelle
Anderung ist nicht zu erkennen. Der hydrophobe Charakter des CsA erlaubte eine
Strukturbestimmung in wissrigen Losungen bis jetzt nicht. Es ist aus NMR-spektroskopischen
[153] und kinetischen Untersuchungen bekannt [51], dass CsA unterschiedliche Konformationen
in Losung aufweist. Eine hochaffine Bindung zu hCyp18 erfolgt jedoch nur dann, wenn alle
Peptidbindungen in der #rans-Konformation vorliegen. Diese strukturellen Anderungen sind in
der hier verwendeten Berechnung nicht berticksichtigt und kénnen somit den Wert fir AC,
verfilschen. Zusitzlich zu diesen Effekten koénnen nach Ladbury e o/ auch Anderungen der
Flexibilitit von Aminosdureseitenketten oder des Idsungsmittelzuginglichen Peptid-
bindungsriickgrates, hervorgerufen durch den Bindungsprozess, zu einem negativeren AC,
fihren [147]. Obwohl wie bereits beschrieben die Bindung von CsA an hCypl8 nicht zu
strukturellen Anderungen im Protein fithrt, konnte doch mittels NMR-spektroskopischer
Methoden nachgewiesen werden, dass die Flexibilitit des hCyp18 im Bereich der Aminosauren
68 bis 72 und 101 bis 104 durch die CsA-Interaktion verringert wird [154].

Neben diesen qualitativen Erklarungen zeigten Holdgate e¢f a/. eine Moglichkeit, die Differenz
zwischen berechneten und gemessenen AC,-Werten quantitativ zu erkliren [111]. Die Autoren
postulierten, dass pro Wassermolekdl, welches an der Vermittlung der Komplexbildung beteiligt
ist, ACp o, um 48%31 cal mol" K erniedrigt wird. Da die CsA/hCyp18-Interaktion durch fiinf
Wassermolekiile — vermittelt wird [152], muss der berechnete AC,,.-Wert um
2401155 cal mol' K' zu AC, ., =-451£155 cal mol' K" korrigiert werden. Damit wiirden
berechneter und experimentell ermittelter Wert innerhalb der jeweiligen Fehlergrenzen gut
tbereinstimmen.

Die Beobachtung eines stark negativen AC, ldsst, wie schon angedeutet, vermuten, dass
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen CsA und hCypl8 einen bedeutenden Anteil an der
gesamten Stabilisierung des Komplexes ausmachen. Als hydrophobe Wechselwirkung bezeichnet
man iblicherweise jene energetischen Effekte, welche auftreten, wenn nichtpolare Substanzen
von einer organischen Losungsmittelphase in eine wissrige Phase transferiert werden [155]. Bei
Raumtemperatur ist dieser Prozess durch ein positives AG charakterisiert, welches sich aus einem
negativen AS und einem kleinen AH zusammensetzt [155]. Ubertrigt man diesen Prozess auf die
Interaktion von Proteinen und Liganden, kann angenommen werden, dass die Wechselwirkung
von nichtpolaren Resten des aktiven Zentrums des Proteins mit nichtpolaren Gruppen des
Liganden die gleiche Situation beschreibt wie die von nichtpolaren Substanzen in einer
organischen Phase. Daraus ergeben sich zwei wesentliche Schlussfolgerungen: 1. Die

Verringerung der nichtpolaren Oberfliche durch die Protein/Ligand-Interaktion ist mit einem
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negativen AG assoziiert. 2. Der Hauptanteil an AG wird durch TAS bestimmt, wihrend keine
groBen Beitrige durch AH zu erwarten sind [156]. Bei der hCyp18/CsA-Interaktion wird zwar
ein groB3er Anteil der nichtpolaren Oberfliche in der Bindungsschnittstelle zwischen Ligand und
Protein verringert, und es kann eine stark negative Anderung der Wirmekapazitit wihrend der
Komplexbildung beobachtet werden. Andererseits konnte weder ein begiinstigender entropischer
Anteil an der freien Enthalpie der Bindung noch eine vernachlissigbar kleine Anderung der
Enthalpie fur die CsA/hCypl8-Interaktion experimentell bestimmt werden. Ahnlich
widerspriichliche Beobachtungen wurden fir andere Protein/Ligand-Wechselwirkungen gemacht
und sind kontrovers diskutiert [141, 142, 150, 156]. Um die Bedeutung von Solvatationseffekten
bzw. wasservermittelten Wechselwirkungen in der Bindungsschnittstelle des hCyp18/CsA-
Komplexes niher zu beleuchten, wurden Experimente in D,O und in glycerolhaltigen Losungen
durchgefiihrt.

Hohe Glycerolkonzentrationen fithren zu einer Destabilisierung von Protein/Ligand-
Komplexen, wenn Wassermolekile an der Wechselwirkung zwischen Protein und Ligand in der
Bindungsschnittstelle beteiligt sind oder aber zu einer Stabilisierung des Komplexes, wenn
wihrend der Komplexbildung Oberflichenbereiche der Wechselwirkungspartner desolvatisiert
werden (hydrophobe Wechselwirkung). Glycerol wurde verwendet, weil es die Ionenstirke und
die makroskopische Dielektrizititskonstante des Puffers nur gering beeinflusst [157]. Die
Komplexbildung bei 25°C zwischen hCyp18 und CsA wird durch die Anwesenheit von 30%
Glycerol nur sehr geringfiigig destabilisiert. Dies widerspricht der aus der negativen Anderung
der Wirmekapazitit gezogenen Vermutung, dass die Wechselwirkung zwischen hCyp18 und CsA
zu einem groflen Anteil durch hydrophobe Wechselwirkungen vermittelt wird. Die erhéhte
Glycerolkonzentration hatte zwar nur geringe Effekte auf AGy, jedoch fithrte sie zu einer
deutlich negativeren Bindungsenthalpie (AAH ;¢ 1120 Giyeeroy (25°C)=3,9 keal mol™), welche durch
eine ebenso verringerte Bindungsentropie ((TAAS; ¢ 1150 Giyeero(25°C) =4 keal mol ") ausgeglichen
wurde. Neben der Eigenschaft, die Wasseraktivitit in der Losung zu vermindern, beeinflussen
hohe Glycerolkonzentrationen auch die Viskositit der Lésung, welche wiederum den entropische
Anteil der Protein/Ligand-Bindung beeinflusst. Der Gesamtinderung der Entropie des Systems
durch den Bindungsvorgang liegen drei wesentliche Prozesse zugrunde: Die
Lésungsmittelreorganisation (AS,;), die Anderung der konformationellen Freiheitsgrade von
Protein und Ligand (AS_,
(AS,). Somit ergibt sich  AS;=AS

) sowie die Anderung der Rotations- und Translationsfreiheitsgrade
+AS, . tAS,  [158-160]. Der durch die
=AC,In(T/385)

conf solv

Losungsmittelreorganisation vermittelte Beitrag kann durch die Beziehung AS_;

abgeschitzt werden. Da sich durch den Zusatz von Glycerol AC, nur wenig idndert

(AAC; 1156 Glyeeray =954 cal mol" K, beeinflusst dieser Term die Gesamtinderung der Entropie
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nur gering (AAS,; 1150 Giyein)(25°C)=2,4 cal mol' K. Die Erhohung der Viskositit sollte die
Anderung  der  Entropie, vermittelt durch  Anderungen der Rotations- und
Translationsfreiheitsgrade, nicht beeinflussen und kann mit AS =-8 cal mol' K" fiir cine 1:1
Interaktion abgeschitzt werden [159]. Damit errechnet sich die Anderung der Entropie,
vermittelt durch die reduzierten konformationellen Freiheitsgrade nach Zusatz von Glycerol, mit

AAS

conf (120-Glyeero) (25 °C) =11 cal mol™ K. Ubereinstimmend wurde fiir eine Reihe von Proteinen
nachgewiesen, dass der Zusatz von Glycerol die Flexibilitit von Proteinen erniedrigt, indem die
beobachtete = konformationelle Heterogenitit sowie die thermische Fluktuation des
Proteinrickgrates verringert werden [161-163]. Wie oben bereits erwihnt, schligt sich die
negativere Bindungsentropie der Reaktion in Glycerol nicht in einer verringerten
Bindungsaffinitit nieder, da dieser Effekt durch die ebenfalls negativere Bindungsenthalpie
ausgeglichen wird. Diese Anderung kann zum Teil mit den durch Diirr ¢ a/ ermittelten
Transferenthalpien fiir Modellsubstanzen fur nichtpolare Aminosaureseitenketten aus wassrigen
Losungen zu glycerolhaltigen Losungen erklirt werden [164]. Mit der ermittelten Beziehung

AAH 150 Gieeror=0,9610,47 cal mol’ A% AASA 165] ergeben sich fur die untere und obere

unpolae |
Fehlergrenze Werte von 0,3 bis 0,9 kcal mol .

Eine weitere Moglichkeit, die Art der molekularen Wechselwirkung von Protein/Ligand-
Komplexen zu charakterisieren, ist der Einsatz von D,0O als Losungsmittel. Es ist bekannt, dass
hydrophobe ~Wechselwitkungen in D,O stabilisiert werden [166]. Die Stirke von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen neutralen Gruppen ist in D,0O ebenfalls grofer als in
H,O [167]. Wasserstoffbriickenbindungen zwischen geladenen Gruppen sind in D,O hingegen
schwicher als in H,O [167]. Da sowohl Wasserstoffbriickenbindungen als auch hydrophobe
Bereiche des Enzyms an der Interaktion zwischen CsA und hCypl8 beteiligt sind, sollte die
beobachtete Assoziationskonstante in D,O grofler als in H,O sein. Dabei sollte die héhere
Affinitit durch einen stirker negativen Beitrag zur Enthalpie der Bindung vermittelt werden
[168]. Ein solcher Effekt wurde beobachtet, wobei die freie Enthalpie der Bindung iiber den
gesamten Temperaturbereich in schwerem Wasser negativer ist als in H,O, was zu einer
Verdopplung der Assoziationskonstante fihrt. Dabei wird die festere Interaktion bei héheren
Temperaturen (I>24°C) durch eine negativere Enthalpie der Bindung hervorgerufen, wihrend
ein groBerer Beitrag der Bindungsentropie bei niedrigeren Temperaturen die Interaktion
begiinstigt. Dieses Verhalten kann durch ein verindertes AC, der Komplexbildung in H,O und
D,O erklirt werden (AAC, 4120 0 =52,3 cal mol"' K. Eine vergleichbare kalorimetrische
Untersuchung der hFKBP12/FK506 bzw. Rapamycin-Interaktion zeigte, dass in diesen Fillen
AC, in D,O entweder nicht verindert (hFKBP12/FK506) oder aber weniger negativ als in H,O
war (hFKBP12/Rapamycin) [169]. Die Autoren erklirten die durch zwei verschiedene
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Losungsmittel  hervorgerufenen  Anderungen in  AH,,. mit bekannten negativen
Transferenthalpien von nichtpolaren Substanzen von H,O zu D,O. Diese miissen natiirlich auch
fir das hier beschtiebene hCyp18/CsA-System zutreffen, jedoch scheinen diese Effekte bei
héheren Temperaturen schwicher ausgeprigt zu sein, als die durch die an der Bindung beteiligten
D,O-Molkiile vermittelte Verstirkung der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Ligand und
Protein.

Mittels I'TC werden alle wihrend der Bindung auftretenden Wirmeaustausche beobachtet. Dazu
zihlen neben den direkt durch den Bindungsprozess ausgetauschten Warmemengen auch
sekundire Effekte wie die durch Protonierungs- und Deprotonierungsprozesse auftretenden
Tonisierungsenthalpien von Aminosidureseitenketten in der Bindungsschnittstelle zwischen Ligand
und Protein oder von Puffer-lonen. Die pH-Wert-Abhingigkeit der Assoziationskonstante lasst
sich durch die durch die Bindung hervorgerufene Anderung eines pKg-Wertes einer
Aminosaureseitenkette nach Gleichung 15 erkliren. Der pK¢-Wert im ungebundenen Zustand
wurde mit (pKg)~=5,7 bzw. im gebundenen Zustand mit (pKy),<4,5 bestimmt. Fin genauerer
Wert konnte nicht ermittelt werden, da bei niedrigeren pH-Werten das Protein zur Aggregation
neigte. Die Verinderung des pKg-Wertes wird vermutlich durch die Verstirkung des
hydrophoben Charakters der Bindetasche im CsA-gebundenen Zustand hervorgerufen. CsA
selbst besitzt keine protonierbaren Gruppen und kommt somit als Ursprung der pH-Wert-
Abhingigkeit der Assoziationskonstante nicht in Frage. Mittels Fluoreszenz- und NMR-
Spektroskopie durchgefithrte Titrationsexperimente unterstitzen diese Vermutung [170, 171].
Durch die Bestimmung der Enthalpie der CsA/hCypl8-Interaktion in Puffern mit
unterschiedlichen Ionisierungsenthalpien konnte nachgewiesen werden, dass bei pH 5,5 rund 0,5
Protonen pro CsA/hCypl8-Komplex freigesetzt werden. Bei pH 7,5 hingegen konnte keine
solche Protoneniibertragung nachgewiesen werden. Diese Beobachtung stimmt gut mit der
Verinderung eines pKg-Wertes im aktiven Zentrum des hCyp18 wihrend der Bindung tiberein,
denn der Protonierungsgrad dieser Seitenkette dndert sich nicht, wenn das Experiment bei
pH 7,5 durchgefihrt wird. Bei pH 5,5, also im Bereich des bestimmten pK-Wertes im
ungebundenen Zustand, ist ein Teil dieser Seitenkette protoniert. Wenn sich der pKs-Wert jedoch
durch die Interaktion bis auf unter 4,5 verschiebt, sollte sie wieder vollstindig deprotoniert
vorliegen. Damit ist eine Protonentibertragung vom Komplex zum Losungsmittel méglich. Da
bei pH 7,5 kein Protonentibergang nachgewiesen werden konnte, gilt nach Gleichung 16, dass

AH,.=AH Dabei setzt sich die Anderung der durch den Bindungsprozess freigesetzten

Bindung*
Enthalpie (AHy,,,,) aus der von Protonierungsvorgingen unbeeinflussten Enthalpieinderung
(AH’) und der durch die Protonierung von Aminosiureresten hervorgerufenen Anderung der

Enthalpie (AH,,,,,.) zusammen (Gleichung 18) [172].

Proto
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Gleichung 18 AH =AH'+n-AH

Bindung Proton

Aus Gleichung 16 und Gleichung 18 ergibt sich Gleichung 19:

Gleichung 19 AH - =AH'+n-(AH +AH,, )

Proton

Da bei pH7,5 kein Protontransfer messbar war und damit n=0 ist, ergibt sich
AH,(pH 7,5)=AH’. Unter der Annahme, dass AH’ pH-Wert-unabhingig ist, kann man die
durch den Protonierungsvorgang bei pH 5,5 auftretende Enthalpie nach Gleichung 20

berechnen:

AH ;. (pHS,5) - AH ;. (pH1.5) B

n

Gleichung 20 AH, . (pHS,5)= AH

lon.

Die Deprotonierung einer Seitenkette an der Bindungsschnittstelle zwischen hCyp18 und CsA
setzt bei pH 5,5 rund 4,3 kcal mol" frei, dies stimmt relativ gut mit der fiir Imidazolgruppen
bekannte Protonierungsenthalpie von 6,6 kcal mol” iiberein [173]. In unmittelbarer Umgebung
(3,3 A) des fiir die hochaffine Bindung des CsA notwendigen MeVall1-Restes befindet sich die
Seitenkette von H126 des hCyp18. Durch NMR-spektroskopische pH-Titrationen wurde bereits
nachgewiesen, dass diese Seitenkette eine pKy-Wertinderung von 6,5 auf < 4,5 wihrend der CsA-
Bindung erfihrt [171]. Die hier vorgestellten Untersuchungen lassen vermuten, dass die
Protonierung dieser Seitenkette zu der verminderten Affinitit des hCypl8 bei niedrigen
pH-Werten beitrigt. In Ubereinstimmung damit steht die Beobachtung, dass der Austausch
H126A zu einem stark reduzierten Protonentransfer zum Losungsmittel bei pH 5,5 fihrt. Damit
konnte nachgewiesen werden, dass H126 zu einem Grofteil fur die pH-Wert-Abhingigkeit der
hCyp18/CsA-Interaktion verantwortlich ist (AAGyrc rpeypis rizean=-2,5 keal mol ™). Die héhere
CsA-Affinitit der Variante HI120F zeigte (AAGyreyrnegpismige=-1,1 keal mol™), dass der
aromatische Charakter dieser Seitenkette fur die Bindungsaffinitit von gréf3erer Bedeutung ist als
deren Protonierbarkeit.

Die Untersuchung der Varianten R55A, Q63N, Q63E und F113A erfolgte in erster Linie, um die
strukturelle Integritit der Proteine zu uberprifen. Die fir alle Proteine erhaltenen
Stochiometriefaktoren von ca. 1 erlauben die Aussage, dass alle Varianten in einer nativen Form
vorliegen. Fur diese Varianten konnte festgestellt werden, dass die jeweiligen
Aminosiureaustausche die Affinitit zu CsA verringern (AAGipc rpegpisrssa=-1,7 keal mol”,
AAG ¢ wrneypis gen=- 1,4 keal mol”, AAG 16 wrneypis gesr=-3,3 keal mol ™,
AAGyrc wrneypis rr3a=-0,9 keal mol ). Die enzymologische Charakterisierung der Varianten R55A
und F113A durch Zydowsky e al lieferte zu den hier beschriebenen FErgebnissen
widerspriichliche Resultate. So wurde der K,-Wert fur die Variante F113A mit <10 uM und fur
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die R55A-Variante mit <10 nM mittels spektroskopischer Methoden ermittelt [57]. Der hier
mittels ITC bestimmte K-Wert fur die F113A-Variante lag bei 58 nM und fir die R55A-
Variante bei 0,2 uM. Obwohl der Rest F113 den Boden der CsA-Bindetasche des hCyp18 bildet,
sind die direkten Wechselwirkungen zum Ligand gering, nur ein Atom dieses Restes ist weniger
als 3,5 A vom CsA entfernt [152]. Weshalb die fluoreszenzspektroskopische Untersuchung dieser
Variante einen fast 200fach groBeren Wert ergab, ist nicht nachzuvollziehen. Ebenso
tberraschend ist die mittels Fluoreszenzspektroskopie ermittelte hohe Affinitit der R55A-
Variante zu CsA. Die Guanidiniumgruppe dieses Restes befindet sich in unmittelbarer Nihe zum
CsA und bildet eine Wasserstoffbriickenbindung mit diesem Liganden aus [152]. Die mittels I'TC
beobachtete verminderte CsA-Affinitit spiegelt den Verlust einer solchen Wechselwirkung wider.
Die Seitenkette des Restes Q63 bildet ebenfalls eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem
Liganden aus, durch den Austausch Q63N wird diese Wechselwirkung gestért. Die dhnlichen
thermodynamischen Parameter der Komplexbildung fiir beide Varianten deuten darauf hin, dass
die Interaktion zwischen beiden Resten fein abgestimmt ist. Bereits sehr geringfiigige
Verinderungen (der Variante Q63N fehlt nur eine Methylengruppe gegentber dem WT) fithren
zu deutlichen Effekten bei der Interaktion zwischen Ligand und Enzym. Die hier untersuchten
Varianten wurden in Kapitel 4.2.1.2 und 4.2.2.1 niher enzymkinetisch charakterisiert, der
Vergleich dieser Ergebnisse und deren Interpretation wird im Abschnitt 5.3.1 vorgenommen.

Durch die thermodynamische Untersuchung von Substrat/hCypl8-Interaktion und den
Vergleich dieser Daten mit denen der hCyp18/CsA-Interaktion ist es moglich, Riickschlisse auf
die allgemeinen Grundlagen der hCypl8/Ligand-Interaktion zu ziehen. Dabei muss zuerst
untersucht werden, ob die Auswertung von beiden Interaktionen nach dem gleichen
Bindungsmodell zuldssig ist. Zwei wesentliche Eigenschaften unterscheiden die Interaktion von
hCyp18 mit CsA von der mit einem Substratpeptid. Im Gegensatz zu CsA, welches zwar in
Lésung in verschiedenen Konformationen vorliegt, jedoch nur in der all-#7ans-Konformation in
hoher Affinitit von hCyp18 gebunden wird, ist von Substraten bekannt, dass beide Isomere (cis
und #rans) mit dhnlichen Affinititen von hCypl8 gebunden werden [66]. Die Affinitit des cs-
Isomers ist nur rund 4mal groBer als die des #ans-Isomers. Diese geringen Unterschiede liegen
bei den hier verwendeten Bedingungen (die eingesetzte Enzymkonzentration ist nur rund 10fach
hoher als der ermittelte K-Wert) unterhalb der Messgenauigkeit dieser Methode und kénnen
nicht nachgewiesen werden. Ein weiterer Unterschied ist die Umwandlung der ¢/ #rans-Isomere
ineinander, wihrend das Substrat am Enzym gebunden ist. Eine katalysierte Isomerisierung der
MeLeu9-MeLeulO Bindung wurde fir CsA nicht beobachtet. hCyp18 hat in katalytischen
Mengen keinen Einfluss auf das s/ #rans-Gleichgewicht des Substrates. Damit sollten die

kalorimetrisch messbaren Enzym/Substrat-Interaktionen auch nur durch die Bildung der beiden
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Michaelis-Menten-Komplexe zustande kommen. Durch NMR-spektroskopische Untersuchungen
konnten die Gleichgewichtskonstanten sowohl der «s- als auch der #ams-Konformation des
Substrates Suc-AFPF-pNA zu hCypl18 mit K| L=1510"M und K, mm:3,5-10’3 M bestimmt

werden [66]. Damit errechnet sich fiir beide Isomere ein AG(283,2 K)=-5,4 kcal mol" bzw.
AG

(283 K)=-4,6 kcal mol". Diese Werte stimmen mit dem hier bestimmten Parameter
AG1¢ i/man(283 K)=-4,6 keal mol” sehr gut iiberein. Die angefiihrten Griinde sprechen dafiir,
dass die Auswertung der Substrat/hCypl18-Titrationsdaten nach einem einfachen
Bindungsmodell moglich ist und die resultierenden Parameter den Bindungsprozess des
Substrates sowohl in der ws- als auch in der #ans-Konformation, zum Enzym charakterisieren.
Die ermittelten thermodynamischen Parameter konnen daher mit den fir die hCyp18/CsA-
Interaktion bestimmten Parametern verglichen werden.

Naturgemill unterscheidet sich die freie Enthalpie der Bindung zwischen Substraten und
Inhibitoren. Wihrend Substrate in ihrem Grundzustand nur mit geringer Affinitit gebunden
werden, zeichnen sich effektive Inhibitoren durch ihre hohe Bindungsaffinitit aus. Dies spiegelt
sich in einem AAGypc op sy arprpna(283 K) von rund 6 keal mol' wieder. Im Gegensatz zur
geringen Affinitit von Enzymen zum Grundzustand der Substrate evolvierte die Struktur des
aktiven Zentrums dergestalt, dass der Ubergangszustand der Reaktion mit maximaler Affinitit
gebunden wird. Die Dissoziationskonstante dieses Enzyms/Ubergangszustand-Komplexes (K )

nkat

kann nach Gleichung 21 abgeschitzt werden, wobei k. die Geschwindigkeitskonstante der
unkatalysierten Reaktion ist und k, /K, die Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung der
enzymkatalysierten Reaktion [174]. Die unkatalysierte Prolyl-Isomerisierung von Oligopeptiden
verliuft bei 10°C mit Geschwindigkeitskonstanten im Bereich von 107 s M, die k,, /K,-Werte

der hCyp18-katalysierten Reaktion liegen im Bereich von 10° bis 10’ M s .

k

unkat

Gleichung 21 K =
ko /K,

kat

M. Daraus lisst sich die freie

Damit ergibt sich fiir Ky ein Wert zwischen 107 und 10°
Enthalpie der Bindung AG,(283 K) mit rund -11 kcal mol" berechnen. Es bleibt anzumerken,
dass dieser Wert nicht die gesamte Bindungsaffinitit widerspiegelt, wenn die enzymatische
Reaktion durch Diffusionsprozesse limitiert ist [174]. Da dies fir hCyp18 der Fall ist (siche
4.2.1.2), kann angenommen werden, dass AG,y<-11 kcal mol" zutrifft. Interessanterweise zeigt
CsA eine dhnlich hohe Affinitit zu hCyp18: AG;(283 K) betrigt rund -10,4 kcal mol”, wie der
Ubergangszustand. Nach anfinglichen Spekulationen dariiber, ob CsA eine iibergangs-
zustandanaloge Verbindung darstellt [175, 1706], herrscht nach der Analyse der strukturellen

Daten fir Enzym/Substrat- und Enzym/CsA-Komplexe nun die Meinung vor, dass das nicht
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der Fall sein kann. Dies wurde hauptsichlich aus der entgegengesetzten Orientierung von CsA
und Substraten (im Sinne der Orientierung der Peptidbindung) im aktiven Zentrum geschlossen
[177].

Die im Abschnitt 4.1.1.4 beschriebene Beobachtung, dass sich die Bindungsenthalpien von CsA
und Suc-AFPF-pNA trotz der groBen Differenzen in AGy . nur unwesentlich unterscheiden
(AAH 5 e arpr pna (283 K)=-0,5 kcal mol "), rechtfertigt die Vermutung, dass die Interaktion von
hCyp18 mit beiden Molekilen trotz ihrer entgegengesetzten Orientierung im aktiven Zentrum
auf den gleichen intermolekularen Wechselwirkungen beruht. Die Analyse der vorhandenen
Kiristallstrukturen von hCyp18 im Komplex mit CsA und einer Variante des HIV-Hillproteins
(HIV-1 CA, wovon eine Form in der ¢s- und die andere in der #ans-Konformation gebunden ist)
unterstiitzen diese Interpretation. Auch die Enthalpie der Bindung des Hiillproteins zu hCyp18
simmt mit detjenigen der hCypl8/CsA-Interaktion gut Uberein, wie die kalorimetrische
Untersuchung dieser Wechselwirkung ergab [178].

Abbildung 25 zeigt einen Ausschnitt der Uberlagerung von funf Strukturen: CsA, cis- bzw. frans-
Isomer des HIV-1 Hiillproteins, sowie die Ubetlagerung von CsA mit Ala-DAla-Pro-pNA und
Ala-Pro (RCSB-Datenbankeintrag: 1CWA, IM9E, 1M9F, 1VBS und 2CYH). Es ist deutlich zu
erkennen, dass die cs- und #ans-Prolyl-Bindung der zwei HIV-Hullprotein-Varianten in einer
Ebene liegen und die Carbonylsauerstoffatome beider Bindungen sich genau gegentiberstehen
(w=180° und w=0°C). Der Carbonylsauerstoff des Restes MeValll des CsA-Molekiils steht
hingegen fast senkrecht zu dieser Ebene. Diese orthogonale Orientierung kann als eine im
Ubergangszustand fixierte Carbonylgruppe einer Peptidbindung des Substrats angesehen werden.
Eine solche Stellung des Carbonylsauerstoffs der ansonsten planaren Bindung ist nur deshalb
moglich, weil CsA in der entgegengesetzten Orientierung im Vergleich zu Substratmolekilen
gebunden wird. Diese Betrachtung steht in Ubereinstimmung mit Computersimulationen, durch
welche berechnet wurde, dass der Carbonylsauerstoff der Prolyl-Bindung im Ubergangszustand
durch eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem NH-Proton des Peptidriickgrates des Amino-
saurerestes 102 stabilisiert wird [58]. Diese spezielle Lage des Carbonylsauerstoffs ist nur fiir diese
Bindung zu beobachten. Alle weiteren Carbonylsauerstoffatome N- und C-terminal von dieser
Bindung weisen in allen drei Liganden eine sehr dhnliche rdumliche Orientierung auf und sind
deshalb auch in dhnliche Ligand/Enzym-Interaktionen einbezogen. Dies spiegelt sich auch in den
thermodynamischen Parametern wider. Der Unterschied in der freien Enthalpie der Bindung
zwischen CsA und Substrat riihrt fast ausschlie8lich von den jeweiligen entropischen Beitragen
der Bindungsreaktion her. Wihrend die Assoziation von CsA und hCyp18 bei 10°C entropisch
begiinstigt ist, ist die Substratassoziation entropisch ungunstig

(TAASCSA—Suc—AFPF—pNA = 5 33 kCﬂl mOl’ l) .
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Interessanterweise zeigen die als Inhibitoren beschriebenen Liganden Ala-DAla-Pro-Phe-pNA
und Ala-Pro eine zum CsA ihnliche orthogonale Orientierung der Carbonylgruppe der Prolyl-
Bindung auf, wie sie fir CsA beobachtet wurde (Abbildung 25). Diese Orientierung der
Carbonylgruppe bei ansonsten planarer Peptidbindung wird erreicht, weil sich der Pyrolidin-Ring
des Prolyl-Restes ebenfalls aus der fiir Substrate typischen Ebene herausdreht. Eine solche
Verdrehung ist nur moglich, da beide Liganden keine nativen Wechselwirkungen zwischen dem
Aminosiurerest in P1-Position und dem Enzym eingehen konnen. In Ubereinstimmung damit
zeigt die Struktur des hCypl8 im Komplex mit dem Tetrapeptid Ala-Ala-W[CS-N]-Pro-Phe-
pNA, in welchem nur der Sauerstoff der Peptidyl-Prolyl-Bindung durch Schwefel ersetzt wurde,
cine substratihnliche Stellung dieser Thioxo-Gruppe auf, obwohl dieses Peptid kein Substrat

darstellt.

Abbildung 25: Ausschnitte der Uberlagerungen von Strukturen des hCyp18 im Komplex mit
(A) CsA (gelb), ¢is-HIV 1-Hullprotein (hellblau) und #rans-HIV 1-Hullprotein (grin), (B) Ala-
DAla-Pro-Phe-pNA (gold) und (C) Ala-Pro (blau). Zur Uberlagerung wurden die
Kristallstrukturen der RCSB-Datenbank entnommen (lcwa, 1m9f, 1m9e,1vbs und 2cyh) und
die Ca-Atome der fiinf Proteine zur Deckung gebracht. Hs sind nur die Teile der Liganden
dargestellt, welche sich in unmittelbarer Nachbarschaft zu der zu isomerisierenden
Peptidbindung befinden.

Beide Reaktionen weisen unterschiedliche Anderungen der Wirmekapazitit auf, wobei die der
CsA-Komplexierung mit AC,=-435,8+7 calmol' K' deutlich niedriger ist als die der
Substratbindung (AC,=-259,8423 cal mol' K"). Dies kann unter anderem auf die N- und
C-terminalen polaren Reste des verwendeten Substratmolekils zuriickgefihrt werden. Diese
Beobachtungen begriinden die Vermutung, dass CsA im hCyp18-gebundenen Zustand sowohl
Eigenschaften eines Substrates im Grundzustand als auch einer Ubergangszustandanalogen

Verbindung aufweist.

5.2 Thermodynamische Charakterisierung der hPin1/Ac-Phe-
DThr(PO;H,)-Pip-Nal-GIn-NH,-Interaktion

Die molekularen Grundlagen der Interaktion zwischen PPlasen der Parvulin-Familie und

Liganden, die im aktiven Zentrum dieser PPlasen binden, sind bis heute nicht im Detail bekannt.
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Wie bereits in der Einleitung beschrieben, wurden die ersten Informationen iber das aktive
Zentrum aus der Kristallstruktur des hPinl im Komplex mit dem Dipeptid AP erhalten. Spiter
konnten durch NMR-spektroskopische Experimente an PinlAt und einem Substratmolekul
weitere Daten iber das aktive Zentrum dieser Enzyme gewonnen werden [87, 94]. Mit Hilfe der
hier durchgefithrten Untersuchungen sollen diese FErkenntnisse anhand der direkten
thermodynamischen Charakterisierung der hPinl/Ligand-Interaktion erweitert werden. Zu
diesem Zweck wurde ein Ligand benutzt, der im Gegensatz zu Substraten eine hohe Affinitit
zum Enzym aufweist, jedoch durch seine substratihnliche Struktur Riickschlisse auf die
Substrat/hPinl-Interaktion  etlaubt. Diesen Zweck erfillle der hochaffine Ligand
Ac-Phe-DThr(PO,H,)-Pip-Nal-Gln-NH,.

Im Gegensatz zur hCyp18/CsA-Interaktion, die bei 25°C ausschlieBlich aus der Anderung der
Enthalpie der Bindung resultiert, tragen zur hohen Affinitit zwischen hPinl und dem hier
untersuchten Liganden sowohl die Anderung der Enthalpie (AH;;-=-6,6 kcal mol™) als auch die
Anderung der Entropie (TAS;;(298 K)=3,6 kcal mol ) bei. Daraus ergibt sich eine Anderung der
freien Enthalpie der Bindung von AG(298 K)=-10,2 kcal mol"', und entsprechend eine
Assoziationskonstante von K,=3,0-10' M. Die Assoziationskonstante steigt mit sinkender
Temperatur auf K,=5,1-10" M"'=1/K,=20 nM (10°C) und stimmt damit relativ gut mit dem bei
dieser Temperatur durch kinetische Untersuchungen erhaltenen K-Wert von 40 nM iiberein
(Daten nicht gezeigt). Es kann deshalb geschlussfolgert werden, dass der untersuchte Ligand im
aktiven Zentrum des hPinl gebunden wird. Die Untersuchungen zeigten ebenfalls, dass der
Ligand ausschlief3lich an die PPIase-Domine des hPinl bindet, da die Stochiometrie der Bindung
unabhingig von der An- oder Abwesenheit der WW-Domine bei allen Experimenten nahe 1 lag.
Die einfachere Priparation von hPinl AWW, seine geringere Tendenz zu Aggregation und die
Moglichkeit, selbst eine schwache Interaktion des untersuchten Liganden mit der WW-Domaine
ausschliefen zu konnen, begriindeten die Entscheidung, die weiteren Experimente mit dieser
Variante durchzufthren. Zuvor wurde jedoch untersucht, ob die WW-Domine einen Einfluss
auf die Bindung des Liganden hat. Zu diesem Zweck wurden die thermodynamischen Parameter
tber einen Temperaturbereich von 5 bis 25°C ermittelt. Alle Parameter sind far hPinl und
hPinl AWW nahezu identisch. Daraus folgt, dass auch die resultierenden Anderungen der
Warmekapazititen fur beide untersuchten Proteine sehr dhnlich sind
(ACyp 1 pin-ACs 1o avw=-9 cal mol" K. Diese geringe Anderung ist ein Nachweis dafiir, dass die
Ligand/Enzym-Interaktion nicht wesentlich durch die WW-Domaine vermittelt wird und es auch
nicht zu einer detektierbaren Strukturinderung zwischen der PPlase-Domine und der WW-
Domine kommt. Wire dies der Fall, wirde man erwarten, dass sich die

16sungsmittelzuginglichen Oberflichenbereiche von hPinl und hPinl AWW unterschiedlich
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indern, was nach Gleichung 3, zu einem veridnderten AC, fihren musste. Der im Falle der
hPin1/Ac-Phe-DTht(PO;H,)-Pip-Nal-Gln-NH,-Interaktion beobachtete leicht negativere Wert
fir AC, im Vergleich zur hPinl AWW-Variante kénnte als Indiz dafiir gewertet werden, dass es
zu einer geringen Verringerung von nichtpolaren Oberflichenbereichen im hPinl wahrend der
Ligandbindung  kommt, welche wihrend der Ligandkomplexierung durch  die
hPinl AWWVariante nicht moglich ist. Die beobachtete Anderung von AC, liegt jedoch im
Fehlerbereich der hier dargelegten Daten und muss somit kritisch bewertet werden. Durch
NMR-spektroskopische Untersuchungen konnte bereits nachgewiesen werden, dass der Kontakt
zwischen beiden Dominen nur dullerst schwach ist und sich deshalb beide Dominen fast
unabhingig voneinander in Losung bewegen koénnen. Durch die Interaktion mit Substraten
verstarkt sich die durch hydrophobe Bereiche vermittelte schwache Wechselwirkung so weit, dass
sich beide Dominen wie ein Eindominenprotein in Losung verhalten [179].

Mit Hilfe von Gleichung 3 und Gleichung 4 kann unter Verwendung der Parameter AC, und
AH,;(25°C) die durch die Interaktion von hPinl und Ac-Phe-DThr(PO,H,)-Pip-Nal-Gln-NH,
hervorgerufene Verinderung der 16sungsmittelzuginglichen Oberfliche mit AASA_, =-550 A
und AASA

polar

anpolar— 040 A* errechnet werden. Wie schon die relativ geringe Anderung der
Wirmekapazitit von rund AC,=-148 cal mol' K' erwarten lieB, wird die Bindung zu fast
gleichen Teilen von polaren und nicht polaren Interaktionen hervorgerufen. Nimmt man an, dass
sich die berechneten Anderungen der wasserzuginglichen Oberflichen zu gleichen Teilen auf das
Protein und den Liganden aufteilen, kann errechet werden, dass an der Interaktion rund 7% der
Gesamtoberfliche (8600 A’, ermittelt aus der Rontgenkristallstruktur mit dem RCSB-
Datenbankeintrag 1PIN) oder 8,5% der Oberfliche der PPlase-Domine beteiligt sind (6900 A%,
ermittelt aus der Rontgenkristallstruktur mit dem RCSB-Datenbankeintrag 1PIN, in welcher die
ersten 39 Aminosdurereste verworfen wurden). Inwiefern diese Werte die tatsichlichen
strukturellen Prozesse im hPinl/Ac-Phe-DTht(PO,H,)-Pip-Nal-Gln-NH,-Komplex beschreiben,
kann nur mittels Strukturanalyse tiberprift werden.

Weiterfihrende kalorimetrische Messungen bestitigten jedoch die Vermutung, dass polare
Bereiche des Enzyms entscheidend an dem Bindungsprozess beteiligt sind. So konnte durch die
Variation der Ionenstitke des Messansatzes nachgewiesen werden, dass ionische
Wechselwirkungen wesentlich zur Affinitit des Liganden beitragen. Der Zusatz von 250 mM
NaCl verringerte K, 26fach, wobei der beobachtete Effekt ausschlieBlich durch den weniger
negativen enthalpischen Beitrag zur Bindung hervorgerufen wurde.

Die durch die erhohte Ionenstirke verminderte Bindungsaffinitat ist dabei stark abhingig von der
Art des eingesetzten Anions. So wurde durch den Zusatz eines Gemisches aus NaH,PO, und

Na,HPO, (10 mM Gesamtkonzentration) eine 28fache Erniedrigung von K, beobachtet. Dabei
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ist die mit der geringeren Affinitit verbundene positivere Anderung der Bindungsenthalpie noch
stirker als bei den Messungen mit NaCl ausgeprigt, diese werden jedoch zum Teil von einer
ebenfalls positiveren Anderung der Bindungsentropie kompensiert. Die verringerte Anderung der
Bindungsenthalpie kann unter den hier beschrieben Bedingungen durch eine direkte Interaktion
der zugesetzten Phosphat-Ionen mit den basischen Aminosaureresten, welche an den ionischen
Wechselwirkungen zwischen Ligand und Protein beteiligt sind, erklirt werden. Im Unterschied zu
Losungen mit niedriger Ionenstirke bilden diese Aminosdurereste schon vor der Interaktion mit
dem Liganden ionische Wechselwirkungen mit den zugesetzten Phosphat-lonen aus. Die
Interaktion mit dem Liganden ersetzt diese spiter nur, wodurch ein Teil der Enthalpie der
Bindung und damit der freien Enthalpie fir die Bindung ,,verloren® geht.

Es ist bekannt, dass hPinl in der Lage ist, mit Phosphat- und Sulfat-Ionen direkt zu interagieren
[87, 93]; wobei Dissoziationskonstanten von 2 mM bzw. 0,4 mM gemessen wurden. Behandelt
man die wihrend der hier beschriebenen Titrationsexperimente anwesenden Phosphat-Ionen als
kompetierende Liganden, erhilt man fir diese eine Dissoziationskonstante von rund 0,5 mM. Im
Gegensatz zu der unspezifischen Interaktion der Chlorid-Ionen wechselwirken Phosphat-lonen
spezifisch mit dem aktiven Zentrum des Enzyms. Die Kiristallstruktur von hPinl (Index der
RCSB-Datenbankeintrag: 1PIN) weist ein Sulfat-Ion auf, welches sich in direkter Nihe zum
aktiven Zentrum des Enzyms befindet [87]. In Nachbarschaft zu diesem Sulfat-Ion befinden sich
drei positiv geladene Reste (K63, R68 und R69), die an dessen Bindung beteiligt sind. Durch
NMR-spektroskopische Untersuchungen konnten weitere Seitenketten identifiziert werden,
welche durch die Bindung des Sulfat-Ions beeinflusst werden. So zeigten die Reste W73 und
S114 eine reduzierte Flexibilitat im sulfatgebundenen Zustand [93].

Die Bindung ecines Phosphat-lTons an dieser Position wiirde somit die mit einer solchen
Interaktion verbundenen entropischen Effekte, wie z.B. den Verlust der Rotationfreiheitsgrade
dieser Seitenketten und ihre eingeschrinkte Flexibilitit, bereits vor der mittels I'TC messbaren
Ligandenbindung realisieren. Dies kénnte die kompensierenden entropischen Effekte erkliren,
die bei der Anwesenheit von Phosphat-Ionen wihrend der Ac-Phe-DThr(PO;H,)-Pip-Nal-Gln-
NH,/hPinl-Interaktion beobachtet wutrden. Dass ionische Wechselwirkungen auch an der
Substratbindung des hPinl beteiligt sind, stimmt mit den Beobachtungen tberein, dass die
PPIase-Aktivitit von hPinl gegentber negativ geladenen Substraten stark von der Ionenstirke
der Losung abhingt. Hohe Konzentrationen an Na,HPO,, NaCl und KCI inhibieren dessen
Aktivitit deutlich [29, 87].

Des  Weiteren wurden  Unterschiede in  der ILage einer Schleifenregion in
Rontgenkristallstrukturen von hPinl in An- und Abwesenheit von Sulfat-Ionen beobachtet.

Diese Unterschiede gaben Anlass zu der Vermutung, dass die Substratbindung von hPinl zu
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einer strukturellen Anderung im Protein fiihrt [90]. Dabei sollte sich bei einer Substratinteraktion,
oder auch schon dutch die Bindung von Phosphat- oder Sulfationen, die ,,1/a1-Schleife” uber
der Substratbindetasche schlieBen. Da eine strukturelle Anderung auch eine Verinderung der
wasserzuginglichen Oberfliche zur Folge hitte (AASA,,=-535 A? AASA,,,, =446 A?
berechnet aus den PPlase-Domainen der Strukturen mit bzw. ohne gebundenem Sulfation), sollte
auch AC, bei der Ligandbindung beeinflusst werden. Berechnet man AC, fiir die beschriebene
Konformationsinderung und ldsst die Bindung eines Liganden dabei unbeachtet, erhilt man
einen Wert von -125 cal mol’ K. Dieser Wert wiirde bereits knapp 90% der durch die
Ligand/hPin1 AWW-Interaktion erhaltenen Anderung der Wirmekapazitit
(AC,=-139 cal mol" K) entsprechen. Da die Bindung des Liganden selbst jedoch ebenfalls eine
Anderung der losungsmittelzuginglichen Oberfliche zu Folge hat, scheint eine solche
Konformationsinderung unwahrscheinlich.

Zur niheren Beleuchtung dieses Problems wurde AC, in An- und Abwesenheit von Phosphat-
Tonen bestimmt. Falls die Interaktion von Phosphat- oder Sulfat-Ionen eine Strukturinderung im
Protein  induziert, mussen  sich  in  beiden  Versuchsreihen  unterschiedliche
Temperaturabhingigkeiten von AH,; bestimmen lassen. Dies ist nicht der Fall, AC, bleibt in An-
und Abwesenheit von Phosphat-Ionen annihernd unverindert
(ACH-AC; pyogpha=-10 cal mol"' K. Diese Ergebnisse stimmen mit NMR-spektroskopischen
Untersuchungen Uberein, durch welche ebenfalls keine substratinduzierten
Konformationsinderungen in der PPIase-Domine des hPinl nachwiesen werden konnten [93].
Die durch die Anwesenheit von Phosphat-lonen beobachtete starke Erniedrigung der
Ligandaffinitit ldsst weiterhin vermuten, dass die phosphorylierte Seitenkette des ILiganden
entscheidend zur hochaffinen Bindung beitrigt. Ahnlich wie es fiir die PPlase-Aktivitit des
hPinl beschrieben wurde, zeigt auch die Bindungsaffinitit des hier untersuchten Liganden eine
starke pH-Wert-Abhingigkeit. So erniedrigt sich AGy. von pH 8,0 zu pH5,5 um rund
1 kcal mol” was zu einer rund 6fach niedrigeren Bindungsaffinitit fiihrt.. Dies deutet darauf hin,
dass die Bindung durch die dianionische Form des Phosphat-Restes der DThr-Seitenkette am
besten vermittelt wird. Eine sehr dhnliche pH-Wert-Abhingigkeit wurde fiir die PPIase-Aktivitit
des hPinl gegeniiber phosphorylierten Substraten beobachtet [29]. Dabei verringerte sich die
Aktivitit des Enzyms von pH 7,5 auf pH 5,5 um rund Faktor 4. Bei der hier beobachteten pH-
Wert-Abhingigkeit reduzierte sich die Assoziationskonstante im gleichen pH-Wert-Bereich um
Faktor 5. Anscheinend kommt die reduzierte Aktivitit bei sauren pH-Werten zum Teil durch die
schwichere Bindung des untersuchten Substrates zustande. Es ist jedoch schwierig, die
Ergebnisse aus kinetischen und Titrationsexperimenten direkt zu vergleichen, da bei der

Aktivitdtsbestimmung nur die pH-Wert-Abhingigkeit der k, /K, -Werte bestimmt wurde [29].
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Um das erhaltene pH-Profil der Ac-Phe-DTht(PO;H,)-Pip-Nal-Gln-NH,/hPin1-Interaktion
quantitativ beschreiben zu kénnen, wurde ein Modell verwendet, welches die Protonierung
sowohl einer Aminosaureseitenkette des Proteins als auch des Liganden bertcksichtigte. Ein
einfacheres Modell, welches z.B. fur die hCyp18/CsA-Interaktion verwendet wutrde, war nicht in
der Lage, die gemessenen Daten, insbesondere im basischen Bereich, zu beschreiben. Dabei
wurde angenommen, dass sich die pK-Werte der entsprechenden Seitenketten im freien Zustand
und im Komplex unterscheiden kénnen. Der resultierende pKg-Wert im sauren Bereich stimmt
gut mit den aus der Literatur bekannten pKg-Werten von phosphorylierten Threonin- und
Serinseitenketten tiberein [29, 176, 180, 181]. Die Verschiebung dieses pK¢-Wertes von 6,4 im
freiem nach 5,1 im gebundenen Zustand kann dabei durch die Wechselwirkung mit positiv
geladenen Aminosidureseitenketten des aktiven Zentrums von hPinl, wie z.B. K63, R68 und R69,
erklirt werden. Ein solcher Effekt wurde fir andere Peptid/Protein-Interaktionen bereits
beschrieben. So wurde fiir den pKy-Wert eines Phosphatrestes von Phosphotyrosin (in der
Peptidsequenz Ac-PQ(pY)EEIPI-NH,) eine Anderung von 1,8 pKs-Einheiten bei der Bindung
an die SH2-Domine beobachtet [182].

Die Untersuchung der zwei hPinl-Varianten hPinl R68A und hPinl R69A bestitigte die
Vermutung, dass diese Aminoséurereste an der ionischen Wechselwirkung mit dem Phosphatrest
des Liganden beteiligt sind. Der Austausch R68A verringert den Betrag von AG. um rund
1 kcal mol™. Dies entspricht etwa der Verringerung der Bindungsaffinitit des Liganden im sauren
pH-Wert-Bereich. Dieser Effekt wird ausschlieBlich durch Verringerung des Betrages von TAS,
vermittelt. Fir eine direkte ionische Wechselwirkung mit dem Liganden spricht die geringe
Entfernung (2-3 A) der Guanidiniumgruppe dieses Restes zu dem bereits beschriebenen Sulfat-
Ton in der Rontgenkristallstruktur des Komplexes hPinl/AP. Eine doppelt so grofle
Verringerung des Betrags von AG. (2 kcal mol') hat der Austausch R69A zur Folge. Die
schwichere Bindung wird in diesem Fall sowohl durch eine Verringerung des Betrages von AH,
(um 1,4 kcal mol™) als auch von TAS, (um 0,6 kcal mol ") vermittelt. Dies ist iiberraschend, da
im Gegensatz zu R68 die Guanidiniumgruppe dieses Restes weiter vom Sulfat-Ion der
Roéntgenkristallstruktur entfernt ist (4-5 A) und keine direkten polaren Kontakte mit diesem Ton
besitzt. Die Guanidiniumgruppe bildet aber eine Wasserstoffbriickenbindung zu einem
Wassermolektl aus, welches seinerseits wiederum mit anderen Aminosiureresten des Proteins
interagiert. Eventuell ist dieser Rest notwendig, um die ,,31/a1-Schleife” fur die Ausbildung der
maximalen Ligand/Protein-Affinitit zu positionieren.

Das hier beschriebene Verhalten der zwei hPinl-Varianten korreliert ebenfalls mit den in der
Literatur dargelegten Daten zur PPlase-Aktivitit der Varianten hPinl R68L und hPinl R69L
[91]. So reduzierte der Austausch R68L die PPlase-Aktivitit um Faktor 2,2. Dies steht in guter

86



Auswertung und Diskussion

Ubereinstimmung mit der hier beschriebenen Verminderung der Affinitit des Liganden um
Faktor 3,5 zur Variante hPinl R68A. Die wesentlich stirkere Reduzierung der PPlase-Aktivitat
der Variante ROIL (1,2% Restaktivitit) korreliert ebenfalls mit einer deutlich schwicheren
Affinitit des Liganden zu hPinl R69A (3,5% der Affinitit bleiben erhalten). Dieses Verhalten
zeigt deutlich, dass die hier untersuchte Ligand/Enzym-Interaktion wesentliche Aspekte der
Enzym/Substrat-Wechselwirkung widerspiegelt.

Durch die nihere Untersuchung der Ac-Phe-DTht(PO;H,)-Pip-Nal-Gln-NH,/hPin1-Interaktion
bei pH 5,5 und 7,8 in Puffern mit unterschiedlicher Ionisierungsenthalpie konnte nachgewiesen
werden, dass die Wechselwirkung zwischen Ligand und Protein bei pH 5,5 zu einer Freisetzung
von 0,77 Protonen pro Komplex fuhrt (n=-0,77), wogegen kein Protonentransfer zum
Losungsmittel bei pH 7,8 erfolgte (n=0). Mit Hilfe der bereits im vorigen Abschnitt (Seite 77)
angestellten Uberlegungen ergibt sich unter der Voraussetzung, dass bei pH 7,8 kein

Protonentransfer stattfindet, aus Gleichung 19:

AH ;7 (pH5,5) — AH ;; (PHT.8)

n

AH

Gleichung 22 AH, . (pHS,5) =

lon.

Durch Einsetzen von n=-0,77, den Bindungsenthalpien fir AH,.-(pH 5,5), AH;-(pH 7,8) und

den entsprechenden lonisierungsenthalpien AH, , kann eine durch die Deprotonierung einer

Ton.
Aminosiureseitenkette ausgetauschte durchschnittliche Wirmemenge von rund -0,04 kcal mol”
errechnet werden. Dieses Ergebnis unterstiitzt die Vermutung, dass die Phosphatgruppe des
DThr-Restes des Liganden der Ursprung des sauren pKg-Wertes ist, da Phosphat-Ionen nur eine

sehr geringe Tonisierungsenthalpie (AH,,, =0,8 kcal mol") aufweisen [183].

Ton.
Der zweite durch die Anpassung des Modells an die experimentellen Daten erhaltene pKg-Wert
liegt im basischen Bereich und zeigt eine deutliche Verdnderung von (pK));, 10,6 zu >14. Die
Bestimmtheit dieser Parameter ist durch die fehlenden Messwerte oberhalb pH 9,5 gering und
eine Interpretation deshalb schwierig. Die hier vorliegenden Ergebnisse erlauben es nicht, diesen
pKs-Wert einer spezifischen Aminosiureseitenkette zuzuordnen. Der relative hohe pKg-Wert im
ungebundenen Zustand list jedoch vermuten, dass es sich hierbei um einen Cysteinyl-Rest (die
Thiolgruppe besitzt pKi-Werte im Bereich von 8 bis 11), einen Lysyl-Rest (die e-Aminogruppe
zeigt pKs-Werte um 10) oder einen Tyrosyl-Rest (die OH-Gruppe zeigt pKs-Werte zwischen 9
und 12) handelt [184]. Die Rontgenkristallstruktur von hPinl im Komplex mit dem Dipeptid AP
erlaubt es, solche Aminosiurereste zu identifizieren. Die einzigen Aminosiurereste mit pKg-
Werten dieser GroBlenordnung, der korrekten rdumlichen Orientierung der Seitenketten und
raumlicher Nihe zu aktiven Zentrum sind die Reste K63 und C113. Von diesen beiden Resten

wechselwirkt die e-Aminogruppe des Restes K63 direkt mit dem in der Rontgenkristallstruktur

beschriebenen Sulfat-Ion. Anderetseits wurde fur die Seitenkette des C113 berichtet, dass sie
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durch die Wechselwirkung von hPinl mit Sulfat-Ionen eine Verschiebung des pK¢-Wertes in den
basischen Bereich erfihrt [93]. Eine abschlieBende Interpretation ist nach dem Stand der
Untersuchungen nicht moglich.

Die Anzahl der kalorimetrischen Untersuchungen zur Interaktion von Oligopeptiden mit
phosphorylierten Seitenketten mit Proteinen bzw. Proteindominen hat in den letzten Jahren
stetig zugenommen. Das vermehrte wissenschaftliche Interesse ist dabei auf der herausragenden
Bedeutung solcher Interaktionen fiir das Verstindnis von Signaltransduktionsprozessen
begriindet. Besonderes detailliert sind die Wechselwirkungen zwischen phosphorylierten Peptiden
und verschiedenen SH2-Dominen untersucht [185-193]. Ein Vergleich der beschriebenen
thermodynamischen Parameter mit den in dieser Arbeit erhaltenen Daten zeigt, dass die
Assoziation in den meisten Fallen durch dhnliche Parameter charakterisiert ist. So lag die durch
die Bindung von phosphorylierten Oligopeptiden an verschiedene SH2-Dominen
hervorgerufene Anderung der Wirmekapazitit zwischen -120 und -217 cal mol 'K [185, 191,
192]. Die freie Enthalpie der Bindung war in allen Fillen fast vollstindig durch die Anderung der
Enthalpie der Bindung bestimmt, in vielen Fillen lag sie zwischen rund 7 kcal mol' und
5 kcal mol [185, 187, 191, 192]. Die hohere Affinitit des hier untersuchten Phosphopeptides zur
PPIlase-Domine von hPinl, im Vergleich zu den bereits in der Literatur beschriebenen
Wechselwirkungen zwischen Phosphopeptiden mit verschiedenen SH2-Dominen, liegt in der
stabilisierenden Wirkung der Anderung der Entropie begriindet. Dieser stabilisierende Effekt
wird vermutlich durch die nichtpolaren Seitenketten der nichtproteinogenen Aminosiurereste des
hier charakterisierten Liganden vermittelt.

Die thermodynamischen Resultate der Titration des Substrates Ac-AA(p)SPR-pNA mit hPinl
verdeutlichen, dass die Interaktion zwischen einem Substrat und hPinl sowie dem oben
beschriebenen Liganden und hPinl auf dhnlichen Prinzipien beruht. Unter den im
vorangegangenen Kapitel beschriebenen Annahmen kénnen die aus den ITC-Experimenten
erhaltenen Daten fiir die Interaktion von Substraten mit denen von Liganden verglichen werden.
Obwohl sich der Betrag der freien Enthalpie der Bindung AGy;. von Substrat und Ligand um
mehr als 5 kcal mol” unterscheidet, ist der enthalpische Beitrag fiir beide Interaktionen fast gleich
groB3 (AH ;e rigunaAHirc supsn=-0,4 keal mol™). Besonders bemerkenswert ist dies, wenn man
bedenkt, dass der untersuchte Ligand im Gegensatz zum Substrat in Position P1 einen
Aminosaurerest der D-Konfiguration aufweist und der fiinfgliedrige Ring des Prolyl-Restes gegen
einen sechsgliedrigen Ring ausgetauscht wurde. Der grof3e Unterschied in der Bindungsaffinitat
erwichst aus dem entropischen Beitrag zur Bindung. Die Interaktion des Liganden mit hPinl ist
bei 20°C entropisch begiinstigt (TAS;;-=3,7 kcal mol"), wihrend die Substratinteraktion nicht

begiinstigt ist (TAS;-=-1,1 kcal mol"). Die Substrat- bzw. CsA/hCyp18-Interaktion weist ein
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dhnliches thermodynamisches Verhalten auf und ldsst somit auf grundlegende Gemeinsamkeiten
bei der Substratbindung von beiden Enzymen schlieBen. Leider konnten aufgrund der nur in
geringen Mengen zu Verfiigung stehenden Substratmengen keine weiteren Untersuchungen zur
Substratbindung durchgefiihrt werden. Besonders die Temperaturabhingigkeit von AH;. scheint

in diesem Zusammenhang von besonderem Interesse zu sein.

5.3 Kinetische Untersuchungen zu PPIasen

5.3.1 Die thermodynamischen und kinetischen Parameter der hCyp18-Varianten

Bevor die Ergebnisse der viskosititsabhingigen Messungen niher betrachtet werden, soll an
dieser Stelle auf die erhaltenen PPlase-Aktivititen der untersuchten hCypl8-Varianten
eingegangen werden. Wie bereits in der Einleitung (Tabelle 7-4) beschrieben, wurden einige
Enzymvarianten mit Aminosdureaustauschen im aktiven Zentrums auf ihre Enzymaktivitit
untersucht, um Ruckschlisse auf den Katalysemechanismus zu erlangen. In Abschnitt 4.2.1.2
wurden die Auswirkungen des Austausches von vier Aminosaureseitenketten des aktiven
Zentrums von hCypl8 (R55, Q63, F113 und H126) auf die Enzymaktivitit bestimmt.
Enzymkinetische Untersuchungen an hCyp18-Varianten der Reste R55, F113 und H126 wurden
in der Literatur beschrieben [57].

Obwohl die in dieser Arbeit ermittelte Aktivitit des hCyp18 nur geringfligic von den in der
Literatur beschriebenen Werten abweicht, unterschieden sich die Restaktivititen der Varianten
hCyp18 R55A (<0,04%) und hCypl18 F113A (<0,02%) zum Teil deutlich von den bereits
publizierten Ergebnissen (hCyp18 R55A, 0,1% und hCyp18 F113A, 3% Restaktivitit). Es zeigte
sich, dass die Enzymlosungen eine Verunreinigung mit dem hochaktiven E. co/i CypA enthielten,
welche in den hier verwendeten Losungen bis zu 88% der Gesamtaktivitit ausmachte. Die
dhnlichen proteinchemischen Eigenschaften von hCypl8 und E. w/i CypA machten eine
vollstindige Trennung der Proteine unméglich. Die Verunreinigung ist nur bei Untersuchungen
von inaktiveren Varianten von Bedeutung, da zur Bestimmung der kinetischen Konstanten hohe
Proteinkonzentrationen eingesetzt werden mussen. Varianten mit Restaktivititen tber 1%
(hCyp18 H126A und hCypl8 H126F) werden nicht beeinflusst. Die Méglichkeit, dass die in
dieser Arbeit beschriebenen niedrigeren Aktivititen der hCypl18-Varianten durch die
Verwendung von teilweise denaturierten Proteinen zustande kam, kann anhand der mittels ITC
gemessenen Stochiometrie der CsA-Bindung von nahe 1 ausgeschlossen werden.

Die Beobachtung, dass die Interaktion von CsA mit hCypl8 sowohl Aspekte der
Substratbindung im Grundzustand als auch einige Eigenschaften einer tibergangszustandanalogen
Verbindung widerspiegelt, gab Anlass dazu, die Effekte der Varianten auf die CsA-Affinitit und
die enzymatische Aktivitit zu vergleichen. Alle untersuchten Varianten zeigten einen stirkeren

Einfluss auf die Aktivitit von hCypl8 als auf die Affinitit zu CsA. Dabei reduzierten die
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Austausche R55A, Q63N und F113A die PPlase-Aktivitit um fast vier Gréenordnungen,
wihrend die Affinitit zu CsA nur um eine GréBlenordnung verringert wurde. Die Reste R55 und
Q063 bilden vergleichbare Wasserstoffbriickenbindungen sowohl zu CsA als auch zum Substrat
aus. Beide Reste bilden zusitzlich eine Wasserstoffbriickenbindung untereinander aus, sodass der
Austausch eines Restes sehr wahrscheinlich die Interaktionen des anderen beeinflusst. Die
beobachteten Unterschiede in Inhibitoraffinitit und Enzymaktivitit lassen sich somit nicht durch
diese Interaktionen allein erkldren. Sie zeigen, dass diese Seitenketten auf eine spezifische Weise
in den Katalysemechanismus des hCyp18 eingtreifen miussen, die sich nicht in der hCyp18/CsA-
Interaktion widerspiegelt. Dabei scheinen Katalysemechanismen unrealistisch die ausschlieflich
die Guanidiniumgruppe des Restes R55 in den Mittelpunkt stellen, da der Austausch des Restes
Q063 die Enzymaktivitit gleichermal3en reduziert.

Die unterschiedlichen Effekte des Austausches F113A auf Affinitit und Aktivitit lassen sich
durch die Stérung der unpolaren Prolyl-Bindetasche erkliren. Die Wechselwirkungen zwischen
der aromatischen Seitenkette und dem Prolyl-Rest des Substrates bzw. der Isopropyl-Seitenkette
des MeValll-Restes des CsA werden durch den Austausch F113A unterschiedlich beeinflusst.
Ausgehend von der hCyp18-Struktur kann man abschitzen, dass der Prolyl-Ring des Substrates
fiur direkte Wechselwirkungen zu weit von der Methylgruppe des Alanyl-Restes der Variante
entfernt ist (4,7 A). Das Kohlenstoffatom einer der y-Methylgruppen des Methylvalins 11 des
CsA befindet sich im Gegensatz dazu in direkter Nachbarschaft zum Alanyl-Rest dieser Variante
(3,88 A). Des Weiteren scheint die volumingse Seitenkette des F113 notwendig zu sein, um den
benachbarten Rest LL122 in der korrekten Orientierung zum Prolyl-Rest des Substrates zu
positionieren.

Die Austausche H126F, H126A und QG63E resultierten in vergleichbaren relativen Anderungen
der PPlase-Aktivitit und der CsA-Affinitit. Die hydrophoben Eigenschaften der aromatischen
Seitenkette des H126 sind sowohl fiir die CsA-Interaktion als auch fur die Wechselwirkung mit
dem Substrat von Bedeutung. Die 10fach stirkere Abschwichung der Affinitit zu CsA und der
PPlase-Aktivitit, welche fir die H126A gegeniiber der H126F-Variante beobachtet wurde,
bestitigt diese Interpretation. Wie im Abschnitt 5.1 diskutiert wurde, ist diese Seitenkette fir die
pH-Wert-Abhingigkeit der CsA-Bindung verantwortlich. Damit wird klar, dass die hydrophoben
Eigenschaften dieser Seitenkette nicht ausreichen, um das gesamte Spektrum an
Wechselwirkungen zwischen H126 und einem Liganden zu erkliren, wie es von Ke ¢ al.
vorgeschlagen wurde [40]. Im Gegensatz dazu konnte durch die Untersuchung der pH-Wert-
Abhingigkeit der PPlase-Aktivitit keine Verdnderung des pH-Profils durch diesen Austausch

festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Das lisst darauf schlieBen, dass die Funktion der H126-
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Imidazolgruppe als Wasserstoffbriickendonator und -akzeptor fiir den Katalysemechanismus von
hCyp18 keine wesentliche Bedeutung hat.

Die drastischen Effekte, die durch die Variante Q63E sowohl auf die CsA-Affinitit als auch auf
die PPlase-Aktivitit vermittelt werden, sind auf die zusitzliche negative Ladung im aktiven
Zentrum des hCyp18 zurtickzufiihren. Die im Vergleich zu den anderen Varianten ungewchnlich
groBe Anderung der Bindungsenthalpie und -entropie (AAH wineypisqesn—- 11 keal mol”,
A(TAS) 1 wrneypis qose =854 keal mol ") lisst auf schwerwiegende Anderungen der Interaktionen
zwischen Ligand und Protein schlieBen. Diese kénnen z.B. durch konformationelle Anderungen
der an der Bindung beteiligten Seitenketten und/oder der Losungsmittelstruktur im aktiven
Zentrum von hCypl8 hervorgerufen werden. Eine Interpretation dieser Effekte aufgrund der

bekannten hCyp18-Strukturen ist deshalb nicht méglich.

5.3.2 Viskosititseffekte auf die PPIase-Aktivitiat

Viskosititsabhingige Enzymaktivititen werden immer dann beobachtet, wenn die Reaktion
diffusionskontrolliert ablduft oder Konformationsinderungen im Enzym wihrend der Katalyse
stattfinden [184]. Eine enzymatische Reaktion wird als diffusionskontrolliert bezeichnet, wenn
entweder die Enzym/Substratassoziation oder die Enzym/Produktfreisetzung langsamer
ablaufen als alle vom Enzym katalysierten Schritte der Substrat/Produktumwandlung. Die
Geschwindigkeit, mit welcher Substrat und Enzym assoziieren kénnen, wurde durch Alberty und
Hammes mit Werten zwischen 10° und 10" M s" berechnet [194]. Die meisten experimentell
ermittelten Geschwindigkeitskonstanten fiir solche Reaktionen sind zwei Groflenordnungen
kleiner und liegen im Bereich von 10° bis 10° M s [184]. Sie kénnen jedoch, falls die sterischen
und geometrischen Anforderungen der Wechselwitkung hoch sind, wie es zB. fir
Protein/Protein-Interaktionen beschrieben wurde, auch nur 10°M's" betragen [184]. Die
ki /Ky-Werte von Enzymen gelten als unteres Limit fur die Geschwindigkeit der

Substrat/Enzymassoziation. Effiziente Enzyme mit k,, /K, -Werten groBer 10° M s, oder fiir

Enzyme, welche Proteinsubstrate umsetzen, mit groB3er 10*M's', koénnen somit durch
Diffusionsprozesse in ihrer Aktivitit limitiert sein. Die im Abschnitt 4.2.1 untersuchten Enzyme
hCyp18, hPinl, hFKBP12 und E. /i Par10 weisen Enzymaktivititen dieser Gro3enordnung auf,
wenn als Substrate Oligopeptide verwendet werden.

Die Geschwindigkeit der Dissoziation des Enzym/Produktkomplexes ist ublicherweise deutlich
kleiner als das Diffusionslimit. Diese Beobachtung resultiert aus dem Fakt, dass fur die
Dissoziation im Prinzip die Krifte iberwunden werden missen, welche zur Bildung des
Komplexes fihrten. Der Fall, dass die Produktfreisetzung der geschwindigkeitsbestimmende

Schritt der Katalyse ist, tritt daher meist dann auf, wenn dieser Schritt mit konformationellen

Anderungen im Enzym einhergeht. Dass eine strukturelle Anderung im Enzym der
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geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion ist, wurde z.B. fiir Triosephosphatisomerase
nachgewiesen [195]. Diese Effekte wirken sich nur bei Substratsittigung (k,,) auf des Enzym aus
[184].

Da die Geschwindigkeit, mit der Molekile in Losung diffundieren, invers proportional zur
Viskositit der Losung ist, kann mit Hilfe von viskositatsabhingigen Aktivititsmessungen auf eine

eventuelle Diffusionskontrolle der Katalyse der untersuchten Enzyme geschlossen werden.

5.3.2.1 Viskosititseffekte auf die Aktivitit von hCyp18

Die enzymatische Aktivitit von hCypl8 sinkt linear mit zunehmender Viskositit des
Messansatzes, wenn Rohrzucker oder Glycerol als Viskosogene verwendet wurden. PVP360
beeinflusst die Enzymaktivitit hingegen nicht. Dabei spielte es keine Rolle, ob zur Untersuchung
der PPlase-Aktivitit das Substrat Suc-AAPF-pNA (k,, /K,=1,510"M"s"), Suc-AFPF-pNA
(k../K\=6-10° M s™) oder Suc-AAPF-DFA (k,,/K,,=6,5-10° M s") verwendet wurden. Trotz
der unterschiedlichen k., /K,-Werte des hCypl8 fiir diese Substrate wurde die gleiche
Viskosititsabhingigkeit bestimmt. Aus den Ergebnissen konnte geschlussfolgert werden, dass die
Katalyse dieser Reaktionen zu rund 90% von der Viskositit des Losungsmittels abhing. Die
Katalyse der Umsetzung des Substrats Suc-AWPF-pNA (k,, /K,=2,2-10° M" s) hing noch zu
50% von der Viskositit ab. Wie ist es moglich, dass die hCyp18-Katalyse in vergleichbarem Maf3e
fir Reaktionen mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten diffusionskontrolliert abliuft? Die
Hiufigkeit, mit der Substrat und Enzym in der Losung aufeinander treffen, um einen
Enzym/Substratkomplex zu bilden, hingt neben der Viskositit der Losung, sterischen Faktoren
wie Substrat- und Enzymform und GroBe auch von elektrostatischen Wechselwirkungen
zwischen Enzym und Substrat ab [184]. Die hier untersuchten Substrate unterscheiden sich
sowohl in ihrem Molekulargewicht als auch in ihren hydrophoben/polaten Eigenschaften
voneinander. So ist das Substrat Suc-AFPF-pNA (logR’=1)" deutlich hydrophober als
Suc-AAPF-pNA  (logR"=0,4)". Fin  direkter = Vergleich  der  viskosititsbedingten
Aktivititsverinderungen beider Substrate ist nicht moglich, weil die Haufigkeit der Bildung der
jeweiligen  Enzym/Substratkomplexe nicht identisch ist. Die Hydrophobizitit von
Suc-AFPF-pNA (logR'=1)? und Suc-AWPF-pNA (logR'=1,1) unterscheidet sich dagegen
kaum. Da das Substrat Suc-AFPF-pNA von hCyp18 rund dreimal schneller umgesetzt wird als
Suc-AWPF-pNA, resultiert daraus eine geringere Viskosititsabhingigkeit der Katalyse von Suc-
AWPF-pNA.

@ Als Maf3 fur die Hydrophobizitit wurde R’, der HPLC-Kapazititsfaktor benutzt, welcher fir die untersuchten
Peptide aus Referenz 33.  Kramer, M.L.G. Fischer (1997). "Fkbp-Like Catalysis of Peptidyl-Prolyl Bond Lsomerization by
Micelles and Membranes." Biopolvmers 42(1): 49-60 entnommen wurde.
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Eine andere Erklirung fiir die beobachteten Viskosititseffekte wire, dass hCyp18 wihrend der
Katalyse konformationelle Anderungen durchliuft, die durch die erhéhte Viskositit der Losung
behindert werden. Grund zu dieser Annahme gaben die Untersuchungen von Harrison und Stein,
die zeigten, dass hCypl8 wahrscheinlich in zwei reversibel ineinander umwandelbaren
Konformationen vorliegt [50]. Da sich solche strukturellen Anderungen nur bei Substratsittigung
bemerkbar machen, wurde der Einfluss der Viskositit auf die Michaelis-Menten-Parameter des
hCyp18 untersucht. Das Substrat Suc-AFPF-pNA (¢s-Isomer) weist mit rund 80 uM einen um
fast eine Groflenordnung kleineren K -Wert fiir hCyp18 auf als andere Oligopeptide und eignet
sich deshalb am besten zur Ermittlung der Michaelis-Menten-Parameter dieses Enzyms [107].
Die Bestimmung dieser Parameter zeigte, dass mit zunehmender Viskositit der Losung der
K,-Wert des hCypl8 steigt, k,, jedoch unverandert bleibt. Unter Substratsittigung, wenn die
Produktfreisetzung die Katalyse limitiert, konnen keine Viskosititseffekte nachgewiesen werden.
Aus diesen Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass der Katalysemechanismus des
hCyp18 nicht wie von Harrison und Stein vermutet wurde, von Konformationsinderungen
begleitet wird. Dies stimmt mit der Beobachtung tberein, dass die Struktur des hCyp18 im nicht
komplexierten Zustand, im Komplex mit Inhibitoren und im Komplex mit Substraten nur
geringe Unterschiede aufweist [37, 38, 40, 41, 52, 154]. Im Einklang mit dieser Interpretation ist
das Verhalten der Variante hCyp18 H126F und hCyp18 H126A, deren Aktivitit keine
Viskositatsabhingigkeit und damit auch keine Diffusionskontrolle der Katalyse mehr zeigte.
Wenn die viskosititsbedingte Verringerung der PPlase-Aktivitit durch strukturelle Anderungen
im Enzym hervorgerufen wird, sollten diese Effekte auch bei der hCyp18 H126F-Variante zu
beobachten sein.

Einige der Varianten des hCypl8 mit stark reduzierten enzymatischen Aktivititen
(hCyp18 R55A, hCyp18 Q63N, hCypl18 Q63E und hCypl8 F113A) zeigten noch immer eine
deutliche Viskosititsabhingigkeit. Wie bereits im vorangegangenen Kapitel nachgewiesen wurde,
waren die verwendeten Enzympriparationen in diesen Fallen mit FE.c/i CypA verunreinigt.
E. coli CypA besitzt gegentiber Oligopeptiden eine mit hCypl18 vergleichbare PPlase-Aktivitit
(5,710' M s') [45], welche ebenfalls durch die erhéhte Viskositit des Messansatzes verringert
wurde. Die beobachteten Effekte sind also nicht auf eine Diffusionskontrolle der untersuchten
Varianten zurtickzuftihren.

Die hier beobachtete Diffusionskontrolle von hCyp18 wirkt sich auf alle bis jetzt gewonnenen
kinetischen Daten fiir dieses Enzym und deren Interpretation aus. So wurde z.B. schon in den
ersten Jahren der Untersuchung von PPlasen festgestellt, dass hCyp18 im Gegensatz zu
hFKBP12 Oligopeptid-Substrate mit unterschiedlichen Aminosdureresten in Position Pl

annihernd gleich gut katalysierte. Nach den hier dargelegten Ergebnissen dirfen daraus jedoch
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keine weiteren Schliisse auf den Katalysemechanismus gezogen werden, weil dies auch nur ein
Ausdruck fir die hier beschriebene Diffusionskontrolle der Reaktion sein kénnte. Gegen eine
solche Interpretation spricht die Beobachtung, dass, obwohl verschiedene Substrate mit

dhnlichen k, /K,-Werten umgesetzt werden, sich die Werte fir k,

at

bei Substratsittigung deutlich
unterscheiden kénnen, wohingegen die Anderung der Viskositit keinen Einfluss auf k,, hat. Die
relativ schwierige und mit gro3en Fehlern behaftete Ermittlung der isolierten Michaelis-Menten-
Parameter fir peptidische Substrate macht eine abschlieBende Interpretation dieser
Beobachtungen hier unmaoglich.

Im gleichen MaBe missen die thermodynamischen Parameter des Ubergangszustandes der
hCyp18-katalysierten Reaktion, welche durch die Temperaturabhingigkeit der enzymatischen
Aktivitit gewonnen wurden, neu interpretiert werden, da sich im untersuchten
Temperaturbereich von 0 bis 30°C die Viskositit von Wasser halbiert. Nimmt man an, dass die
Aktivitit des hCyp18 bei 10°C zu 90% diffusionskontrolliert ablduft, resultiert aus der Zunahme
der Viskositit bei niedrigeren Temperaturen und deren Abnahme bei héheren Temperaturen,
dass sich die zur Berechnung der Werte AH* verwendeten Anstiege der Eyring-Auftragungen
verringern. Es bleibt auch zu hinterfragen, welche Aussagekraft die gemessenen kinetischen
Isotopeneffekte haben, wenn der geschwindigkeitslimitierende Schritt der Katalyse die
Enzym/Substratassoziation ist. Ebenso kann die pH-Wert-Abhingigkeit des hCyp18 durch
Diffusionsprozesse beeinflusst werden. Ein solcher Effekt wurde fir die pH-Wert-Abhingigkeit
des k,, /K -Wertes fiir Chymotrypsin beschrieben [196].

Die hier fiir hCyp18 angestellten Uberlegungen haben vermutlich fiir viele Vertreter der PPlase-
Familie der Cyclophiline Bedeutung, da, wie bereits in der Einleitung beschrieben, fast alle bis

jetzt untersuchten Cyclophiline mit hCyp18 vergleichbare k. /K,-Werte aufweisen.

5.3.2.2 Viskositiatseffekte auf die Aktivitat von hPinl und E. cw/ Par10

Beide Enzyme gehoren der gleichen PPlase-Familie an. Dabei setzt hPinl bevorzugt Substrate
mit einer phosphorylierten Seitenkette in Position P1 um, andererseits weist E. co// Parl0 keine
solche Substratspezifitit auf [29, 96]. hPinl katalysiert die cs/#rans-Isometisierung von
Oligopeptiden mit k,, /K,-Werten von bis zu 2,510"M's", hingegen erreicht E. co/i Par10
k,../Ky-Werte von 8,5:10° M''s™. Trotz dieser Unterschiede werden die Enzymaktivititen beider
Enzyme durch viskose Zusitze verringert. Die unterschiedliche Proteasesensitivitit von hPinl in
Lésungen mit Glycerol und Rohrzucker resultiert in unterschiedlichen Viskosititsabhingigkeiten
der Aktivitit fir beide Viskosogene. hPinl eignet sich deshalb nur bedingt, um quantitative
Aussagen tber eine Diffusionskontrolle der Katalyse durch viskosititsabhingige Messungen zu

erlangen. Dies wird deutlich, wenn man die hPinl-katalysierte Umsetzung des Substrates
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Ac-AASPR-pNA betrachtet. Aus der Viskosititsabhingigkeit der Enzymaktivitit folgt, dass die
Katalyse noch zu rund 30% diffusionskontrolliert verlduft. Ausgehend von dem niedrigen
gemessenen Ik, /K,-Wert fiir dieses Substrat (2,410'M"'s") scheint ecine so starke
Diffusionskontrolle nicht wahrscheinlich. Unter der Annahme, dass die mit diesem Substrat
beobachteten Viskosititsabhiangigkeiten der PPlase-Aktivitit zumindest zum Teil der Sensibilitat
von hPinl gegentber der im Messansatz vorhandenen Protease geschuldet ist, kann die
Diffusionskontrolle der Katalyse bei der Umsetzung von Ac-AA(p)SR-pNA durch hPinl mit
Werten von grof3er 70% angegeben werden. Im Gegensatz dazu zeigt E. co/f Parl0 keine solche
Proteaseempfindlichkeit. Die Katalyse des Substrates Suc-AFPF-pNA verliuft zu 90%
diffusionskontrolliert, hingegen wurde keine Viskosititsabhingigkeit der Enzymaktivitdt mit dem
Substrat Suc-AAPF-DFA gemessen.

Als Beispiel dafir, dass die verwendeten Zusitze unerwartete Effekte auf die Aktivititen von
Enzymen haben kénnen, sei die Variante E. co/i Par10 C40A (k,,./K,=2,8-10* M s™) aufgefiihrt.
Dieser Austausch fuhrt zu einer proteaselabilen Variante, welche durch den Zusatz von Glycerol
stabilisiert wird. Dadurch ergibt sich eine Zunahme der Aktivitit mit steigenden
Glycerolkonzentrationen. Rohrzucker kann die Variante nicht im gleichen Mal3e stabilisieren, was
zu einer Verringerung der Aktivititszunahme fithrt. Die Variante E. co/i Parl0 C40D
(k.. /Ky=9,6:10" M' s™) ist hingegen nicht destabilisiert und weist keine Viskosititsabhingigkeit
mehr auf, unabhingig davon, ob Glycerol oder Rohrzucker zum Messansatz zugesetzt werden.
Vergleicht man die Strukturen von E. ¢/ Par10 und hPinl, so zeigt sich, dass der Rest C40 des
E. ¢o/i Par10 mit dem Cysteinyl-Rest 113 des hPin1 korrespondiert [197]. Im einleitenden Kapitel
wurden bereits die Arbeiten vorgestellt, in denen vermutet wurde, dass der Rest C113 die zentrale
Rolle in einem kovalenten PPlase-Mechanismus der hPin1-Katalyse spielt. Die hier beobachtete
Restaktivitit der Variante E. co/f Parl0 C40D von 2% stimmt jedoch mit jenen Publikationen
tberein, die einen solchen Mechanismus in Frage stellen [94, 95].

Strukturelle Anderungen kénnen als Ursache fiir die erhaltene Viskosititsabhingigkeit des
E. coli Par10 ausgeschlossen werden, da fir ein Enzym mit einer Grée von nur 10 kDa
angenommen werden kann, dass Bewegungen von Dominen- oder Schleifenregionen im Enzym
nicht stattfinden. Fir hPinl wurde 2zwar die Bewegung einer Schleifenregion bei
Substratfreisetzung beschrieben, jedoch konnte dieser Befund weder durch die hier dargelegten
Untersuchungen noch durch NMR-spektroskopische Analysen bestitigt werden (siche Abschnitt
4.1.2 und 5.2).

Die Diffusionskontrolle der hPinl- und E. co/i Par10-katalysierten cis/ trans-Isometisierung von
Oligopeptiden zeigt, dass der enzymatische Mechanismus dieser Vertreter der PPlase-Familie der

Parvuline ahnlich effizient ablaufen muss wie der des hCypl8. Interessanterweise zeigt
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E. ¢o/i Par10 dhnlich wie hCyp18 nur eine geringe Spezifitit gegeniiber Oligopeptid-Substraten
mit unterschiedlichen Aminosdureresten in der P1-Position [96]. Dies kann dhnlich wie im Falle
des hCyp18 ein Ausdruck fir die Diffusionskontrolle der von diesen Enzymen katalysierten
Reaktion sein. Der Umkehrschluss ist jedoch nicht zuldssig, was bedeutet, dass die Aktivitit von
Enzyme, welche eine hohe Substratspezifitit aufweisen, wie z.B. hPinl, trotzdem durch

Diffusionsprozesse limitiert sein kann.

5.3.2.3 Viskositatseffekte auf die Aktivitat von hFKBP12

hFKBP12 weist unter den hier untersuchten PPIasen die niedrigste katalytische Effizienz auf. Fir
das Substrat Suc-ALPF-pNA wurde ein k/K,-Wert von 1,7-10°M"'s"' bestimmt. Die
Umsetzung dieses Substrates wird nicht durch steigende Konzentrationen Rohrzucker
verlangsamt. Der gleiche Effekt ist fiir die wesentlich schlechteren Substrate Suc-AAPF-pNA
und Suc-AAPF-DFA (k. /K,=1,510 und 8,5-10'M"'s") zu beobachten. Ebenfalls keine
Viskosititsabhingigkeit der Aktivitit wurde gegentber steigenden Konzentrationen Sorbitol
beobachtet  (Daten  nicht gezeigt). Im  Gegensatz dazu  inhibierten  steigende
Glycerolkonzentrationen die PPlase-Aktivitit gegentber diesen Substraten. Die daraus
resultierenden Anstiege der linearen Regressionsgeraden der Auftragung der relativen
k. /Ky-Werte gegen die relative Viskositit waren in beiden Fillen deutlich groBer als 1,
tberstiegen also die theoretisch mogliche vollstindige Diffusionskontrolle der Katalyse. Der
unterschiedliche Einfluss der viskosen Zusitze kann nur mit einer spezifischen Wechselwirkung
von hFKBP12 mit Glycerol erklirt werden. Fir das aktive Zentrum von hFKBP12 ist bekannt,

dass es in der Lage ist, mit verschiedenen niedermolekularen Substanzen schwache

nichtkovalente Komplexe zu bilden [198]. Es ist deshalb nicht auszuschlieBen, dass Glycerol als
kompetitiver Inhibitor der hFKBP12-Aktivitat wirkt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Katalyse der PPlasen hCyp18, hPinl und
E. coli Par10 gegeniiber Oligopeptiden als Substraten diffusionskontrolliert verlauft, wihrend die

Aktivitit von FKBP12 nicht durch diesen physikalischen Prozess limitiert ist.

5.3.3 kinetische Lésungsmittelisotopeneffekte auf PPIasen

Die Bestimmung und Interpretation der Geschwindigkeitsunterschiede von chemischen
Reaktionen in H,O und D,0 ist eine etablierte Methode, um Informationen tber den Reaktions-
mechanismus und die Struktur des bei der Umwandlung der Substrate durchlaufenen
Ubergangszustandes zu erhalten. Ein Isotopeneffekt ist immer dann zu erwarten, wenn sich die
freie Enthalpie der Bildung des Ubergangszustandes der Reaktion in H,O von der in D,O

unterscheidet.
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Der beobachtete kinetische Isotopeneffekt ist das Produkt aus drei Faktoren, des primiren und
sekundiren Isotopeneffektes und des so genannten Medium-Effektes. Verlduft die Reaktion in
schwerem Wasser langsamer als in H,O, spricht man von einem normalen kinetischen
Isotopeneffekt, ist das Gegenteil der Fall, von einem inversen. Der Anteil des Medium-Effektes
am gesamten Isotopeneffekt ist klein und resultiert z.B. aus unterschiedlichen Interaktionen
zwischen dem Losungsmittel (H,O oder D,0O) mit dem Substrat, oder von strukturellen
Einflissen des D,O auf das untersuchte Enzym. Die Solvatationseffekte resultieren in KSIE von
der GroBlenordnung von 1,2 bis 1,3 [166]. Es wurden jedoch auch inverse KSIE mit Medium-
Effekten erklirt [199]. Diese Medium-Effekte sind eine Folge der unterschiedlichen
physikalischen Eigenschaften von H,O und D,O. So wird vermutet, dass in schwerem Wasser
mehr intermolekulare Wasserstoffbriicken ausgebildet werden konnen, was zu einer stirker
geordneten Wasserstruktur fihrt. Diese Unterschiede fithren z.B. dazu, dass hydrophobe
Interaktionen in D,O bevorzugt werden, Reaktionen, in denen Ionen ,erzeugt” werden (im
Ubergangszustand oder in den Produkten) jedoch langsamer ablaufen. Primire kinetische
Wasserstoffisotopeneffekte ~ werden  beobachtet, wenn eine Bindung zu einem
Protium/Deuterium-Atom wihrend der Reaktion - genauer: wihrend der Bildung des
Ubergangszustandes - gebrochen wird oder entsteht, das entsprechende Protium/Deuterium-
Atom also wihrend der Bildung des Ubergangszustandes in Bewegung ist. Sekundire Effekte
werden beobachtet, wenn Protium/Deuterium-Atome zwar Verinderungen in ihrer Bindung

erfahren, sich jedoch wihrend der Bildung des Ubergangszustandes nicht bewegen.

5.3.3.1 kinetische Losungsmittelisotopeneffekte auf die Aktivitit von hCyp18

Fir die hCyp18-katalysierte Isomerisierung des Substrates Suc-AAPF-pNA wurden zwei KSIE
fur k. /K, berichtet, beide sind nahe 1 [50, 51]. Diese Beobachtung ist verwundetlich, wenn man
beachtet, das D,O unter den verwendeten Bedingungen rund 28% viskoser ist als H,O [121,
122]. Die erhohte Viskositit sollte fiir diese diffusionskontrollierten Reaktionen zu einem
normalen KSIE von rund 1,28 fithren. Um diese Diskrepanz zu erkliren, wurde der KSIE von
hCyp18 erneut untersucht. Um eventuelle artifizielle Einflusse auf die Ergebnisse ausschlieBen zu
konnen, wurden verschiedene Substrate, Enzym-Varianten und PPlase-Aktivititstests verwendet.
Der Einfluss von D,O auf die pKs-Werte von protonierbaren Aminosiureseitenketten hat fiir die
beobachteten Isotopeneffekte des hCypl8 keine Bedeutung, da die Aktivitit das Enzym im
untersuchten Bereich pH-Wert-unabhingig ist [16, 20].

Die Bestimmung des KSIE fir die Substrate Suc-AFPF-pNA und Suc-AAPF-DFA im
proteasegekoppelten PPlase-Aktivititstest ergab annahernd gleiche Werte von rund 0,83. Wie im

vorigen Kapitel beschrieben wurde, verliuft die hCyp18-katalysierte Umsetzung dieser Substrate
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zu 90% diffusionskontrolliert. Berticksichtigt man die Zunahme der Viskositit in D,O bei der
Berechnung des Isotopeneffektes, erhidlt man einen Wert von 0,65. Der Berechnung liegt
zugrunde, dass die Reaktion in H,O langsamer abliduft, wenn die Viskositit des Messansatzes auf
die von D,O bei 10°C eingestellt wird. Die Untersuchung der Varianten hCyp18 H126F und
hCyp18 H126A bestitigten diesen Wert. Aufgrund der reduzierten Aktivitit beider Varianten
konnte keine Diffusionskontrolle der Katalyse mehr beobachtet werden, folgerichtig liegt der
KSIE beider Enzyme bei rund 0,68. Der bestimmte inverse KSIE ist dabei nicht auf die
unterschiedliche Stabilitit der untersuchten Enzyme in H,O und D,O gegentber der in
Messansatz vorhandenen Hilfsprotease zurtickzufithren. Dies konnte durch den FEinsatz des
proteasefreien PPlase-Aktivititstest ausgeschlossen werden.

Zur weiteren Bestitigung des inversen KSIE wurde die Aktivitit des hCyp18 im RNase T1
(854G /P55N)-Ruckfaltungstest bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die Faltung der RNase T1-
Variante sowohl in H,O als auch in D,O von hCyp18 gleichermaf3en beschleunigt wurde, was in
einem KSIE von rund 1 resultierte. Dieser Effekt ist auf die fiir diesen Test notwendige hohe
Tonenstirke des Messansatzes zuriickzufithren. Fihrt man den proteasefreien PPlase-
Aktivitdtstest in Anwesenheit von mehr als 100 mM NaCl durch, kann ebenfalls ein KSIE von
rund 1 gemessen werden. Eine durch die Erh6hung der Ionenstirke des Messansatzes vermittelte
Verschiebung des KSIE zu stirker ,,normalen® Werten, wurde bereits fiir andere Enzyme
beobachtet [200-202]. Dieser Effekt kann fiir die Unterschiede zwischen den hier beobachteten
KSIE und den von Kofron e a/. bestimmten Werten verantwortlich sein, da in diesem Fall die
Tonenstirke des Messansatzes deutlich hoher war als bei den hier beschriebenen Untersuchungen
[51]. Hier sei angemerkt, dass die Erhohung der Ionenstirke (2 M NaCl) zu einem geringen
Aktivititsverlust von 28% bei hCyp18 fithrt, welcher auf die erhohte Viskositit der Losung
zurlickzufthren ist.

Wodurch wird ein inverser KSIE in der Gré3enordnung von 0,6 bis 0,8 hervorgerufen? Inverse
KSIE fir enzymatisch katalysierte Reaktionen werden im Allgemeinen beobachtet, wenn durch
Metall-Tonen ionisierte Wassermolekiille sowie Sulfhydrylgruppen an der Bildung des
Ubergangszustandes der Reaktion beteiligt sind [166]. Zusitzlich kénnen inverse KSIE auftreten,
wenn sich die freie Enthalpie der Reaktanten in H,O und D,O unterscheidet. Eine weitere
Moglichkeit ist die Beteiligung von stark verkiirzten Wasserstoffbrickenbindungen am
Katalysemechanismus. Wenn solche sogenannten LBHB (engl. ,Jow barrier hydrogen bond®) an
der Bildung des Ubergangszustands beteiligt sind, kénnen ebenfalls inverse KSIE auftreten [203].
Fir die hCypl8-katalysierte Reaktion kann die Beteiligung von Sulthydrylgruppen am
Katalysemechanismus ausgeschlossen werden [49]. Auch ist eine Beteiligung von Metallionen

unwahrscheinlich, da in keiner der publizierten Rontgenkristallstrukturen ein Metall-Ton
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beobachtet wurde. Um zu untersuchen, ob der beobachtete inverse KSIE durch Medium-Effekte
hervorgerufen wird, wurde die PPlase-Aktivitit von hCyp18 in unterschiedlichen Verhaltnissen
von H,0O zu D,O bestimmt. Die Auftragung der relativen Aktivititen gegen den Anteil D,O im
Messansatz ergibt stark gekrimmte Kurven, wenn Medium-Effekte zum Gesamt-KSIE beitragen
[166]. Dies konnte fir hCyp18 beobachtet werden. Die nichtlineare Abhingigkeit der Aktivitit
vom D,0-Gehalt des Messansatzes kann jedoch zum Teil auf die Viskosititsabhingigkeit der
PPlase-Aktivitit des hCyp18 zurtickgefithrt werden. Zur quantitativen Beschreibung des KSIE
wurde ein einfaches System von sogenannten Fraktionierungsfaktoren (engl. fractionation factors)
entwickelt [166]. Diese Faktoren entsprechen den Gleichgewichtskonstanten fiir Protium bzw.
Deuterium zwischen einem gelésten Stoff (z.B. den Reaktanten oder dem Ubergangszustand)
und dem Losungsmittel. Reichert sich z.B. in einem Gemisch aus H,O und D,O Deuterium an
einer Position im gel6sten Stoff gegeniber Protium an, besitzt diese Position einen
Fraktionierungsfaktor von >1. Der beobachtete KSIE errechnet sich aus dem Quotienten der
Produkte der Fraktionierungsfaktoren im Grund- und Ubergangszustand.

Um ecinen inversen KSIE zu erkliren, muss das Produkt der Fraktionierungsfaktoren des
Grundzustandes kleiner sein als das des Ubergangszustandes [166]. Eine genauere Interpretation
des KSIE erméglichen die Protonen-Inventur-Experimente. Unter Zuhilfenahme der Gross-
Butler-Gleichung, kann die Abhingigkeit einer Geschwindigkeitskonstante (k,) vom D,0O-Gehalt

(n) des Lésungsmittels mit den Fraktionierungsfaktoren des Grund- (¢%) und des

Ubergangszustandes (¢") der Reaktion in Beziehung gesetzt werden (Gleichung 23). Die

Geschwindigkeitskonstante k, wird in H,O ermittelt.

ﬁ(l—n+n¢f)

Gleichung 23 k, =k,

4

H(l—n+n¢[R)

Unterscheiden sich die Fraktionierungsfaktoren in Grund- und Ubergangszustand nicht
voneinander, kiirzen sich die entsprechenden Glieder aus Gleichung 23. Dies kann fir die
meisten Wasserstoffatome von Enzym und Substrat angenommen werden. Die Anpassung der
Parameter ¢°, ¢" der Gleichung 23 an die korrigierten Messdaten des Protonen-Inventur-
Experimentes unter der Annahme, dass sich ein Fraktionierungsfaktor in Grund- und
Ubergangszustand unterscheidet, ergab fiir "= 0,92 und fiir $"=0,61 (Abbildung 28).

Wie bereits dargestellt, kénnen Sulthydrylgruppen, sowie durch Metall-Ionen ionisierte
Wassermolekiile nicht der Grund fir den niedrigen Fraktionierungsfaktor im Grundzustand sein.

Ob dies die einzigen Méglichkeiten fiir Fraktionierungsfaktoren <1 in Enzymen sind, ist jedoch
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anzuzweifeln. Bei der Untersuchung von Fraktionierungsfaktoren der Peptidrickgrat-
Amidprotonen eines Proteins konnte festgestellt werden, dass diese Werte im Bereich von 0,3 bis
1,5 erreichen konnen [204]. Da im Allgemeinen angenommen wird, dass starke
Wasserstoffbriickenbindungen mit niedrigen, und schwache Wasserstoffbriickenbindungen mit
hohen Fraktionierungsfaktoren assoziiert sind [204], kommt die FErhohung des
Fraktionierungsfaktors  im  Ubergangszustand  einer ~ Abschwichung einer  starken
Wasserstoffbrickenbindung gleich. Damit wiirden alle vorgeschlagenen Enzymmechanismen, die
nach einer stirkeren Wasserstoffbriickenbindung im Ubergangszustand verlangen, ausscheiden.
Diese Argumentation schlieB3t die eventuelle Beteiligung von LBHB am Mechanismus ein. Eine
direkte Beteiligung einer solchen LBHB scheint jedoch unwahrscheinlich, da solche stark
verkiirzten Wasserstoffbriickenbindungen ansonsten in den vorhandenen Kristallstrukturen zu
finden sein sollten.

Medium-Effekte kénnen aufgrund der Krimmung der Protonen-Inventur-Experimente nicht
ausgeschlossen werden. In Ubereinstimmung damit ist die Beobachtung, dass die CsA-Affinitit
zu hCyp18 in D,O erhéht ist. D,O koénnte auf die Substratassoziation den gleichen Effekt haben.
Da bei diffusionskontrollierten Enzymen die unproduktive Substratfreisetzung praktisch nicht
stattfindet, hitte eine Beschleunigung der Assoziationsreaktion in D,O einen beschleunigenden
Einfluss auf die Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung (k. /K,). Solch eine
Beschleunigung wire vorstellbar, wenn die unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften von
H,O und D,0, wie z.B. die geringere Dielektrizititskonstante von schwerem Wasser, die Bildung
des Enzym/Substrat-Komplexes in D,O begiinstigen.

Ist es moglich, dass ein Wassermolekil im aktiven Zentrum des hCypl8 fiir einen solchen
inversen KSIE verantwortlich ist? Kénnen die Aminosdureseitenketten des aktiven Zentrums
von hCypl8 ein Wassermolekil im Grundzustand soweit polarisieren, dass der beobachtete
Fraktionierungsfaktor zu erkliren wire? Ein struktureller Vergleich des aktiven Zentrums von
hCyp18 mit dem aktiven Zentrum des Komplexes aus r21ras (eine GTPase), dem GTP-analogen
GDP-AIF; und pl120GAP (ein GTPase-aktivierendes Protein) hilft diese Frage zu beantworten.
Obwohl beide Enzymekmoplexe vollig unterschiedliche Reaktionen katalysieren, koénnen
erstaunliche strukturelle Gemeinsamkeiten beobachtet werden. Genauso wie es in dieser Arbeit
fir hCyp18 nachgewiesen wurde, ist fir die Aktivitit des r21ras ein Glutaminyl-Rest (Q61)
essentiell [205, 206]. Das zur Hydrolyse des y-Phosphatrestes von GTP essentielle
Wassermolekidl — (W230)  bildet mit der  Seitenkette des  Restes Q063  eine
Wasserstoffbriickenbindung aus [207]. Fir eine hohe Aktivitit der GTPase wird zusitzlich ein
Arginyl-Rest (R789) des GTPase-aktivierenden Proteins bendétigt. Dieser Arginyl-Rest befindet

sich ebenfalls in Wasserstoffbriickenentfernung zu Q61 [207]. Computersimulationen ergaben,
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dass das Zusammenspiel der Interaktion von R789, Q61 und dem y-Phosphatrest des
gebundenen GTP ausreicht, um das erwihnte Wassermolekil W230 soweit zu polarisieren, dass
es als nukleophil die Hydrolyse des y-Phosphatrest bewerkstelligt [207].

In Abbildung 26 ist ein Vergleich eines Teils des aktiven Zentrums des r2lras/GDP-
AlF;/p120GAP-Komplexes (Q61 und R789) mit einem Ausschnitt des aktiven Zentrums (Q063
und R55) des hCyp18 dargestellt. Uberlagert man die entsprechenden Peptidriickgratatome der
Arginyl- und Glutaminyl-Reste sowie die Prolyl-Bindung des hCyp18-Substrates (hier ein Teil des
HIV-1 Hillproteins) mit dem GTP-analogen GDP-AIF; zeigt sich, dass in unmittelbarer Nahe
des oben genannten ,,nukleophilen® Wassermolekiils ein Wassermolektl des hCyp18 lokalisiert
ist. Eine detailierte Untersuchung der vorhandenen hCyp18-Rontgenkristallstrukturen zeigte, dass
dieses Wassermolekil in hCypl18-Komplexen mit verschiedenen Substraten sowie CsA
konserviert ist, nicht jedoch in den Strukturen, in denen das Dipeptid Ala-Pro, das Tetrapeptid
Ala-DAla-Pro-Phe-pNA oder das Thioxopeptid Ala-Ala-W[CS-N]-Pro-Phe-pNA im Enzym
gebunden sind. Wie in der Einleitung bereits beschrieben, stellen die letzten drei genannten
Peptide keine Substrate dar.

Diese Beobachtungen stimmen mit der Vermutung tberein, dass ein Wassermolekiil tatsichlich
an der Stabilisierung des Ubergangszustandes beteiligt ist. Durch die partiell negative Ladung
dieses Wassermolekiils kénnte die positive Partialladung des Carbonylkohlenstoff der Prolyl-
Bindung geschwicht werden und dadurch deren Resonanzstabilisierung teilweise aufgehoben
werden. Es muss beachtet werden, dass in den Reaktionsmechanismus der GTP-Hydrolyse auch
der y-Phosphatrest des GTP eingreift; eine solche funktionelle Gruppe ist im hCyp18 nicht zu
finden. Im Falle der Peptidyl-Prolyl-cis/ trans-Isomerisierung miissen wihrend der Katalyse jedoch
auch keine Bindungen gespalten oder geknupft werden. Eine geringe Polarisierung des Wassers
wirde deshalb ausreichen, um die Ausbildung eines carbokationischen Zentrums, wie es z.B. im
Wiberg-Modell der Amidgruppe beschrieben ist, elektrostatisch zu stabilisieren und damit den

partiellen Doppelbindungscharakters der Peptidbindung zum Teil aufzuheben.
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Abbildung 26: Vergleich der aktiven Zentren des Komplexes hCypl18HIV-1 Hillprotein
(gelb; RCSB-Datenbankeintrag:  1MIF) mit dem des Komplexes t21ras/GDP-
AlF3/p120GAP (grin; AlFs, violett RCSB-Datenbankeintrag: 1WQ1). Die gestrichelten
Linien kennzeichnen die Abstinde zwischen dem Sauerstoffatom der Wassermolekiile und
dem Amidsauerstoff der Glutaminseitenketten (Angaben in A).

5.3.3.2 kinetische Losungsmittelisotopeneffekte auf die Aktivitit von hPinl und

E. coli Par10 und hFKBP12

Um die enzymatischen Mechanismen der drei PPlase-Familien miteinander vergleichen zu
konnen, wurden die Vertreter hPinl, E. /i Parl0 und hFKBP12 in Anlehnung an die fur
hCyp18 beschriebenen Losungsmittelisotopen-Experimente untersucht. Dabei zeigte sich, dass
alle drei Enzyme einen inversen KSIE aufwiesen, wenn zur Aktivititsbestimmung Oligopeptid-
Substrate verwendet wurden. Der Einfluss von D,O auf die pKy-Werte von protonierbaren
Aminosaureseitenketten hat fiir die beobachteten Isotopeneffekte des E. co/i Parl0 keine
Bedeutung, da die Aktivitit des Enzyms im Bereich von pH 7 bis 8,5 unverindert ist. Eine
vollstindige pH-Wert-Abhingigkeit wurde nicht aufgenommen, da das Protein bei pH-Werten
unterhalb von pH 6,5 keine ausreichende Stabilitit im proteasegekoppelten Test aufwies (Daten
nicht gezeigt). Fiir hFKBP12 und hPinl wurde ebenfalls beschrieben, dass die PPIlase-Aktivitit
im neutralen Bereich nicht vom pH-Wert abhing [29, 50]. Der Vergleich des mit Suc-AAPF-DFA
ermittelten KSIE fur E. o/ Parl0 (KSIE=0,54) mit dem durch die Verwendung des Substrats
Suc-AFPF-pNA bestimmten Wert (KSIE=0,81) zeigt, dass dhnlich wie bei hCyp18 der inverse
KSIE verstirkt wird, wenn das Enzym nicht mehr durch Diffusionsprozesse limitiert ist. Diese
Ergebnisse wurden im RNase T1 (S54G/P55N)-Rickfaltungstest bestitigt. Die deutlich
geringere  enzymatische Aktivitit gegentber diesem Proteinsubstrat verhindert, dass

Diffusionsprozesse die Enzymaktivitit beeinflussen.
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Im Gegensatz zu hCypl8 wies E. co/i Par10 keine Salzabhingigkeit des KSIE in diesem PPlase-
Aktivititstest auf. Ebensowenig wurde die Enzymaktivitit dieses Enzyms durch die hohe
lonenstirke reduziert. hPinl konnte in diesem Aktivititstest nicht untersucht werden, da die
PPlase-Aktivitit gegeniiber der entfalteten RNase T'1-Variante zu gering war. Die Aktivitit von
hPinl gegeniiber Oligopeptid-Substraten zeigte ebenfalls einen inversen KSIE. Fir das Substrat
Ac-AA(p)SPR-pNA wurde ein Wert von 0,86 ermittelt. Der viskosititskorrigierte Wert wird
unter Berticksichtigung der fiir dieses Enzym beobachteten Diffusionskontrolle von tber 70%
ebenfalls niedriger liegen.

Ausgehend von der Erkenntnis, dass beide Enzyme einen Cysteinyl-Rest im aktiven Zentrum
aufweisen (C113 in hPinl und C40 fir E. c/i Parl0), wire eine mogliche Erklirung fir den
inversen KSIE, dass die Sulthydrylgruppen dieser Cysteinyl-Reste in einem kovalenten Katalyse-
Mechanismus involviert sind. Als Zwischenprodukt wiirde ein tetraedrisches Intermediat
entstehen, in dem die Resonanzstabilisierung der Peptidbindung aufgehoben wire. Dieser
Mechanismus kann fur E. o/ Parl0 ausgeschlossen werden, da die Variante E. co/i Par10 C40D
ebenfalls einen inversen KSIE aufweist. Diese Ergebnisse stimmen mit der Beobachtung tiberein,
dass die Modifizierung dieses Cysteinyl-Restes nicht unmittelbar zur Inaktivierung des Enzyms
fiihrt, sondern erst durch eine von der Modifizierung ausgeldste strukturelle Anderung des
Enzyms hervorgerufen wird [95]. Die fir dieses Enzym gewonnenen Ergebnisse lassen sich
aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit auf hPinl iibertragen und untermauern die in der
Einleitung aufgefithrt Arbeiten, welche eine Beteiligung des C113 an der Katalyse in Frage stellen
[94, 95]. Der inverse KSIE muss deshalb einen anderen Ursprung haben.

Durch die beobachtete Proteasesensibilitit erwies sich hPinl als ungeeignet, um Protonen-
Inventur-Experimente durchzufithren. Die Experimente mit E. /i Parl0 zeigten, dass die
PPlase-Aktivitit, sehr dhnlich wie es fiir hCyp18 beobachtet wurde, nicht-linear vom D,O-Gehalt
des Messansatzes abhing. Die Auswertung dieser experimentellen Daten mit Hilfe von Gleichung
23 ergab fiir die Fraktionierungsfaktoren ¢'=091 und ¢"=0,49 (Abbildung 28). Die
Fraktionierungsfaktoren unterscheiden sich nur geringfiigic von denen fur die hCypl8-
katalysierte Reaktion (¢"=0,92 und fiir $*=0,61). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass sich
sowohl der Grundzustand der Reaktanten als auch der Ubergangszustand, welcher wahrend der
Katalyse durchlaufen wird, in beiden Enzymen gleichen. Die strukturellen Ubereinstimmungen
der aktiven Zentren von hPinl und E. co/i Par10 lassen vermuten, dass der gemessene inverse
KSIE fir hPinl durch dhnliche Fraktionierungsfaktoren beschrieben werden kann.

Das Parvuline und Cyclophiline einen ahnlichen Katalysemechanismus aufweisen sollen, scheint
auf den ersten Blick verwunderlich, denn zwischen den Vertretern beider Familien sind keine

strukturellen Ahnlichkeiten bekannt. Auch wenn keine Ubereinstimmungen im allgemeinen
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Aufbau der Enzyme zu finden sind, so zeigten sich doch deutliche Ahnlichkeiten in der Lage der
Aminosiureseitenketten des aktiven Zentrums. Die manuelle Uberlagerung des aktiven Zentrums
von E. c/i Parl0 mit dem des hCyp18 ist in Abbildung 27A dargestellt. Es ist deutlich zu
erkennen, dass die fur die katalytische Aktivitit des hCyp18 wichtigen Aminosdurereste mit
Resten des aktiven Zentrums des E. co/i Par10 in Lage und Eigenschaften gut Ubereinstimmen.
Dass die dargestellten Reste des E. co/i Parl0 tatsichlich zum aktiven Zentrum des Enzyms
gehoren, wird deutlich, wenn man die Struktur dieses Enzyms mit der des hPinl dberlagert
(Abbildung 27B). Das von hPinl gebundene Dipeptid AP liegt genau in der von den in der
Abbildung 27A angegebenen Resten des E. co/i Parl0 gebildeten Bindetasche. Inwiefern im
Katalysemechanismus von E. o/ Parl0 und hPinl ebenfalls ein Wassermolektul den
Ubergangszustand  stabilisiert kann aus den vorhandenen Strukturellen Daten von beiden
Enzymen nicht abgeleitet werden, da fur diese Enzyme keine Substrat/Enzym-Komplexe mittels
Rontgenkristallstrukturanalyse publiziert wurden. Die Seitenkette des S42 im aktiven Zentrum
des E. co/i Par10 kann auf zwei Wegen die Aufgabe des Q63 des hCyp18 tibernehmen. Zum
einen kann diese Seitenkette in Analogie zum Q63 ein Wassermolekil polarisieren, zum anderen
konnte die OH-Gruppe dieses Restes jedoch auch selbst polarisiert werden und den kationischen

Ubergangszustand stabilisieren.

w121/ A
F61 L122/
V58
F60/
F52
F113/
HS
H126/
Hs4
R55/
R45
Q63/
S42

Abbildung 27: A) Ubetlagerung von hCyp18 (blau) mit FE. e/ Parl0 (griin), dargestellt ist
eine Auswahl von Seitenketten der aktiven Zentren. B) Uberlagerung von E. co/i Par10 (griin)
und hPinl (gelb), das von hPinl gebundene Dipeptid und die Reste des aktiven Zentrums
des E. co/i Par10 sind hervorgehoben.

Fiar FKBP12 wurde bereits ein inverser KSIE von 0,92 beschrieben [50, 80]. Die hier ermittelten
Werte weisen einen deutlich stirkeren inversen Charakter auf (KSIE liegt zwischen 0,63 und 0,8
in Abhingigkeit vom verwendeten PPlase-Aktivititstest). Der im proteasegekoppelten Test

ermittelte Wert des KSIE zeigt mit 0,8 eine mit den Literaturwerten vergleichbare
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GroBenordnung. Verwendet man jedoch Aktivititstests, die ohne Verwendung von Proteasen
ablaufen (der RNase T1 (S54G/P55N)-Ruckfaltungstest sowie der proteasefreie PPlase-
Aktivititstest), erhalt man Werte, welche deutlich niedriger liegen (KSIE um 0,63). Im Falle des
hFKBP12 kann ein direkter Einfluss der verwendeten Hilfsprotease auf die Enzymaktivitit
deshalb nicht ausgeschlossen werden. Die Verwendung von ungekoppelten PPlase-Aktivitatstests
verhindert eine solche Beeinflussung der PPlase-Aktivitit. Im Gegensatz zu den Protonen-
Inventur-Experimenten fir hCypl8 und E. co/i Parl0 erhohte sich die PPlase-Aktivitit des
hFKBP12 linear mit dem D,0O-Gehalt des Messansatzes. Lineare Abhingigkeiten schliefen den
Einfluss von Medium-Effekten aus [208] und werden im Allgemeinen so interpretiert, dass alle
Fraktionierungsfaktoren im Grundzustand gleich 1 sind und sich nur ein Fraktionierungstaktor
im Ubergangszustand verindert. Modifiziert man Gleichung 23 derart und bestimmt den
Fraktionierungsfaktor im Ubergangszustand mit Hilfe der experimentellen Daten der Protonen-
Inventur-Experimente, so erhilt man fiir ¢'=1,5.

Unabhingig von der Interpretation des Ursprungs des Fraktionierungsfaktors kann festgestellt
werden, dass sich die Grund- und Ubergangszustinde der Katalyse der PPlasen hCyp18 bzw.
E. c0/i Par10 von dem des hFKBP12 unterscheiden. Dieses Ergebnis ist iiberraschend, da
zwischen Vertretern der FKBP und der Parvuline eine deutliche strukturelle Ahnlichkeit besteht
[97, 197]. Die Unterschiede im Katalysemechanismus werden ebenfalls bei der
Tonenstirkeabhingigkeit der PPlase-Aktivitit deutlich: Wahrend hCyp18 und E. /i Par10 durch
2 M NaCl nur leicht inhibiert werden bzw. unverindert aktiv bleiben, wird hFKBP12 um 280%
aktiviert. Da diese Salzkonzentrationen nur einen geringen Einfluss auf die unkatalysierte
Reaktion haben, ist es wahtscheinlich, dass die hohe Ionenstirke im Falle des hFKBP12 den
Substrat/Enzym-Ubergangszustand stabilisiert, oder den Grundzustand destabilisiert. Da die
Bildung von hydrophoben Wechselwirkungen durch hohe Ionenstirken unterstiitzt wird, kann
daraus geschlussfolgert werden, dass ein Teil der Erniedrigung der Aktivierungsenergie der
cis/ trans-Isometisierung von Prolyl-Bindungen durch hydrophobe Wechselwirkungen im aktiven
Zentrum von hFKBP12 vermittelt wird. Diese Beobachtung stimmt mit der Feststellung tiberein,
dass hFKBP12 bevorzugt Oligopeptid-Substrate mit groflen hydrophoben Seitenketten in
Position P1 umsetzt [78, 80].

5.4 Kalorimetrische Untersuchung von langsamen Konformations-
inderungen in Proteinen und Peptiden
Ziel der Untersuchungen war es, eine neue Methode zu entwickeln, die es erlaubt, langsame
konformationelle Anderungen in Poteinen und Peptiden auf nichtspektroskopische Weise
nachzuweisen. Die Vorteile einer kalorimetrischen gegeniiber UV-Vis- oder fluoreszenz-

spektroskopischen Methoden sind offensichtlich: es bedarf keiner speziellen Chromophore oder
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Fluorophore, um dem Verlauf der Reaktion zu folgen. Besonders im Falle von langsamen
konformationellen Anderungen, wie z.B. der Peptidyl-Prolyl-cis/ #rans-Isomerisierung in Proteinen
oder Peptiden, sind die spektralen Anderungen meist sehr klein oder nicht nachweisbar.
Ausnahmen bilden Vorginge, welche direkt mit der Anderung der elektronischen Umgebung von
spektroskopisch gut beobachtbaren Aminosaureseitenketten —einhergehen. Damit sind
spektroskopische Untersuchungen an unmodifizierten Proteinen und Peptiden zwangsliufig auf
Bereiche begrenzt, welche sich in der Nihe von solchen Aminosiureseitenketten befinden.

Die Verwendung von isothermer Titrationskalorimetrie zur kinetischen Untersuchung
enzymatisch katalysierten Reaktionen wurde bereits beschrieben und bildete die Grundlage der
hier vorgestellten Experimente [209-211]. Normalerweise wird die Reaktion durch die Zugabe
von Substrat oder Enzym mittels der Titrationsapparatur zum Reaktionsansatz gestartet. Zur
Untersuchung von Proteinfaltungsreaktionen bzw. Peptidkonformationsinderungen werden
Sprungexperimente verwendet. Dabei wird die Reaktion durch die schnelle Anderung der
Losungsmittelzusammensetzung, der Temperatur oder des pH-Wertes gestartet. Bei einem
klassischen Proteinriickfaltungsexperiment werden die fir die Entfaltung des Proteins
verwendeten chemischen Denaturantien soweit mit Puffer verdiinnt, dass die Renaturierung des
Proteins einsetzen kann. Der Aufbau des verwendeten Titrationskalorimeters etrlaubte es nicht,
solche Sprungexperimente durch die automatische Injektion der entfalteten Proteinlésung in die
Messzelle des Kalorimeters zu starten. Die Anwesenheit von hohen Konzentrationen an
chemischen Denaturantien wie GdmHCI oder Harnstoff in der Titrationsapparatur verhinderte
die Ausbildung einer fir die Messung notwendigen stabilen Basislinie. Der Grund dafiir liegt in
der offenen Konstruktionsweise des Kalorimeters. Das bedeutet, dass die zur Injektion des
Titranten verwendete Kantle offen in die Messzelle ragt. Ist der Konzentrationsgradient
zwischen den Losungen in der Titrationsapparatur und Messzelle zu grof3, verursacht die durch
Diffusionsprozesse ausgeloste Verdiinnungswirme eine zu starke Basisliniendrift. Aus diesem
Grund wurden die Sprungexperimente durch manuelle Injektion in die Messzelle gestartet, dabei
diente die Titrationsapparatur des Kalorimeters nur zum Rithren der Losung in der Messzelle.
Die Riuckfaltung von vollstindig entfalteter RNase A unter Bedingungen, welche den nativen
Zustand des Proteins stark stabilisieren (niedrige Konzentrationen an chemischen Denaturantien
im pH-Wert Bereich von 5 bis 8 und bei niedriger Temperatur) ist komplex [212]. Im vollstindig
entfalteten Zustand liegen mindestens funf RNase A-Spezies im Gleichgewicht vor (U, U, U,
U, und U"), welche unabhingig voneinander zum nativen Protein renaturieren. Unter stark
nativen Bedingungen falten die U und die Ug-Spezies innerhalb kurzer Zeit (im

Millisekundenbereich) zum nativen Protein [213].
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Die Konformation der vier Prolyl-Bindungen der U _-Spezies entspricht der des nativen Proteins.
Das heil3t, die Prolyl-Bindungen Y92P93 und N113P114 liegen in der ¢s-Konformation vor, und
die Prolyl-Bindungen K41P42 und V116P117 liegen in der #rans-Konformation vor [214]. U,
besteht aus zwei Spezies, welche je eine nicht native Prolyl-Bindung (N113P114 oder V116P117)
aufweisen. Beide schnell faltenden Spezies konnen mit der hier beschriebenen Methode nicht
beobachtet werden. Die U, -Spezies faltet im Bereich von wenigen Sekunden zuriick und kann
ebenfalls nicht beobachtet werden [126].

Die zwei langsam faltenden Spezies Ug' und Ug" enthalten mehrere der Prolyl-Bindungen in einer
nicht nativen Konformation [215]. U" besteht aus zwei ungefalteten Spezies, wovon eine die
nichtnativen Prolyl-Bindungen #ans-Y92P93 und #ans-N113P114 aufweist, und die zweite die
nichtnativen Prolyl-Bindungen #ans-Y92P93 und ws-V116P117 zeigt [215]. Der Faltungsweg der
U."-Spezies verliuft tiber mindestens zwei Faltungsintermediate 1, und I [125, 212, 216]. Das
zeitig gebildete Faltungsintermediat I; entsteht unter stark nativen Bedingungen nach weniger als
100 ms, es ist durch ein bereits gut ausgebildetes Netzwerk von Wasserstoffbriickenbindungen
gekennzeichnet. Aulerdem sind Teile der Sekundirstrukturelemente des nativen Proteins bereits
ausgepragt, z.B. zwei von drei Helices (Reste 24-34 und Reste 50-60) sowie eine 3-Faltblattregion
(Reste 79 bis 118) [217, 218]. Das nachfolgende I-Intermediat ist kompakt gefaltet und bereits
enzymatisch aktiv, jedoch weist es noch immer mindestens eine inkorrekte Prolyl-Bindung auf
[212]. Dieses Intermediat unterscheidet sich in seinen UV-Vis-spektroskopischen Figenschaften
kaum vom nativen Protein, kann jedoch durch fluoreszenzspektroskopische Methoden detektiert
werden [124]. Das Verhaltnis zwischen den Summen aller schnell und langsam faltenden Spezies
betrigt 20 zu 80 [212, 219-223]. Dabei machen U 70-60% und U] 10-20% der gesamten
entfalteten Spezies aus. Die Faltung der U/'-Spezies verlduft wahrscheinlich ebenfalls iiber
Faltungsintermediate, welche jedoch noch nicht im Detail charakterisiert sind [224]. Wahrend der
Faltung zum nativen Protein miissen die nichtnativen Prolyl-Bindungen in Position Y92P93,
N113P114 und V116P117 dieser Spezies ihre native Konformation ausprigen [215]. Im
Gegensatz zur hier beschriebenen Methode nutzen optische Methoden die Absorption- bzw.
Fluoreszenzinderungen von drei der im Protein vorhandenen Tyrosyl-Resten des Proteins (Y25,
Y92, und Y97), um den Grad der Faltung des Proteins zu bestimmen [220, 225]. Es ist bekannt,
dass mittels UV-Vis-spektroskopischer Methoden im Falle der U_"-Spezies nicht die Bildung des
nativen Proteins, sondern eines unter stark nativen Bedingungen stabilen Faltungsintermediats
(Iy) beobachtet wird [226]. Durch die Verwendung von fluoreszenzspektroskopischen Methoden
ist es jedoch méglich, die Umwandlung von I zu N zu beobachten [225].

Die normalerweise komplexe Rickfaltungskinetik von RNase A ist unter den hier verwendeten

und in Abschnitt 4.3.1 beschriebenen Bedingungen stark vereinfacht. Hohe Konzentrationen an
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GdmHCI im Rduckfaltungsansatz vermindern oder verhindern die Akkumulation von
Faltungsintermediaten [125, 216]. Deshalb gehorcht die gesamte Ruckfaltungskinetik der zwei
U,-Spezies einem Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung (Abbildung 20B). Durch die im
Abschnitt 4.3.1 dargelegten Versuche konnte nachgewiesen werden, dass das nach der Injektion
von entfalteter RNase A gemessene Signal durch die Renaturierung des Proteins zustande
kommt. Die kalorimetrisch bestimmte Zeitkonstante von k; =541+30 s stimmt sehr gut mit der
durch optische Methoden bestimmten Konstante von rund 500 s iberein [125]. Unter diesen
Bedingungen konnte festgestellt werden, dass die mit der Ruckfaltung assoziierte
Wirmefreisetzung linear von der eingesetzten RNase A-Stoffmenge abhingt (Abbildung 21B).
Die Empfindlichkeit dieser Methode ist ausreichend, um der Renaturierung von rund 0,8 mg
RNase A mit gutem Signal-zu-Rauschverhaltnis folgen zu konnen. Die Totzeit der Methode
erlaubt es aber nicht, die Rickfaltung der schnell faltenden Spezies (U, und Uj) zu beobachten.
Daraus folgt, dass die mit der Ruckfaltung assoziierte Wirmefreisetzung nur aus dem
Faltungsprozess der zwei Ug-Spezies resultiert. Entsprechend ergibt sich die im Abschnitt 4.3.1
ermittelte Faltungsenthalpie von AHy,,,,=-10,9%1,5 kcal mol " ebenfalls nur aus der Faltung der
U,-Spezies. Um diesen Wert mit einer durch DSC-Messungen unter sehr dhnlichen Bedingungen
ermittelten Entfaltungsenthalpie vergleichen zu kénnen, muss dieser um den fehlenden Betrag
der Ui und U, -Spezies korrigiert werden. Unter der begrindeten Annahme, dass sich die
Faltungsenthalpien der verschiedenen Spezies nicht unterscheiden [222], ergibt sich fir
AHy 0 =-13,611,9 keal mol'. Mittels DSC-Messungen wurde fiir RNase A bei 25°C eine
Entfaltungsenthalpie von 36,6 kcal mol” ermittelt. Mit Hilfe der fiir diesen Prozess gemessenen
Anderung der Wirmekapazitit von AC,=1,57 kcal mol”" K" errechnet sich dementsprechend fiir
(10°C)=13 kcal mol" [227]. Da die Faltung und
-AH

10°C eine Entfaltungsenthalpie von AH

Entfaltung

Entfaltung von RNase A vollstindig reversibel verlduft, gilt AH Damit stimmt

Faltung: Entfaltung*

der mittels DSC gemessene Wert innerhalb der Fehlergrenzen gut mit dem hier ermittelten Wert
tberein. Diese Ergebnisse zeigen am Beispiel der RNase A, dass die beschriebene Methode es
ermoglicht, langsame Faltungsvorginge mittels Kalorimetrie zu beobachten und damit simultan
sowohl die Faltungskinetik als auch den mit der Faltung assoziierten Warmeaustausch bestimmen
zu kénnen.

Um eine universelle Einsetzbarkeit dieser Methode zu gewihrleisten, wurde untersucht, ob die
komplexe Faltungskinetik von RNase A, welche mittels optischer Methoden unter stark nativen
Bedingungen beobachtet wurde, auch mittels Kalorimetrie messbar ist. Im Gegensatz zu den im
vorangegangenen Abschnitt beschriebenen Experimenten ist die GdmHCI-Konzentration im
Rickfaltungsansatz zu gering um Faltungsintermediate zu destabilisieren. Unter stark nativen

Bedingungen wurde fir die Renaturierung von RNase A eine biphasische exotherme Reaktion
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mit Zeitkonstanten von 102128 und 454%22 s beobachtet (Abbildung 22). Ein direkter Vergleich
mit den durch UV-Vis-Spektroskopie erhaltenen Zeitkonstanten ist schwierig, da die langsamen
Faltungsreaktionen unter stark nativen Faltungsbedingungen zum Teil an Funktionen angepasst
wurden, welche entweder zwei oder drei exponentielle Glieder aufwiesen [123-125]. Daraus
ergaben sich fir die gleiche Kinetik bei 10°C z.B. Zeitkonstanten von entweder 24,6+1,5 s und
15535 s oder 20,0+2s, 59,4+10s und 618+200s [123]. Fur 5°C wurden von Houry und
Scheraga Zeitkonstanten fiir die Faltung der U"-Spezies von 29,5+1,2 s und fiir die U_-Spezies
von 311129 s gemessen [120]. Die mittels Kalorimetrie beobachtete biphasische Kinetik legt
nahe, dass mit dieser Methode ebenfalls die Renaturierung der U_" (schnelle Phase) als auch der
U_-Spezies (langsame Phase) beobachtet werden kann. Ein weiteres Indiz dafiir, dass die mittels
Kalorimetrie bestimmten Kinetiken aus der Faltung der U bzw. U"-Spezies resultieren, ergibt
sich aus dem Verhaltnis der mit den Faltungsphasen assoziierten Enthalpien. Mit der schnelleren
Phase ist eine Wirmefreisetzung von -16,8+1,3 kcal mol" und mit der langsameren Phase von
-3%0,13 kcal mol" verbunden. Damit verhalten sich beide Phasen im Verhiltnis von rund 5,5 zu
1. Das molare Verhiltnis von U zu U wurde mit Werten von 7 zu 1 bis 4 zu 1 bestimmt [126,
212, 220].

Die Unterschiede zwischen den hier kalorimetrisch und den in der Literatur optisch bestimmten
Zeitkonstanten kénnten darauf zuriickzufithren sein, dass verschiedene Abschnitte der jeweiligen
Faltungsprozesse beobachtet werden. So ist es im Falle der Renaturierung der Ug"-Spezies
aufgrund der Totzeit der kalorimetrischen Methode nicht méglich, die relativ schnelle Bildung
von zeitigen Faltungsintermediaten zu erfassen. Damit beschrankt sich die erfassbare Reaktion
auf die Bildung des Faltungsintermediates (I) bzw. des nativen Proteins (N). Da sich Iy und N
nur durch die Konformation von Prolyl-Bindungen unterscheiden, sollte dieser Prozess nur eine
geringe oder gar keine Anderung der Enthalpie zu Folge haben. Dies ist, wie bereits oben
beschrieben, fiir die schnellere der beiden kalorimetrisch messbaren Faltungsphasen nicht
gegeben. Da bei dieser Reaktion rund 40% der gesamten Faltungsenthalpie von -42 kcal mol”
[227] freigesetzt werden, muss angenommen werden, dass sich im Verlauf des beobachteten
Faltungsschrittes wesentliche strukturelle Anderungen im Protein zutragen. Dieser Wert ist zu
grof3, als dass er durch eventuelle exotherme intramolekulare Interaktionen, die nach der
Isomerisierung der prolyl-Bindung  stattfinden, hervorgerufen werden konnte. Diese
Beobachtung spricht eher daftir, dass wihrend der schnelleren Faltungsphase die Umwandlung
eines frithen Faltungsintermediates mit noch wenigen intramolekularen
Wasserstoffbriickenbindungen (I,) zum nativ-dhnlichen Intermediat (I) beobachtet wird. Dies
widerspricht jedoch der Beobachtung, dass das frithe Faltungsintermediat mit einer Zeitkonstante

von nur 25s bei 10°C gebildet wird [216]. Unter der Annnahme, dass die langsame
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Faltungsphase mit der Faltung der U/'-Spezies assoziiert ist, ergibt sich ebenfalls eine
betrichtliche Enthalpiednderung, wenn man beachtet, dass diese Spezies nur zu 10% zu Beginn
der Reaktion vorliegt. Durch die hier aufgefiihrten Untersuchungen unter stark nativen
Bedingungen kann noch nicht endgiltig festgestellt werden, ob die beobachteten Kinetiken die
gleichen Faltungsprozesse beschreiben wie die mittels optischen Methoden bestimmten
Kinetiken.

Der beschleunigende Einfluss einer PPlase auf die Faltungskinetik bestitigt die oben genannte
Vermutung, dass das beobachtete kalorimetrische Signal aus den langsamen Faltungsprozessen
der RNase A resultiert. Da PPlasen ausschlieBlich die ¢is/#rans-Isometisierung von Prolyl-
Bindungen katalysieren, missen die beobachteten Faltungsphasen mit solchen Prozessen
assoziiert sein. Die Totzeit der Methode sowie die kleine Amplitude der langsamen Phase
erlauben es nicht, den Einfluss von L.p.Mip auf die Kinetiken quantitativ zu analysieren. Durch
den beschleunigenden Effekt der PPlase ist ein exakter Fit der beiden Phasen nicht mehr
moglich. Es kann jedoch festgestellt werden, dass eine steigende PPlase-Konzentration
hauptsichlich die schnellere Faltungsphase beeinflusst.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass langsame Faltungsprozesse durch die hier
vorgestellte kalorimetrische Methode beobachtet werden kénnen, die quantitative Interpretation
einer Faltungskinetik und des gemessenen Wirmeaustauschs jedoch nur dann mdoglich ist, wenn
die beobachtete Reaktion ausreichend langsam (im Verhiltnis zur Totzeit der Methode) und
moglichst nach einer einfachen Kinetik verlauft.

Diese Bedingungen sind z.B. bei der cis/ trans-Isomerisierung von Prolyl-Bindungen in Peptiden
erfullt. Die mittels pH-Wert-Sprung gemessenen Geschwindigkeitskonstanten der cis- nach #rans-
Isomerisierung von AP und AAP bei 10°C und pH 7,5 von 0,43:10” s bzw. 0,46:10” s stimmen
sehr gut mit dem durch spektroskopische Methoden bestimmten Wert von 0,42:107 s iiberein
[92]. Der aus der Temperaturabhingigkeit dieser Geschwindigkeitskonstante berechnete
AG*Wert der cs- nach frams-Isomerisierung von rund 21 kcal mol” entspricht ebenfalls den
mittels kapillarelektrophoretischer und spektroskopischer Methoden bestimmten Werten, welche
im Bereich von 18,1 bis 21,9 liegen [92, 228, 229]. Auffillig ist hingegen, dass die Betrige der
mittels pH-Wert-Sprung kalorimetrisch ermittelten Werte fiir AH” im Vergleich mit den durch
die mittels Gleichung 9 aus der Temperaturabhingigkeit der Gleichgewichtskonstanten
berechneten Konstanten unter allen Bedingungen um bis zu 0,7 kcal mol" gréBer waren. Wenn
die Sprungexperimente mit der LiCl/TFE-Methode durchgefithrt wurden, zeigte sich eine noch
gréBere Diskrepanz von rund 3 kcal mol”. Qualitativ kann festgestellt werden, dass das #rans-
Isomer der untersuchten Peptide enthalpisch begiinstigt war. Diese qualitative Beobachtung

wurde fiir eine Reihe von prolinhaltigen Oligopeptiden gemacht (GP, AH’,,=-1 kcal mol; Ac-
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GP-OMe, AH",=-1,3 kcal mol"'; DWPG, AH’,,=-0,75 kcal mol") [27, 230, 231]. In allen in
Abschnitt 4.3.3 beschriebenen Experimenten, in welchen eine Netto-Umwandlung von ¢s- zu
trans-Isomeren auftrat (pH-Wert-Sprung von pH 7,5 zu pH 2,1 oder LiCl/TFE-Sprung), wurde
eine exotherme Reaktion beobachtet, wihrend endotherme Reaktionen fiir die Umwandlung von
trans- zu cis-Isomeren beobachtet wurde.

Die Genauigkeit der hier beschriebenen Ergebnisse hingt stark davon ab, wie prizise die
Konzentrationen der Peptide im Messansatz sowie deren «s-Gehalt vor und nach dem
Sprungexperiment bestimmt werden koénnen. Da eine einfache, direkte Bestimmung der
Peptidkonzentration im Messansatz z.B. mittels UV-Vis-Spektroskopie nicht moglich war,
wurden nur die Peptidkonzentrationen der verwendeten Stammlésungen mittels NMR-
Spektroskopie ermittelt und die jeweiligen Konzentrationen in der Messzelle errechnet.
Ungenauigkeiten in der Peptidkonzentration bzw. im «¢s-Gehalt kénnten fiir einen Teil der hier
beobachtenden Diskrepanzen verantwortlich sein. Des Weiteren konnen die deutlichen
Unterschiede zwischen den mittels pH-Wert-Sprung und LiCl/TFE-Sprung ermittelten
Parametern zu einem Teil auf unterschiedliche Reaktionsbedingungen zurtickgefithrt werden. Der
Messansatz enthielt unter den hier beschriebenen Bedingungen immerhin 6% TFE.

Diese Ergebnisse untermauern die durch die Ruckfaltungsexperimente von RNase A
gewonnenen Erkenntnisse, wonach mit dieser Methode ecine kinetische sowie eine
thermodynamische Charakterisierung von langsamen konformationellen Prozessen sowohl in

Proteinen als auch in Peptiden méglich ist.
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6 Zusammenfassung

6.1 Kalorimetrische Untersuchungen zu PPIase/Ligand-
Wechselwirkungen

Die kalorimetrische Untersuchung der hCyp18/ CsA-Interaktion erbrachte die folgenden Ergebnisse:
1. Anders als aus den bereits publizierten Daten tber diese Wechselwirkung geschlossen werden
kann, ist der K,-Wert des CsA/hCypl8-Komplexes sehr dhnlich zur kinetisch ermittelten
Inhibitionskonstante K. Die Dissoziationskonstante dndert sich nur wenig in Abhingigkeit von
Pufferzusammensetzung, Temperatur und pH-Wert.
2. Die Wechselwirkung zwischen Ligand und Protein wird bei 25°C ausschlieBlich durch die
Enthalpie der Bindung (AH,;-(25°C)=-14,7£0,3 kcal mol ') vermittelt, die Entropie der Bindung
(TAS(25°C)=-3,9 kcal mol" K") wirkt der Interaktion entgegen.
3. Aus dem gemessenen stark negativen Wert fiir AC, von (AC,=-435 cal mol' K'') kann
geschlossen werden, dass die Wechselwirkung zwischen CsA und hCyp18 zum grof3en Teil durch
nichtpolare Interaktionen vermittelt wird. Dies steht jedoch im Widerspruch zum in Punkt 2
aufgefihrten Ergebnis.
4. Kalorimetrische Untersuchungen in Loésungen mit 30% Glycerol sowie in schwerem Wasser
zeigten, dass hydrophobe Interaktionen fir die CsA/hCypl8-Bindung nicht wie bisher
angenommen von herausragender Bedeutung sind.
5. Die beobachtete pH-Wert-Abhingigkeit der Wechselwirkung kommt zu einem grofen Teil
durch die Protonierung des Restes H126 im aktiven Zentrum von hCyp18 zustande.
0. Aus dem Vergleich der thermodynamischen Konstanten der hCypl18/CsA bzw. der
hCyp18/Substrat-Interaktion konnte geschlussfolgert werden, dass CsA Eigenschaften einer
tbergangszustandanalogen Verbindung aufweist. Diese Vermutung konnte mittels struktureller

Vergleiche von verschiedenen hCyp18/Ligand-Komplexen untermauert werden.

Die kalorimetrische Untersuchung der hPin1 [/ Ac-Phe-DThr(PO,H,)-Pip-Nal-Gin-NH ,-Interaktion fiibrte 3u
Jfolgenden Ergebnissen:

1. Der Ligand Ac-Phe-DTht(PO;H,)-Pip-Nal-Gln-NH, wird bei 10°C von hPinl mit einem
Ky-Wert von 20 nM gebunden. Dieser Wert stimmt gut mit dem aus kinetischen Messungen
bestimmten K-Wert von 40 nM bei 10°C tberein.

2. Der Inhibitor wird ausschlieBlich von der PPIase-Domine des hPinl komplexiert.

3. Die Wechselwirkung zwischen Ligand und Protein wird bei 25°C sowohl durch die Enthalpie
der Bindung (AH;(25°C)=-6,6 kcal mol") als auch durch die Entropie der Bindung
(TAS;(25°C)=3,6 kcal mol") vermittelt.
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5. Die Wechselwirkungen zwischen Ligand und Protein sind zu fast gleichen Teilen auf polare
und nichtpolare Wechselwirkungen zurtckzufthren.

6. Die Erhohung der Ionenstirke des Messansatzes verringert die Ligand/hPin1 AWW-Affinitit
stark, dies ist auf die herausragende Bedeutung der phosphorylierten Seitenkette des Liganden
zuriickzufthren.

7. Die Interaktion der Phosphat-Gruppe des Inhibitors mit den Resten R69 und 1.63 des hPinl
konnte nachgewiesen werden.

8. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Interaktion von Ligand und hPinl #icht, wie zuvor
vermutet wurde, zu einer induzierten Anderung der Konformation der B1/a1-Schleife oder einer
Anderung der Interaktion zwischen PPlase-Domine und WW-Domine fiihrt.

9. Die pH-Wert-Abhingigkeit der Bindungsaffinitit ldsst darauf schlieen, dass der Ligand in
seiner dianionischen Form am besten von hPinl erkannt und gebunden wird. Dabei konnte
festgestellt werden, dass bei pH 5,5 wihrend der Wechselwirkung zwischen Ligand und
hPin1 AWW rund 0,8 Protonen je Komplex freigesetzt werden, wogegen kein Protonentransfer
bei pH 7,8 erfolgte.

10. Die Interaktion eines Substrates (Ac-AA(p)SPR-pNA) mit hPinl zeigte bei 20°C eine
vergleichbare Enthalpie der Bindung wie der zuvor charakterisierte Inhibitor, was auf dhnliche

molekulare Grundlagen der Interaktion schlief3en lasst.

6.2 Enzymkinetische Untersuchungen zu vier Vertretern der drei
bekannten PPIase-Familien

Die engymkinetischen Untersuchungen von hCyp18, hPinl, E. coli Parl0 und hPin1 ergaben folgende Resultate:
1. Unter Verwendung von iz vitro-PPlase-Aktivititstests konnte festgestellt werden, dass die
Katalyse der Enzyme hCyp18, hPinl und E. /i Par10 diffusionskontrolliert verlauft.
2. Die Aktivitit von hFKBP12 ist unabhingig von der Diffusionsgeschwindigkeit der Substrate.
3. Alle untersuchten PPlase-Vertreter zeigten einen inversen kinetischen Losungsmittel-
isotopeneffekt im Bereich von 0,52 bis 0,86.
4. Die Stirke des Isotopeneffekts muss fur die diffusionskontrollierten Vertreter um die
Viskosititsinderung, die durch die Verwendung von schwerem Wasser hervorgerufen wird,
korrigiert werden, um interpretierbare Ergebnisse zu erhalten.
5. Die Enzymaktivitit und der beobachtete inverse KSIE fir hCypl8 verringern sich mit
steigender Jonenstirke des Messansatzes.
0. Die Enzymaktivitit und der KSIE von E. ¢/ Par10 sind nicht wesentlich ionenstirkeabhingig.
7. Hohe Ionenstirken im Messansatz aktivieren hFKBP12, haben jedoch nur einen geringen

Einfluss auf den bestimmten KSIE.
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8. Aus den Ergebnissen der Protonen-Inventur-Experimente konnte geschlussfolgert werden,
dass sich die Ubergangszustinde der hCyp18- und E. /i Par10-katalysierten Reaktion gleichen
und sich von dem des hFKBP12 unterscheiden.

9. Aus dem Vergleich der kinetischen und strukturellen Eigenschaften von hCypl8 und
E. cli Par10  konnte geschlussfolgert werden, dass beide FEnzyme einen verwandten
Katalysemechanismus aufweisen. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die positive
Partialladung des Carbonlykohlenstoffs der Prolyl-Bindung im Ubergangszustand durch ein
polarisiertes Wassermolekdl stabilisiert wird.

10. Heterolog in E. co/i exprimierte Enzymvarianten des hCyp18 mit Restaktivititen unterhalb
0,1% sind oftmals mit E. /i CypA verunreinigt, und enzymkinetische Untersuchungen fihren
daher zu falschen Ergebnissen. In der Literatur beschriebene Aktivititen solcher Varianten
wurden Gberprift und korrigiert. Es konnte ein Schnelltest entwickelt werden, um den Grad der

E. coli CypA-Kontaminierung zu quantifizieren.

6.3 Beschreibung einer neuen kalorimetrischen Methode zu Analyse
von langsamen Konformationsinderungen in Peptiden und
Proteinen

1. Fir RNase A und eine Reihe von prolinhaltigen Di- bzw. Oligopeptiden konnte nachgewiesen
werden, dass es moglich ist, mittels einer neuen kalorimetrischen Methode sowohl die Kinetik als
auch die Thermodynamik von langsamen konformationellen Anderungen, am Beispiel der
cis/ trans-Isomerisierung der Prolyl-Bindung, direkt zu messen.

2. Die Methode erlaubt es, eine Vielzahl von verschiedenen etablierten Sprungmethoden zu
verwenden, um das ¢/ #rans-Gleichgewicht der Prolyl-Bindung von Peptiden bzw. die native
Struktur von Proteinen zu storen.

3. Die erhaltenen Ergebnisse stimmen gut mit den in der Literatur beschrieben Werten tberein.
Die Anwendung dieser Methode auf weitere Proteine und/oder Oligopeptide in Kombination
mit der PPlase-katalysierten Beschleunigung dieser Reaktionen kann das Verstindnis der

Proteinfaltung und des Katalysemechanismus der PPlasen erweitern.
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Tabelle 7-1: Ubersicht tiber Cyclophiline, deren PPlase-Aktivitit mittels eines in vitro-
PPlase-Aktivititstest experimentell untersucht wurde. Wenn nicht anders vermerkt, wurde
der proteasegekoppelte PPlase-Aktivititstest mit dem Substrat Suc-AAPF-pNA verwendet.

Organismus Name des Enzyms/ Swissprot- Kiat/Km (M1 s1) | Ref.
generischer Name Datenbank-Eintrag
A. nidulans CypB / Cyp23 094190 aktiv [232]
A. niger CypA / Cyp19 094184 aktiv [233]
A. niger CypB / Cyp23 Q8X166 aktiv [234]
A. thaliana AtCyp22 P34790 5,7-100 [235]
A. thaliana AtCyp28 P34791 aktiv [2306]
B. malayi Cyp-1 / Cyp98 Q27450 7,5-100 [237]
B. malayi Cyp-2 / Cyp19 Q17246 1,23-107 [238]
B. subtilis PPiB / Cyp15 P35137 1,1-106 [239]
B. tanrus CypA / Cyp18 P04374 1,3-107 [51]
B. tanrns CypB / Cyp23 P80311 3,0-100 [240]
C. albicans Cypl / Cyp18 P22011 aktiv [241]
C. elegans cyp-1 / Cyp21 P52009 7,0-104 [242]
C. elegans cyp-2 / Cyp18.,5 P52010 6,1-105 [242]
C. elegans cyp-3 / Cyp18,6 P52011 3,6:105 [242]
C. elegans cyp-4 / Cyp59 P52012 1,8-104 [242]
C. elegans cyp-5 / Cyp22 P52013 7,410 [242]
C. elegans cyp-6 / Cyp21,9 P52014 8,4-100 [242]
C. elegans cyp-8 / Cyp54 P52016 1,95-10¢ [242]
C. elegans cyp-9 / Cyp36 Q09637 1,5-104 [242]
C. elegans Cyp-10 / Cyp18 P52017 1,9-10 [242]
C. elegans Cyp-11 / Cyp20 P52018 1,5-104 [242]
C. elegans CeCyp-16 / Cyp25 QIXXI7 21039 [243]
D. discoideum CypE / Cyp17 QINI62 aktiv [244]
D. melanogaster | Moca-CypA / Cyp113 QSISES5 5,610 [245]
D. immitis Dicyp-3 / Cyp60 061300 3,95-105 [2406]
E. coli CypA / Cyp20 P20752 5,71-107 [45]
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E. coli CypB / Cyp18 P23869 0,74-107 [45]

E. histolytica EhCyp / Cyp18 015729 aktiv [247]
H. cutirnbrum Cyp19 050586 aktiv [248]
H. sapiens NKCR_HUMAN / Cyp166 P30414 7,5:10° [249]
H. sapiens Cyp 40 Q08752 1,9-100 [250]
H. sapiens SnuCyp-20 043447 aktiv [251]
H. sapiens Cyp18 P05092 1,3-107 [107]
H. sapiens CypB / Cyp23 P23284 1,1-107 [252]
H. sapiens CypF / Cyp22 P30405 2,3-107 [252]
L. esculentum CypA / Cyp18 P21568 aktiv [253]
L. major LmCyp19 002614 1,6-100 [254]
L. pnenmophila IpCyp18 Q48822 4,6:100 [255]
N. crassa CPH / Cyp24 P10255 2,8-100 [250]
N. crassa NcCyP41 QI9P3X9 6,510 [257]
O. volvulns OvCypl6 QB8IA80 5,2:10%29 [243]
Onpinomyces sp. CypB / Cyp22 Q01490 9,3-100 [258]
P. falciparnm PFCyP / Cyp25 Q81654 aktiv [259]
P. falciparum PFCyP / Cyp22 QS8IIKS 2,3-100 [260]
R. norvegicus Matrin CYP / Cyp88 055035 1,0-100 [261]
R. norvegicus CypF / Cyp22 P29117 0,9-10¢ [262]
S. cerevisiae Cprl / Cypl7 P14832 aktiv [263]
S. cerevisiae Cpt3 / Cyp20 P25719 5,8:100 [264]
S. cerevisiae Cpt6 / Cyp42 P53691 5-10° [265]
S. cerevisiae Cpt7 / Cyp45 P47103 7-104 [260]
S. mansoni SmCypB / Cyp23 Q26551 8,2:10° [267]
S. mansoni SmCypA / Cyp31 Q26548 3,65-10° [267]
S. mansoni Smp17,7 Q26565 aktiv 9 [268]
S. pombe SpCyp3 / Cyp19 074729 1,5-100 [269]
S. chrysomallus ScCYPA / Cyp18 Q006118 3,73-10¢ [270]
S. chrysomallus ScCYPB / Cyp19 P77949 7,5:100 [271]
T. cruzi TcCyP19 AI0218729 aktiv [272]

T. gondii cypl18,5 Q26994 aktiv [273]

T. gondii cyp20 Q26995 aktiv [273]

T mentagrophytes Cypl3 B019518 aktiv [274]
1. tridentatus CypG / Cyp24 044073 1,8-1059 [275]
T inflatum / Cyp25 Q99009 aktiv [270]
V. faba CypB / Cyp27 Q41651 aktiv [277]
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X. Jaevis XICyp / Cypl7 AJ496799 1,1-107 [278]
7. mays 2mCyp18 P21569 1,1-107 [279]
7. mays CypB Q10724% 2,5107 [279]

Die aufgefiihrten enzymatischen Konstanten wurden wie in den jeweiligen Publikationen
beschrieben erhalten. Der generische Name wurde angegeben, wenn der in der Publikation
verwendete Name nicht der allgemeinen Konvention entsprach. Fur PPlasen besteht der
generische Name aus der Abkirzung der der PPlase-Familie, gefolgt vom gerundeten

Molekulargewicht.
a) Suc-AVPF-pNA wurde als Substrat verwendet.

b) Die Anzahl der aktiven Zentren fir diese Enzyme wurden bestimmt [280].

¢) Suc-ALPF-pNA wurde als Substrat verwendet.

d) Das verwendete Substrat wurde nicht beschrieben.

e) Kein Swissprot-Datenbank-Eintrag vorhanden, deshalb wurde die SRS EMBL | nucleotide
accession number* aufgefiihrt.
f) Suc-AAPF-mca wurde als Substrat verwendet.

@) Kein Swissprot-Datenbank-Eintrag vorhanden, deshalb wurde die SRS EMBL ,,protein
accession number® aufgefiihrt.

h) Keine Sequenzdaten verfigbar.

Tabelle 7-2: Eintrage von Cyclophilinen in der Proteinstrukturdatenbank

Organismus | Name des | Anzahl der RCSB-Datenbank-Eintrag
Enzyms Strukturen
H. sapiens Cyp18 45 lak4, lawq, lawr, laws, lawt, lawu, 1bck, 1cwa, 1cwb,
lewe, Tewt, Tewh, lewi, 1ewj, Tewk, lewm, 1ewl, Tewo,
lcya, leyb, 1fgl, 1m63, 1m9c, 1m9d, 1m9e, 1m9f, 1m9x,
1m9y, 1mf8, 1mik, 1nmk, loca, 1rmh, 1vbs, 1vbt, 2cpl,
2cyh, 2rma, 2rmb, 3cyh, 3cys, 4cyh, 5Scyh, 1w8l, 1w8m,
1w8v
H. sapiens CypB 1 lcyn
H. sapiens SnuCyp-20 2 1mzw, 1qoi
H. sapiens CypD 2 2biu, 2bit
B. malayi CYP-1 3 1258, 1233, 1c5f
M. musculus CypA 1 1w74
M. tuberculosis CypC 1 2rmce
C. elegans Cyp-3 3 1dyw, 1e3b, 1e8k
C. elegans Cyp-5 1 Thop
P. falciparum Cyp18 2 1qng, 1qnh
B. taurus Cyp40 2 1lihg, liip
E. coli CypB 4 1clh, 1csa, 1v9t, 1vai, 1j2a
E. coli CypA 2 1lop, 2nul
S. cerevisiae Cpr-1 1 1ist
M. tuberculosis PPIA 1 1w74
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Tabelle 7-3: Konservierte Aminosidurereste im aktiven Zentrum der auf ihre enzymatische
Aktivitit untersuchten Cyclophiline. Die Aktivitdt wurde mit dem Substrat Suc-AAPF-pNA

gemessen.
Aminosiurerest | Anzahl der Organismus / Name des | Austausch | ki./Km | Swissprot-
(hCyp18- Austausche Proteins zu (M-1s1) | Datenbank-

Nomenklatur) Eintrag

157 6 C. elegans | Cyp-9 \4 1,5-104 Q09637

C. elegans | Cyp-16 \Y% 2:1032 QIXXI7

R. norvegicus / Mattin CYP \Y 1,0-10¢ 055035

H. sapiens / NKCR_HUMAN \Y% 7,5105 P30414

S. cerevisiae | Cpt7 \4 7-104 P47103

D. melanogaster /| Moca-CypA Y 5,6:104 QS8ISES5

N102 5 E. coli | CypA T 5,71-107 P20752

E. cli / CypB T 06,74-107 P23869

B. subtilis /| PPiB H 1,1-100 P35137

L. pneumophila | Cyp18 R 4,6:100 Q48822

O. volvulus / Cypl6 S 5,2:1022 QB8IA80

L122 1 C. elegans | Cyp-9 C 1,5-104 Q09637

H126 4 E. cli | CypA Y 5,71-107 P20752

E. cli / CypB Y 0,74-107 P23869

C. elegans / Cyp-10 Y 1,9-104 P52017

P. falciparum | CyP N n. b. Q8I6S4

Das Enzym war mit dem Substrat Suc-AAPF-pNA nicht aktiv, der Wert wurde mit dem
Substrat Suc-ALPF-pNA bestimmt.
Die Reste R55, F60, Q63, A101, Q111 und F113 waren in allen Sequenzen konserviert.

Tabelle 7-4: Relative Aktivititen von rekombinant exprimierten hCyp18-Varianten [57]

Protein | % Aktivitit relativ
zum Wildtyp
Wildtyp 100
H54Q 15,0
R55A 0,1
FG6OA 0,32
QI111A 15,0
F113A 3,0
W121A 8,7
H1206Q 0,53
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Anhdnge

Tabelle 7-6: Eintrage von FKBP in der Proteinstrukturdatenbank

Organismus Name des Anzahl der RCSB-Datenbank-Eintrag
Proteins Strukturen
A. thaliana AFKBP13 1 1u79
B. tanrus FKBP12 2 1fkk, 1fkl
C. elegans FKB-6 1 119h
E. coli FKPA 3 1q06h, 1q06i, 1q6u
E. coli Trigger-Faktor 1 1lip, Tw26
H. sapiens FKBP12 33 1a7x, laui, 1b6c, 1bkf, 1bl4, 1d6o, 1d7h, 1d7i,
1d7j, leym, 140, 1fab, 1fkb, 1fkd, 1fkf, 1fkg,
1fkh, 1fki, 1fkj, 1fkr, 1fks, 1fke, 1j4h, 1j4i, 1j4z,
1nsg, 1qpf, 1qpl, 1tco, 1fap, 2fke, 3fap, 4fap
H. sapiens FKBP12.6 1 1c9h
H. sapiens FKBP25 1 1pbk
H. sapiens FKBP52 4 1nla, 1p5q, 1qlc, 1qz2
H. sapiens FKBP51 1 1kto
L. pnennophila L.pMip 1 1£d9
M. genitalium Trigger-Faktor 1 Thxv
M. thermolithotrophicus MAK 1 1ix5
O. cuniculns FKBP59 2 1rot, 1rou
S. boliviensis FKBP51 1 1ktl
S. cerevisiae FKBP12 1 lyat
T. cruzi TcMip 1 Tjvw
V. cholerae Trigger-Faktor 1 1t11
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Tabelle 7-7: Katalytische Aktivitit von rekombinant exprimierten FKBP12-Varianten,

bestimmt mit dem Substrat Suc-ALPF-pNA.

Enzym Kiae/ Km (M1 s71) Kum Kucat Ref.
Wildtyp 1,2:106b) 5104 M) 600 s-1b) [308]
3,5-1069 [308]

1,2 40,4106 [67]

2,2 40,2106 [309]

3,6:1069 0,9-1,3-103M9 | 1000-1300 s-1 | [81]

Y26F ~1-1059 [308]
F36L ~ 41069 [308]
D37V 31059 [308]
D37L 6,6+0,410%) [67]
R42A 1,1£0,2:106 [309]
F46L ~ 51069 [308]
F48L ~0,9-106 [308]
Q53A 1,8+0,4-106 [309]
W59A ~1-1059 [308]
Y82L 3,6:10% 0,7-1,0-10- M9 20-24 519 [81]
Y82F 2,6:10%) 2,9-10-+ MP) 75 s1b) [308]
Y26F/Y82F 6,4-10%) 7,5:10-4 Mb) 48 s1b) [308]
H87A 1,9+0,2-106 [309]
F99Y 6,410%) [67]

a) Die Werte wurden von einem Diagramm abgelesen, der Aktivitdtstest wurde bei
durchgefihrt.

b) Der Aktivititstest wurde bei 5°C durchgefiihrt.

¢) Der Aktivitdtstest wurde bei 10°C durchgefiihrt.

15°C
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Tabelle 7-9: Eintrage von Parvulinen in der Proteinstrukturdatenbank

Organismus | Name des Proteins | Anzahl der Strukturen | RCSB-Datenbank-Eintrag
H. sapiens Pinl 4 1nmv, 1nmw, 1pin, 1{8a
H. sapiens Parl4 2 leq3, 1fid
A. thaliana PinlAt 1 1j6y
C. albicans Essl 1 1ywb

E. coli Par10 2 1jns, 1jnt
E. coli SurA 1 1m5y

Tabelle 7-10: Absolute und relative Viskosititen der verwendeten Losungen bei 10°C in
35 mM HEPES (pH 7.8)

Anteil Glycerol Rohrzucker PVP360
Viskosogen Mabs el Tabs el Mabs Trel
(% w/w)
0 1,3 1 1,3 1 1,3 1
0,5 n. b. n. b. n. b. n. b. 3.5 2,7
1,5 n. b. n. b. n. b. n. b. 7,1 5,5
5 1,7 1,3 1,5 1,2 n. b. n. b.
10 1,98 1,5 1,7 1,3 n. b. n. b.
15 2,4 1,8 n. b. n. b. n. b. n. b.
20 2,8 2,2 2,6 2 n. b. n. b.
30 4,0 3,1 4,7 3,6 n. b. n. b.
40 6,3 48 9 6,9 n. b. n. b.

Die absolute Viskositit (1.,s) wurde in mPa s angegeben.

Tabelle 7-11: hCyp18/CsA-Interaktion, Temperaturabhingigkeit der Parameter Ka, AHrrc,
TASirc und AGrre in 25 mM Natriumphosphatpuftfer, pH 7,5

T (K) | AGyyc (kcal mol™) | K, (10°M™) | AH, 1 (kcal mol™) | TAS, . (kcal mol™)
278,5 10,3 1,1 5,7 45
2853 -10,5 1,0 -8,9 1,5
2930 -10,7 0,97 -12,1 -1,4
298,0 -10,9 0,88 -14,7 -3,8
3006,0 -10,7 0,46 -17,8 -7,0
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Tabelle 7-12: hCyp18/CsA-Interaktion, Temperaturabhingigkeit der Parameter Ka, AHrrc,
TASrrc und AGrrc in 30% Glycerol, 25 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,5

T (K) | AGyye (kcal mol™) | K, (10°M™) | AH,q (keal mol™) | TAS ;. (kcal mol™)
280,7 10,2 0,9 11,6 1,3
288,0 10,6 12 145 38
2932 10,6 0,86 16,0 5.4
298,0 10,5 0,61 18,6 78
303,0 10,2 0,25 212 11,0

Tabelle 7-13: hCyp18/CsA-Interaktion, Temperaturabhingigkeit der Parameter Ky, AHrrc,
TASrrc und AGrrc in DO, 25 mM Natriumphosphatpuffer pD 7,5

T (K) | AGyye (keal mol™) | K, (10°M™) | AHp. (keal mol™) | TAS ;. (kcal mol™)
280,7 10,7 2,1 6,2 45
2835 11,0 2,7 7 33
287,9 11,0 2.1 9.6 14
2932 11,2 23 11,6 0,3
298,0 11,1 15 148 3.6
303,0 11,0 0,79 17,1 6,2

Tabelle 7-14: hCyp18/Suc-AFPF-pNA-Interaktion, Temperaturabhingigkeit der Parameter
Ka, AHITc, TASy1c und AGITc, in 25 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,5

T (K) | AGyye (kcal mol?) | K, (10°M™) | AH ;. (kcal mol™) | TAS,; (kcal mol™)
2762 | -47 5,5 6,3 1,6
2787 | 47 52 6,7 19
283,1 | 46 3,5 72 2,7
2882 | 47 3,9 8,6 3,9
288,8 | 4.4 2 9.4 5,0
290,7 | -4,3 1,9 99 5,6
2932 | 43 15 103 6,0
2982 | 42 1.1 11,7 75
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Tabelle 7-15: Temperaturabhingigkeit des ¢is/trans-Gleichgewichts AAP bei pH 2,1 und
pH 7,5, ermittelt durch NMR-spektroskopische Untersuchungen (durchgefithrt von
Dr. Liicke)

T (K) | % cispH 7,5 | % cis pH 2,1
278 16,4 6,8
283 17,1 6,9
288 17,7 7.1
293 18,2 72
298 18,9 7,4

Tabelle 7-16: Temperaturabhingigkeit des s/ #rans-Gleichgewicht von AP pH 2,1 und
pH 7,5, ermittelt durch NMR-spektroskopische Untersuchungen (durchgefithrt von
Dr. Licke)

T (K) | % cispH 7,5 | % cis pH 2,1
278 34.4 8,6
283 355 8,9
288 36,7 9,2
293 37,8 9,6
298 39,2 9,9

Tabelle 7-17: Resultate der pH-Wert-Sprungexperimente einer wissrigen Losung AP pH 2,1
zu 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,5. Die Messung erfolgte mittels I'TC.

T (K) | k.,(s) | AH’,, (cal/mol)

2788 | 24104 | 2262,1

2832 | 4,3-10* | 2569,7
2852 | 5,510+ | 14571

2882 | 8,710+ | 2338,7

2932 | 1,8:103 | n.b.
2952 | 24103 | n. b.
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Tabelle 7-18: Resultate der pH-Wert-Sprungexperimente einer wissrigen Lésung AP pH 7,5
zu 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 2,1. Die Messung erfolgte mittels I'TC.

T (K) | k. /t(s'l) AH, /. (cal/mol)

278,2 | 1,1-103 | 13594

2832 | 1,0-10° | 1049,8

2832 | 2,5103 | n. b.
2852 | 2,9-103 | 12434

2882 | 3,910 | 13971
2932 | 6,310 | 14825
2982 | 9,710 | n. b.

Tabelle 7-19: Resultate der pH-Wert-Sprungexperimente einer wissrigen Losung AAP
pH 2,1 zu 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,5. Die Messung erfolgte mittels ITC.

T (K) | k... (s") | AH’,, (cal/mol)

2832 | 4,610+ | n.b.
2862 | 6410+ | 21627
2882 | 7,210* | n. b.

2802 | 1,010 | 22827
2902 | 1310 | 24981

2932 | 1,910 | 20221

2962 | 2,810 | 14421

Tabelle 7-20: Resultate der pH-Wert-Sprungexperimente einer wissrigen Losung AAP
pH 7,5 zu 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 2,1. Die Messung erfolgte mittels ITC.

T (K) | k. (s | AH’, /. (cal/mol)

2779 1103 | n. b.
281,3 2103 | 1021,3
2832 | 24103 | n. b.
2852 | 3,310 | 1468,6

2872 | 3,210 | 680,5
2802 | 4,610 | 14157

2022 | 54107 | 13364
2932 | 7-10% | 14407
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1.0 H0
(kkat/ I<M) / (kkat/ I<M) korrigiert
205

Tabelle 7-21: Resultate der LiCl/TFE-Sprungexperimente einer AP-Losung gelost in 0,47 M
LiCl/TFE zu 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,5. Die Messung erfolgte mittels ITC.

T (K) | k., (s") | AH’,, (cal/mol)

2852 | 810+ | 38156
2885 | 1,1-110° | n. b.
2809 | 1,3-10° | 42238

2942 | 25103 | 5321,8
296,2 | 2,7-103 | n.b.

298,2 | 3,810 | 2678,7
2982 | 3,910 | 1979,3

20 1

1,8 4

1.6

1.0 H.0
(kkat/ I<M> / (kkat/ I<M)
N

1,0 4

0,8 ; ; ; ; ‘ ‘
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

= 4
[’}

0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0

Abbildung 28: Darstellung des korrigierten Protonen-Inventur-Experimentes fir A) hCyp18

und B) E. /i Parl0. Die Parameter (¢7, ¢R) von Gleichung 23 wurden an die Messwerte
mittels  nichtlinearer ~ Regression — angepasst. Fur hCypl8  ergaben sich  die

Fraktionierungsfaktoren ¢T= 0,92 und ¢R=0,61. Fur E.co/i Parl0 wurde die Faktoren
$T=0,91 und fir $r=0,49 bestimmt.

12
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