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1. ENLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Proteinfaltung im Endoplasmatischen RetikulumER)

1.1.1. Allgemeine Aufgaben des ER

Auf Grund der fundamentalen Notwendigkeit der koltigrten Proteinfaltung sind
viele Bestandteile der ,Faltungs-Maschinerie” plgdoetisch stark konserviert. Im
Folgenden wird, soweit nicht anders angegeben, mvora Séaugetier-Modell ausgegangen.

Proteine sind selbstorganisierende Systeme uncdhditree Struktur ist unmittelbar in
ihrer Aminosauresequenz kodiert [1]. Das Erreiclennativen Struktur eines Proteinsirst
vivo in vielen Fallen komplizierter. Zum einen ist dsessentiell, dass die Faltung in einem
minimalen Zeitfenster ablauft (meist weniger alset).Zum anderen interagiert quasi jedes
Protein wahrend seiner Faltung mit weiteren Preteinvas wiederum zur Bildung von
intermediaren oder persistenten Aggregaten fuheemkDartber hinaus ist es in der Regel
essentiell, dass das Protein zum Erreichen seiodvgischen Funktion posttranslationelle
Modifikationen erfahrt. Als wichtigste posttranstetelle Modifikation zahlt neben der N-
Glykosylierung auch die korrekte Verknipfung der stéjn-Reste eines Proteins zu
Disulfidbricken (s. Abschnitt 1.4.1.). Hinzu kommdass zahlreiche Proteine nur in
oligomerer (oft disulfid-verknlpfter) Form biologis aktiv sind. Das Einfiigen von
Disulfidbriicken und die damit verbundene intra- imdrmolekulare kovalente Verknipfung
erhoht die Stabilitéat von Proteinen und deren Qtigeen. Dies ist besonders fiir sekretorische
Proteine von essentieller Bedeutung, da diese dachVerlassen der Zelle ihren Kontakt zur
Proteinfaltungs- und Modifizierungsmaschinerie edn. Das Einfligen von (transienten)
Disulfidbriicken verringert zudem die Flexibilitaestimmter Proteinbereiche, was bei der
Faltung eine wichtige Rolle spielt. Hinzu kommt,sdaDisulfidbriicken innerhalb eines
katalytisch aktiven Proteins oft auch regulatores€inktion besitzen kénnen.

Neben dem Cytosol stellt das ER das wichtigste Kamthpent fiir die Faltung und
posttranslationelle Modifikation von Proteinen d@2]. Ungefahr ein Drittel aller
menschlichen Proteine falten innerhalb des ER R[8ben den o.g. posttransaltionellen
Modifikationen der N-Glykosylierung und Disulfidvertipfung stellt das ER den einzigen
Reaktionsraum fur weitere Modifikationen wie bedpweise die Bildung von Formyl-
Glycin und diey-Caboxylierung von Blutgerinnungsfaktoren dar. 'R Endet zudem der
Hauptanteil der Lipidsynthese fiur Membranen dereZstatt [3]. Das ER besitzt dartber

hinaus eine wichtige Rolle als Calciumspeicher Zigdte. Die Calciumkonzentration des ER
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1. ENLEITUNG

ist signifikant hoher als die des Cytosols, wobahlmeiche ER-Proteine die Fahigkeit zur
Bindung von freiem Calcium besitzen [2]. Der pH-Wdes ER wiederum ist ahnlich dem
Cytosol und liegt ungefahr im neutralen Bereich [RUIf der anderen Seite ist der pH-Wert
des Golgi-Apparates signifikant niedriger. Das Reubtential des ER wird durch sein
molares Verhéltnis von oxidiertem (GSSG) zu rediemr Glutathion (GSH) wiedergegeben
und betragt etwa 1:3. Im Gegensatz dazu ist dassGlytweitaus reduzierender und das
Verhéltnis [GSSG]:[GSH] betragt hier ungefahr 1[804]. Die Bildung von Disulfidbriicken
im Cytosol ist ausgeschlossen und findet bis aufiges Ausnahmen (z.B. Mitochondrien,
extrazellularer Raum und Periplasma von Gram-negiatBakterien) nur im ER statt [3].

Die Faltung von (sekretorischen) Proteinen wird&R durch die Anwesenheit von
Chaperonen und Faltungsenzymen unterstitzt (s.hiiisd.3.). Zu den Chaperonen zahlen
u.a. Mitglieder der Hsp70-Famile (BiP und Grpl7Bomanen-Proteine der Hsp40-Familie
und mit Grp94 ein Mitglied der Hsp90-Familie. Hinkommen Lektin-Chaperone wie
Calnexin (Cnx) und Calreticulin (Crt), welche sgeszh mit Zuckerresten auf glykosylierten
Proteinen interagieren [5]. Zu der Klasse der ERduRgsenzyme zahlen die Protein-
disulfidisomerasen (PDIs) sowie die Peptidyl-pratigitransisomerasen (PPlasen), welche
die cigtransIsomerisierung von Xaa-Pro-Peptidbindungen katatgs [5]. ER-Chaperone
und Faltungsenzyme interagieren (transient) mih $aitenden Proteinen und katalysieren
langsame Faltungsschritte bzw. verhindern die Bidduvon Proteinaggregaten. ER-
Chaperone und Faltungsenzyme machen ca. 15-25 %edamten loslichen Proteingehaltes

einer Zelle aus und erreichen innerhalb des ER Buatnationen im mM-Bereich [2].

1.1.2. Qualitatskontrolle im ER

Ein Grol3teil der Proteine, die co- oder posttraimtell ins ER gelangen, verlassen
dieses auch wieder Uber den so genannten sekobiemisWeg mittels COPII-Vesikel
(anterograder Transport); (s. Abb. 1). Der sekietbe Weg fuhrt dabei vom ER uber das
ER-Golgi-Intermediarkomartiment (ERGIC) zwrs-Golgi und anschlie3end tber dasns
Golgi-Netzwerk zur Cytoplasmamembran. ER-residéhtieine, oder Proteine, welche ihre
native Struktur nicht vollstdndig erreichen, werdemtweder im ER zurtickgehalten (ER-
Retention) oder ins ER zuriicktransportiert (ER-Riilckung). Die Ruckfihrung geschieht
mittels COPI-Vesikeln (retrograder Transport). Retention oder Ruckfiihrung von ER-
residenten Proteinen wird Uber ihre KDEL-RetentiRgckfihrungssignale vermittelt [2].

Die Retention bzw. Ruckfihrung von nicht-nativ defien Proteinen geschieht

vermutlich Uber deren hydrophobe Wechselwirkung EfRttChaperonen, wie beispielsweise
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BiP und Grp94. Zusatzlich zu nicht-kovalenten Wedbhskungen tragt die kovalente
Bindung von Proteinen und Chaperonen Uber interkoédee Disulfidbricken zur ER-
Retention/-Rickfihrung bei. Ein Beispiel hierfiirdsee ERp44-abhangige Retention von IgM
in differenzierenden B-Lymphocyten [6-8]. Der Prega@ler Erkennung nicht-nativ gefalteter
Proteine und deren ER-Retention/-Ruckfliihrung wiscdEdR-Qualitatskontrolle bezeichnet.
Glykosylierte Proteine verfiugen Uber einen zusétein Mechanismus der
Qualitatskontrolle, den so genannten Calnexin/@alrin-Zyklus (s. Abb. 1); [2].
Glykosylierte Proteine durchlaufen den Cnx/Crt-Zykldabei so lange, bis sie ihre native

Struktur angenommen haben.

1.2. ER-Stressantwort

1.2.1. Dieunfolded protein respons@JPR)

Die Signaltransduktionswege denfolded protein respons@UPR) stellen einen
.Sensor’ dar, der auf veranderte Proteinkonzeminath innerhalb des ER reagiert. Diese
Veranderungen in der Proteinkonzentration (beispieise bei der Akkumulation von nicht-
nativ gefalteten Proteinen) werden tUber mehrereitBelan den Zellkern weitergegeben. Dort
kommt es zu einer gesteigerten Transkribierungspezifischen UPR-Zielgenen [9]. Das ER
ist dadurch in der Lage sich den veranderten Beumliggn rasch anzupassen, beispielsweise
durch Expansion des ER-Lumen, durch die gesteignehese bestimmter Chaperone oder
durch den vermehrten Abbau von fehlgefalteten Hrete(ERAD; s. Abschnitt 1.2.2.); [2].
Die Reaktion auf den ,ER-Stress geschieht Uberi @mgnaltransduktionswege: den
Irel/XBP-1-, den ATF6- sowie den PERK-Weg (s. AbR.[9].

1.2.2. Die ER-assoziierte Degradation (ERAD)

Proteine, welche trotz Durchlaufen der ER-Qualkéitgrolle nicht ihre native
Struktur erreichen, werden proteolytisch abgeb@at. proteolytische Abbau geschieht dabei
nicht im ER selbst. Die fehlgefalteten Proteine deer in diesem Fall durch das Retro-
Translokon, bestehend aus den Transmembranprotederin-1,-2,-3, ins Cytosol
zurtcktransportiert und dort ubiquitiniert. Anseéfdend erfolgt der Abbau durch das
Proteasom (ER-assoziierte Degradation; ERAD) [28. Kopplung der ER-Qualitatskontrolle
mit einem effizienten proteolytischen System istegsiell fir die Erkennung und Beseitigung
fehlgefalteter Proteine. Auf welche Weise zwiscimativ gefalteten Faltungsintermediaten

und nicht-nativ gefalteten Proteinen unterschiedéd, ist unklar. Eine Hauptrolle kommt
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jedoch vermutlich den ER-Chaperonen BiP sowie RD24. Glykosylierte Proteine, die den
Cnx/Crt-Zyklus mehrfach erfolglos durchlaufen, weamnddlemannosyliert (Mannosgmming)
und schliel3lich ebenfalls Gber ERAD abgebaut. Dexhinismen der ER-Qualitatskontrolle,
ERAD und UPR sind zusammengefasst in Abb. 1 datiest
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Abbildung 1: ER-Qualitatskontrolle, Unfolded Protein Respons@JPR) und ER-assoziierte Degradation
(ERAD). Neu synthetisierte glykosylierte Proteine faltenBR mit Hilfe der Lektin-Chaperone Cnx und Crt
(Calnexin/Calreticulin-Zyklus)y(1). Das Glykosylierungsmuster auf der Proteinobenfiddesteht dabei aus
mehreren Mannose- sowie drei terminalen GlucoséeResDas sekretorische Protein durchlauft die
Glucosidase | und -1l (Gl, Gll) katalysierten Glegtierungs- und Deglucosylierungsschritte mehrfdih, es
seine native Struktur angenommen hamming). Cnx und Crt binden solange spezifisch an moncagylierte
Proteine, bis der letzte Glucoserest durch Gll apgken wurde. Das Chaperon UGGT erkennt nichinati
gefaltete Proteine, reglucosyliert sie und schisiestzuriick in den Zyklus. ERp57 interagiert mitx{@rt und
assistiert bei der oxidativen Proteinfaltung. Denwaylierte Proteine werden von dem Lektin EDEM im
Komplex mit BiP und ERdj5 gebunden, was zu dereteiR®n im ER und anschlieRendem Abbau fifajt
Nicht-nativ gefaltete Proteine werden Uber die ERAD Cytosol ubiquitiniert und durch das Proteasom
abgebaui(3). Partiell nativ gefaltete Proteine kdnnen auchtevei Zyklen der ER-Qualitatskontrolle bis zum
Erreichen ihrer nativen Struktur durchlaufen. DietBinfaltung wird im ER durch Multi-Chaperon-Konagk
katalysiert(4). PDIs katalysieren Reduktions-, Oxidations-, usaherisierungs-Reaktionen der Cys-Reste bzw.
Disulfidbriicken innerhalb eines Proteins. Oxidasiéauivalente werden durch EsgPeroxiredoxine (Pxr) oder
GSSG bereitgestellt. PPlasen katalysieren cigtransIsomerisierung von Peptidyl-prolylbindungen in
Proteinen. Die Wechselwirkungen von Substratpreteimit BiP sind dagegen energieabhangig. Nativligééa
deglucosylierte Proteine verlassen das ER Ubeselmretorischen Weg in COPII-Vesikeln durch Intei@kimit
dem ERGIC53-Rezeptor (anterograder Transp@sl); Im Golgi bzw. ERGIC kann eine Disulfid-abhéngige
Retention der Proteine, z.B. durch Interaktion r&ERp44, erfolgen(6). Proteine, welche ein ER-
Ruckfuhrungssignal enthalten, werden in COPI-Vdgikas ER zurticktransportiert (retrograder Trangpdgr).

Die UPR wird bei ER-Stress Uber die ATF6-, IRE1en®ERK-Signaltransduktionswege eingele{@t Die
Auslosung aller drei Signaltransduktionswege etfalgrch die Dissoziation von BiP von der lumenalen

4
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Domaéne des jeweiligen transmembranen ER-Rezeptiaich Aktivierung von Irel bzw. PERK kommt es zur
Dimerisierung undtrans-Autophosphorylierung des jeweiligen Rezeptors. sDi&hrt zur Aktivierung der
Endonukleaseaktivitat der cytosolischen Domanelsahbzw. zur Aktivierung der intrinsischen Kinakgaitat
der cytosolischen Domane von PERK. Als Folge detividrung von Irel kommt es zu einesplicing der
Vorlaufer mMRNA XBP-1. Das XBP-1 Protein steuertarimalb des Zellkerns die Transkribierung bestimmter
UPR-Zielgene. Die Aktivierung von PERK resultiern ider Phosphorylierung des Transkriptions-
Initiierungsfaktors elF@ Phosphorylierter elf2bewirkt die Inhibierung der Proteintranslation. Falle des
ATF6-Signaltransduktionsweges fiihrt die Dissoziation BiP zur Translokation des Rezeptors zum Galgi
die cytosolische ATF6-Effektordoméane (p50) protéebh abgespalten wird. P50 bewirkt im Zellkern téns
Aktivierung von UPR-Zielgenen. Bei Versagen der GRalitatskontrolle und Akkumulation von nicht-nativ
gefalteten Proteinen werden die ERAD und/oder Alidgje-Mechanismen eingelei®). Nach [5].

1.3. ER-Faltungshelfer und molekulare Chaperone

1.3.1. Hitzeschockproteine (Hsp)

1.3.1.1. Immunoglobulin-bindendes Protein (BiP; GI)

Im ER von Saugern stellen die Klasse der Hitzedghateine (Hsp) zusammen mit
den Proteindisulfidisomerasen (s. Abschnitt 1.3whichtlich der Menge den Hauptanteil an
ER-Chaperonen. Eine wichtige Rolle als ER-Vertreter Hsp70-Familie spielt dabei das
Immunoglobulin-bindende Protein BiP. Das etwa Tilgrof3e Protein setzt sich aus zwei
Doméanen zusammen. Einer N-terminalen Nukleotid-iagn Domane (NBD) mit ATPase-
Aktivitat sowie einer durch einen flexibldmker verbundenen C-terminalen Domé&ne mit
putativen Substratbindungseigenschaften (SBDAIlfb. 65 ); [10]. Die Hydrolyse von ATP
induziert eine Konformationsanderung der NBD, wagderum zu einer verstarkten
Assoziation der SBD mit Substraten fuhrt. Der Austih von ADP durch ATP fuhrt zur
Dissoziation des Substrates. Die Interaktion zwasctNBD und SBD Uber allosterische
Effekte sowie Interaktionen mit Co-Chaperonen undkisotid-Austauschfaktoren hangen in
hohem MalRe von der Konformation der NBD ab [10} Bktivitat von BiP wird von Co-
Chaperonen der Hsp40-Klasse mit so genannten J-Demé@guliert. Die Assoziation von
BiP mit seinen Co-Chaperonen erfolgt Gber die NBi2l lbewirkt eine Stimulierung der
ATPase-Aktivitat [2]. Ein Mitglied der Hsp40-Fanalmit J-Domane stellt beispielsweise das
ebenfalls zur PDI-Familie zahlende ER-lokalisieieaJ-Homologe ERdj5 dar [11]. Den
Hsp70-Proteinen homolog sind die ebenfalls zur $dader Hitzschockproteine gehérenden
Hsc70-Mitglieder (Hitzeschockprotein-Verwandte). sAlNukleotid-Austauschfaktor von
Hsc70/Hsp70 wirken beispielsweise die Proteine dag-Famile (Bcl2-assoziierten
Athanogene); [12]. BiP bindet bevorzugt an Peptmié¢ hydrophoben und aromatischen
Aminosauren [13-15]. BiP wurde aul3erdem als Bestdnd in  mehreren

Multiproteinkomplexen nachgewiesen (s. Abschni2.); [16].
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1.3.1.2. Endoplasmin (Grp94; Gp96)

Grp94 mit einem Molekulargewicht von etwa 90 kDellsden einzigen Vertreter der
Klasse der Hsp90-Famile innerhalb des ER dar umdné&h BiP mengenmalig das
zweithaufigste ER-Chaperon in Saugerzellen [2].ul@trell kann das Protein in drei
Doméanen gegliedert werden: eine N-terminale regukthe Domane mit Nukleotid-
Bindungseigenschatft, eine mittlere Domé&ne sowie éhterminale Doméane, welche die
Homodimerisierung vermittelt [17]. In Analogie zuFPBbewirken tertiare und quaternare
Umordnungen eine Regulation der ATP-Hydrolyse sdMaelulierung der Substratbindung.

Grp94 spielt eine wichtige Rolle bei der Faltunglesicher sekretorischer Proteine, so
z.B. von Immunoglobulinen, der MHC-Klasse II-Untiateeit, Thyroglobulin, Procollagen
und allen Tolllike Rezeptoren. Grp94 besitzt, ebenso wie BiP, diégkéh zur Bindung von
Peptiden [18]. Zudem wird eine Beteiligung von G¥iei der Bindung und Prasentation von
krankheitsassoziierten Peptid-Antigenen angenomjii@jn Hsp90-Inhibitoren reprasentieren
einen vielversprechenden Ansatz bei der Entwickkomg Therapien, z.B. gegen Krebs [20].

1.3.2. Peptidyl-prolyl cis/transisomerasen (PPlasen)

Die konformationelle Flexibilitdt von Polypeptidken spielt nicht nur bei der Faltung
von Proteinen eine wichtige Rolle, sondern ist abeh der Regulation von katalytischen
Aktivitaten, Komplexbildungen und Substratinterakien essentiell. Die Verknipfung von
Aminosauren in Polypeptiden kann auf Grund desiglm Doppelbindungscharakters der
Peptidbindung ircis odertrans vorliegen [21]. Die Gleichgewichtskonstante devtrans
Isomerisierung einer normalen Peptidbindung in énein favorisiert dig¢rans-Konformation
mit einem Faktor von etwa 0", Eine Ausnahme bildet dabei die Peptidyl-prolything.

In diesem Fall liegen etwa 5-30 % der Peptidbindumnig dercis-Konformation vor, die auch

Uberwiegend in nativen Proteinen, wie z.B. RNaggfunden wird [22]. Die Isomerisierung
der beiden Konformationen wird durch Mitglieder dénzymklasse der Peptidyl-prolyl
cigtransisomerasen katalysiert [22, 23]. Innerhalb des & Saugern kommt mit
Cyclophilin B (CyP-22) ein Vertreter der Klasse @rclophiline vor. Zudem enthalt das ER
sechs Mitglieder der Klasse der FK506-bindendentetre (FKBPs); [2]. Cyclophilin B

wurde in Multiproteinkomplexen in Assoziation migG gefunden, wahrend FKBP23 in
Komplexen mit BiP vorkommt [5]. Fir FKBP13 wurdeneiInteraktion (in denaturierter
Form) mit ERp29, einem Mitglied der PDI-Familey vitro nachgewiesen [24]. Eine

Interaktion von PPlasen mit weiteren ER-Chaperamiethangenommen.
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1.3.3. Calnexin und Calreticulin (Cnx, Crt)

Die homologen ER-Chaperone Calnexin und Calreticgiehoren zur Klasse der
Lektine. Bei Cnx handelt es sich um ein etwa 65 kjpel3es Membran-assoziiertes Protein.
Das ca. 45 kDa grofRe Crt kommt dagegen frei im ERvn vor. Beide Chaperone binden
spezifische Zuckermodifikationen auf der Oberflagba glycosylierten Proteinen vitro-
Experimente zeigten eine Selektivitat von Cnx flic;8ane-Zuckermodifikationen. Cnx/Crt
sind zudem wichtige Faktoren bei der UPR und ERAIlfexin/Calreticulin-Zyklus; s.
Abschnitt 1.1.2.); [9]. Zusatzlich zur Interaktiamt Zuckerresten konnte eine Interaktion von
Cnx/Crt mit Peptiden nachgewiesen werden, wobeirdpfibbe aliphatische Aminosauren
bevorzugt gebunden werden [25-27]. Dartber hinaumie gezeigt werden, dass durch Crt
gebundene Peptide die Immunantwort induzieren kdn2é]. Mehrere Cofaktoren, wie
beispielsweise Gaund Zrf*, beeinflussen die strukturellen Eigenschaften @om/Crt. Die
Assoziation von Cnx/Crt mit Substraten und Co-Chapen ist ATP-unabhangig [2]. Crt ist
zudem Bestandteil dggptide-loading-complefPLC), (s. Abschnitt 1.6.2.2.); [28].

Mit Ausnahme der transmembranen Domé&ne von Cnxrsgiteiden sich beide
Proteine kaum in ihrer Struktur. Sie setzen sicheiner globularen Domane (Kopf-Doméane)
sowie einer langgestreckten P-Doméne (Schwanz-Demansammen (s. Abb. 62). Die
Kopfdoméane enthélt das aktive Zentrum fiir die Bimglwon Zuckerresten und €adie P-
Domaéne ist wenig strukturiert und reich an Pro- isosauren Resten [29, 30]. Das Ende der
isolierten P-Domane assoziient vitro mit der b’-Doméane von ERp57, einem Mitglied der
PDI-Famile [31, 32]. Daruber hinaus konnte kirzlehe Interaktion der Crt/Cnx P-Doméane
mit derPeptidyl-prolylcis/transisomerase Cyclophilin B nachgewiesen werden [B8Ekte

Interaktionen von Cnx/Crt mit weiteren ER-Chaperoneirden bisher nicht nachgewiesen.

1.3.4. Proteindisulfidisomerasen (PDIs)

Innerhalb des ER Kkatalysieren Proteindisulfidiscasen (PDIs) die Bildung
(Oxidation), Auflosung (Reduktion) und Umlagerurigofmerisierung) von Disulfidbriicken
in einem Substratprotein (intramolekulare Disulfidtken) oder zwischen mehreren
Substratproteinen (intermolekulare DisulfidbriickeD)e Klasse der humanen PDI-Familie
stellt mit ihren 20 bekannten Mitgliedern zahlenigafen grof3ten Anteil an ER-Chaperonen.
Der Namensgeber dieser Klasse von Proteinen, Abdt4&C. 5.3.4.1.), wurde als einer der
ersten Katalysatoren der Proteinfaltung vor mebr4d@l Jahren entdeckt [34]. Neben seiner
Redoxaktivitat besitzt PDI zudem die EigenschafesiChaperons, sowoinl vitro als auch

in vivo (s. Abschnitt 1.4.2.); [35, 36]. PDI und einigennge Homologen konnten ebenfalls
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Peptid-Bindungseigenschaften zugeordnet werdeAlschnitt 1.5.2.); [3, 37]. Einige PDIs
verfiigen dariiber hinaus Uber die Fahigkeit zuf*®&mdung und stellen damit einen
wichtigen Calcium-Speicher innerhalb des ER dar [2¢n meisten PDIs gemein ist das
Vorhandensein eines C-terminalen KDEL- (oder KDElrrologen) Ruckfihrungssignals.
Obgleich wurden PDIs vereinzelt auch aul’erhalb dER, z.B. im ER-
Intermediarkompartiment (ERGIC), auf der Zellob#&cfie, in Mitochondrien sowie im
Zellkern nachgewiesen [7, 38-42].

Die Mitglieder der PDI-Famile variieren in der Zusaensetzung ihrer Domanen (s.
Abschnitt 1.6.1.). Nicht alle PDIs besitzen diessische Redoxaktivitat. PDIs, welche die
katalytischen Domanera{Doménen) mit der Konsensussequenz PWCXXC besitziaq,
redox-aktiv. PDIs, die ausschlieBlich aus nichekdischen Domanen b{Domanen)
aufgebaut sind, sind redox-inaktiv (s. Abb. 5);][43ie Zuordnung von Proteinen in die PDI-
Familie liegt demnach weniger in ihren katalytisth&ktivitditen und Eigenschaften als
Chaperone begriindet, vielmehr beruht sie auf deregesamen Lokalisation im ER sowie
auf Ahnlichkeiten in der Sequenz und Proteinstrufdd].

PDI stellt zugleich das primare "Oxidationsmitteinerhalb des ER dar. Seine
Oxidationsaquivalente erhalt es dabei durch dirékteraktion mit der ER-Oxidoreduktase
Erolo (s. Abschnitt 1.3.5.).Knockout von PDIs fuhrt allgemein zur Lethalitdt des
Organismus, meist schon im embryonalen Stadium. [BB)l spielt eine essentielle Rolle,
sowohl bei der Redox-Homeostase als auch bei deQ&Rtitatskontrolle sowie der ERAD.
ER-Stress fuhrt zu einem raschen Anstieg des Esioreslevels von PDI. Mitglieder der
PDI-Familie sind auRerdem bei entwicklungsphysimogen Vorgangen, der Blutgerinnung
oder der Immunantwort beteiligt (s. Abschnitt 1.5.2PDIs interagieren mit weiteren ER-
Chaperonen und sind Bestandteil von enzymatisatestkMultiproteinkomplexen [5].

Im Fokus der aktuellen Forschung auf dem GebiePdeteindisulfidisomerasen steht
die Bestimmung ihrer Substratspezifitat. Einen w®reit Schwerpunkt bildet die
Charakterisierung der physiologischen Funktionalezelnen PDIs sowie die Identifizierung

ihrer naturlichen Interaktionspartner und Wechsedung mit anderen ER-Chaperonen.

1.3.5. ER-Oxidoreductase 1 (ER-Sulfhydryloxidase; i©1)

Der standige Export von nativ gefalteten Proteiaes dem ER fuhrt zu einem Netto-
Ausstrom von Oxidationsaquivalenten. Dieser mugsainem entsprechenden Ausstrom von
Reduktionsaquivalenten kompensiert werden. Diesekti®nenfluss und damit die gesamte

Redox-Homeostase wird neben PDI malf3geblich dureh ER-Oxidoreductase 1 (Erol)
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bewerkstelligt [4]. Die Oxidation von Substratenrau PDI fuhrt zur Reduktion des
katalytischen CXXC-Motivs. Um weitere Substratedigren zu kdnnen, ist es erforderlich,
dass das aktive Zentrum von PDI wieder re-oxidward. Dies geschieht durch die etwa
50 kDa gro3e ER-luminale Sulfhydryloxidase ErolAlmalogie zu Erolp auS. cerevisiage
existieren im ER von Saugerzellen mit Exaind EroB zwei Homologe.

Sowohl Erolp als auch Eralinteragieren direkt mit PDI [46]. Eralbesitzt eine
Oberflachen-exponierte flexible regulatorische 8iblmit einem CXXXXC-Motiv §huttle
Cysteine). Es wird angenommen, dass PDI eine imtekualare Disulfidbriicke mit den
shuttleCys von Ero#& ausbildet und in seiner oxidierten Form wiederesipglten wird [47,
48]. Das katalytische Zentrum darDomane von PDI wird hierbei bevorzugt oxidiert 49
Die reduziertershuttleCys wiederum werden Uber einen internen Dithidtlfid-Austausch
durch die Cystine des rigiden katalytischen CXXCtivV®im aktiven Zentrum von Erol re-
oxidiert. Die katalytischen Cys geben die Elektrorider den gebundenen Cofaktor (FAD)
direkt an molekularen Sauerstoff weiter (s. Abb. 2)

Substrat Rigides katalytische Flexible
reduziert Zentrum regulatorische

LXAC Schleife PDI reduziert S
(><><><><( |
._p 3
Substrat
e‘n vitro oxidiert
H,0,/ROS
T Konformations- l
Gnderung
PDI 0md|ert SH

FADH, 4__ sH
Substrat
Substrat reduziert

oxidiert

Abbildung 2: Der Elektronenfluss von PDI zu Erole. Nach der Oxidation von Substraten muss das
katalytische CXXC-Motiv der katalytischen DomanemmwPDI wieder reoxidiert werden. Dies geschiehtriibe
das CXXXXC-Motiv in der regulatorischen Schleiferv&roln. Die Elektronen werden anschlieBend an das
katalytische CXXC-Zentrum von Eraliibertragen und gelangen von dort zum gebundeneRakor FAD.
FADH, uUbertragt die Reduktionséquivalente schlie3liceldian molekularen Sauerstoff. Die dabei gebildete
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sowigOH kdnnen in stochiometrischen Mengen u.U. ebenfalis
oxidativen Proteinfaltung beitragen. Nach [2].

Im Ergebnis dieses Prozesses kommt es zur Bildand#O, und zur Entstehung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Obgleich distenénden Produkte potentiell toxisch fur
die Zelle sind, konnte nachgewiesen werden, dassggeMengen an D, keinen oxidative
Schaden wahrend der Proteinfaltung verursadmevitro bewirken stdchiometrische Mengen
an HO, im Vergleich zu GSH/GSSG eine effizientere oxidatRuckfaltung von Modell-
Proteinen [50].



1. ENLEITUNG

Die Redoxaktivitat von Erol kann zusétzlich Uberekzwveitere regulatorische
Disulfidbriicken im Protein reguliert werden [51].@&Wfend des Dithiol-Disulfid-Austausches
kommt es innerhalb des Proteins zu signifikantemfé&mnationellen Anderungen, die sowohl
die flexible regulatorische Schleife als auch bébacte Bereiche sowie das aktive Zentrum
betreffen [52, 53]. Die Uber die regulatorischensCwnduzierten konformationellen
Anderungen in Erad und die dadurch hervorgerufene Modulierung der dRaktivitat
ermdglichen es damit dem Protein auf Anderungemisulfid-Export und Thiol-Import ins
ER aul3erst sensitiv zu reagieren.

Kirzlich konnte nachgewiesen werden, dass nicht PIDI, sondern auch ERp57
direkt mit Eroly interagieren, wobei die ErodAffinitdt von ERp57 im Vergleich zu PDI
geringer ist [53]. Kovalente, disulfidverknlpfte iKplexe von weiteren PDIs mit Erel
konnten vor kurzem impull-down Experimenten identifiziert werden (s. Abschnitb.1.);
[54]. Knockoutvon Erol hat allerdings nur einen geringen Eisflaf den "Disulfid-
Haushalt" des Organismus [55]. Die Interaktion woehreren PDIs mit der Vitamin-K-
Epoxid-Reduktase (VKOR) koénnte ein weiteres RedelaR innerhalb des ER
darstellen [56]In vivowird das bei der Bildung von Disulfidbriicken eatstnde HO, durch
die ER-lokalisierte Thioredoxin-Peroxidase Perakirdn-4 (Prx4) metabolisiert. Die
katalytische Aktivitat von Prx4 hangt von der Retlok der Disulfidbriicke in dessen aktiven
Zentrum ab. Neuste Studien deuten darauf hin, chetsere PDI-Familienmitglieder fir die
Reduktion von Prx4 und damit fur dessetycling verantwortlich sind [57-59]. Auf der
anderen Seite werden die PDIs durch Prx4 effizeemdiert. Die Oxidation von PDI durch
Prx4 konnte damit, neben der Oxidation durch Erokinen weiteren alternativen
Reaktionsweg flr die Bildung von Disulfidbriicken &R darstellen [60].

1.4. Biochemische Eigenschaften von PDIs

1.4.1. Redoxaktivitat von PDIs

PDI und einige seiner Homologen verfigen Uber d#hidgkeit zur Oxidation,
Reduktion und Isomerisierung von Disulfidbindungén Abschnitt 1.3.4.). Klassische
Experimente zur Messung der Redoxaktivitdt von Ratzen beispielsweise reduzierte und
denaturierte RNaseA oder Insulin als Substrate6[#1-

Vergleicht man das Redoxpotential von PDI mit aeddsekannten Oxidoreduktasen
S0 zeigt sich, dass es mit ca. -160 mV bis -180eim¢ mittlere Position annimmt (s. Abb. 3);

[2, 63]. Die Redoxpotentiale von DsbA aus dem Rasima vonE. coli sowie von dem im
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1. ENLEITUNG

Cytoplasma lokalisierten Thioredoxin liegen mit €6l0 mV bzw. -260 mV deutlich dariiber
bzw. darunter. Di@- unda'-Domane von PDI unterscheiden sich mit ihrem Redtemtial
von -188 mV bzw. -152 mV ebenfalls deutlich voneider [64].

Endoplasmatisches
Cytoplasma Retikulum

Ep(mV) -350 -300 -250 -200 -150 -100 +0 +100 +300 +800
I 2 I I I 2 I 2 I M 2 N I I I
1 i | L 1 L | L | i | | 1 1 1
DTT DsbB,p,, 1 t 1 t _ f t
NADPH Thx GSH rap PD! DsbA Ubichinon 0,
X DsbC
DsbBpy,

Abbildung 3: Redoxpotentiale von Proteinen und niedrmolekularen Verbindungen. Dargestellt sind die
ungefahren Dimensionen der Redoxpotentialg @niger cytoplasmatischer Proteine sowie Proteies ER.
Zusatzlich sind als Vergleich die Redoxpotentidtager niedermolekularer Verbindungen gekennzeithie
negativer die Werte von,Edesto reduzierender wirkt die jeweilige Verbinduas Redoxpotential von PDI
liegt bei ca. -160 mV bis -180 mV und nimmt dahieeemittlere Position ein. Das Redoxpotential vé Bagt
u.a. dazu bei, dass das Enzym sowohl als Reduldsiseich als Oxidase fungieren kann. Nach [63].

Das Redoxpotential von PDI wird malRgeblich durcim gatalytisches Zentrum mit
der kanonischen CXXC-Sequenz bestimmt. Auch die ZDKXC-Motiv benachbarten
Aminosauren tragen Uuber elektrostatische Wechdalwgen zur Beeinflussung des
Redoxpotentials bei [63]. Ferner wird die Oxidaddifitat von PDIsin vitro durch den pH-
Wert des Reaktionsmilieus bestimmt [65]. NebenBleeinflussung des Redoxpotentials des
aktiven Zentrums durch direkt benachbarte Restendé auch in der Primarstruktur weiter
entfernte Aminoséauren durch einen raumlich engent&d das Redoxpotential der reaktiven
Cys modulieren. Beispielsweise konnten fiir die kovierten Argl20 der PRiDoméane
sowie Arg461 dera’-Domane eine Modulierung des Redoxpotentials dektren Cys
nachgewiesen werden [66, 67]. Die Arg-Seitenketi@dyt sich dabei in das aktive Zentrum
hinein, was einen direkten Einfluss v.a. auf deg-ykert des C-terminalen Cys hat.

Die reaktive Spezies bei PDI-katalysierten Reddsreaen ist das Thiolat-Anion der
Cysteine im aktiven Zentrum. Die Bildung von Thiefionen in inneren hydrophoben
Bereichen eines Proteins wird durch die Ausbildwan Salzbriicken mit raumlich
benachbarten positiv geladenen Resten (z.B. Aog), stark begunstigt. Auf der anderen Seite
wirken benachbarte negativ geladene Gruppen deluBg von Thiolat-Anionen entgegen
[63]. Der pKe-Wert des N-terminalen Cys der katalytisch akti@®manen in PDI wird mit
4,4 bis 6,7 angegeben und liegt damit deutlich udégn normalerweise beobachteten Wert
von ca. 8,2. Der pkWert des C-terminalen Cys ist betrachtlich hohed betragt etwa
12,8 [63]. Der C-terminale Cys-Rest liegt demnaealigtsachlich in der protonierten Thiol-
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1. ENLEITUNG

Form vor. Wéahrend des katalytischen Zyklus der Rdagion von PDI muss der C-terminale
Cys-Rest jedoch als Thiolat-Anion vorliegen. Diesdwdurch eine Konformationsanderung
in der katalytischen Doméne bewirkt, wodurch deg-J¥ert auf <7 gesenkt wird [63]. Das

Reaktionsschema der PDI-katalysierten Redoxreadtiost in Abb. 4 zusammengefasst [3].

S

S S

S S

S

A ) 1 2
Oxidation E:i — I:I — E:I Substrat (oxidiert)
3
SH SH S SH S S
|
S—S S SH SH SH

PDI (oxidiert) gemischtes Disulfid 'x PDI (reduziert)
4

.. SH S S
Isomerisierung
—
S S

S S
I

S

Substrat (oxidiert,
isomerisiert)

S SH SH SH
gemischtes Disulfid PDI (reduziert)
SH SH SH SH S SH
- 5 6
Isomerisierung P P Substrat (isomerisiert)
5
S S S SH S SH
I
SH SH S SH SH SH
PDI (reduziert) gemischtes Disulfid Y
Reduktion SH SH
E:i Substrat (reduziert)
SH SH
S—S
PDI (oxidiert)

Abbildung 4: Reaktionsschema der PDI-katalysiertenRedoxreaktionen. Die Redoxreaktionen gehen von
PDI entweder in seiner oxidierten Form (oben), adeseiner reduzierten Form (unten) aus. Der stwitt bei
Oxidationsreaktionen erfordert die Bildung einetramolekularen Disulfidbriicke durch nucleophilenghiff
des C-terminalen Cys im reaktiven Zentrum. PDI @&ner oxidierten Form ist dann in der Lage eine
intermolekulare Disulfidbriicke durch nucleophilemgkiff des N-terminalen Cys-Restes mit Cys-Resten v
Substratproteinen auszubilded).( Das gemischte Disulfid kann dabei drei untemsdlichen Reaktionen
eingehen. Der nucleophile Angriff eines Substraiellts flhrt zur Bildung einer Disulfidbricke intalb des
Substrates ). PDI geht aus dieser Reaktion reduziert hervarf der anderen Seite fuhrt der nucleophile
Angriff des C-terminalen Cys der aktiven Seite Zmflosung des gemischten Disulfides3){( escape
Mechanismus). Der nucleophile Angriff eines Sulistifasiolats auf die Substrat-Disulfidbricke hat nach
Aufldsung des gemischten Disulfides eine Isomentisig der Disulfidbriicke innerhalb des Substratpnsteur
Folge @). Der nucleophile Angriff von PDI in seiner redeen Form erfordert ebenfalls die Aktivierung des
terminalen Cys-Restes im aktiven Zentrum. Die Asffildg einer Disulfidbriicke im Substrat fihrt wiedaraur
Bildung des gemischten Disulfide®)( Der nucleophile Angriff eines Substrat-Thiolatssultiert in der
Isomerisierung der Disulfidbriicke im Substrat, vttt PDI nach der Reaktion in seiner reduziertermrFor
vorliegt 6). Der nucleophile Angriff des C-terminalen Cys-Rssim katalytischen Zentrum von PDI fiihrt zu
Bildung einer intramolekularen Disulfidbricke imZm. Das Substrat liegt nach der Reaktion im rezitemn
Zustand vor, wahrend PDI oxidiert is)( Oxidiertes PDI kann durch GSH erneut reduziestden. Reduziertes
PDI kann durch Erod oder GSSG reoxidiert werden (nicht gezeigt). N&gh
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1. ENLEITUNG

Je nach Zusammensetzung der Reste des CXXC-Motinsek die verschiedenen
PDIs Oxidase-, Reduktase-, Isomerase- oder melttgrenschaften gleichzeitig besitzen.
PDIs mit nur einem Cystein im aktiven Zentrum (zBXXS, SXXC) verfiigen jedoch ggf.
weiterhin Uber die Fahigkeit zur Ausbildung von geshte Disulfiden mit ihren Substraten
und konnen ebenfalls direkte Isomerisierungsrenktio eingehen (s.0.). Die isolierten
katalytischen Domanen von PDI kdnnen einfache Qidda- sowie Reduktionsreaktionen
eingehen. Fir komplexere Isomerisierungsreaktiomérd oft eine lineare Anordnung
mehrerer redox-aktiver (und redox-inaktiver) Donrébendtigt [44].

Die Mutation des C-terminalen Cys-Restes der kasalyen CXXC-Sequenz im
aktiven Zentrum von PDI zu Ser oder Thr macht einanleophilen Angriff auf den N-
terminalen Cys-Rest unmdoglich. Dies fiuhrt zur Sisierung der ansonsten kurzlebigen
intermolekularen Disulfidbricke zwischen PDI undnsen Substratprotein. Die auf diese
Weise "gefangenen" PDI-Substratkomplexe lassenlmdpielsweise nach eingmll-down
mittels 2D-SDS-Gelelektrophorese auftrennen und serespektrometrisch identifizieren
(CystrappingMethode); [3]. Der C-terminale Cys-Rest wird alliegs fir die Bildung der
intramolekularen Disulfidbriicke im katalytischen nfiem sowie fur die Auflésung von
gemischten DisulfidenesScapeMechanismus) benotigt. Mit der CystemappingMethode
konnen daher keine PDI-Substratkomplexe identifiaieerden, die tber Oxidations- sowie

direkte Isomerisierungsreaktionen verlaufen (vdibA4).

1.4.2. Chaperon- und Anti-Chaperon-Aktivitat von POs

Das ER enthélt zwei Klassen von Faltungshelferntefnfaltungs-Katalysatoren und
molekulare Chaperone. PDIs besitzen beide Funktionggleich. Sie katalysieren, d.h.
beschleunigen die ansonsten langsam ablaufendargildon nativen Disulfidbricken. Auf
der anderen Seite wirken PDIs als Chaperone, irglerder Aggregation von Proteinen ohne
Disulfidbriicken entgegenwirken [3]. Die Chaperontiritdt von PDI wurde in klassischen
vitro-Experimenten durch die Ruckfaltung von Modell-Bnoén, wie z.B. Citratsynthase,
untersucht. PDI begunstigt die vitro-Renaturierung mehrerer rekombinanter Proteine, wie
z.B. des Antikorperfragmentes off; des Tumor Nekrosefaktors (TNFa), des Trypsin-
Inhibitors (BPTI) sowie von Proinsulin [68, 69].

Neben der Chaperon-Aktivitat konnten fir mehrerdsP&uch eine Anti-Chaperon-
Aktivitat zugeordnet werden, die moglicherweise ber Entfaltung nativer Proteine und
deren retrograden Transport Uber die ER-Membraa Rwlle spielt [70]. PDI katalysienh

vivo die Entfaltung von nativem Cholera-Toxin, wahrde@p29 das VP1-Hdllprotein des
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Polyomavirus bindet und entfaltet [71-73]. Substoéotetrische Mengen an PDI kdnnen
zudem die Ausbeuten bei darvitro-Renaturierungen von Proteinen verringern [74].
Obwohl die katalytische Redoxaktivitat und Chapefdativitat von PDIs oft als zwei
unterschiedliche Eigenschaften in der Literaturchaeben werden, so sind sie doch eng
miteinander verknupft. Fur beide Eigenschaften ds& Erkennung und Interaktion des
Faltungshelfers mit seinem (nicht-nativen) Substssentiell (s. Abschnitt 1.5.). Wahrend der
Umordnung von Disulfidbriicken muss gleichzeitig Aggregation des Substrates verhindert
werden. Zudem ist es notwendig, dass PDI wéahrerndFaétung auch Disulfidbricken

erreichen kann, die im Inneren des Substratprotesrisorgen liegen [3].

1.5. Substratinteraktion von PDlIs

1.5.1. PDI-Interaktionspartner

1.5.1.1. Substrate von PDlIs

Bereits in friheren Arbeiten konnten vereinzelteigMedern der PDI-Familie mittels
cross-linking Experimenten sowie durch Co-Immunoprazipitatiorezsjische Substrate
zugeordnet werden (s. Abschnitt 1.6.2.). In jungZeEt gewinnt diepull-down Methode der
Cysteintrapping-Mutanten mit nachfolgender Analyse der Interaktjmartner mittels 2D-
SDS-PAGE und massenspektrometrischer Identifikatian Bedeutung (vgl. Abschnitt
1.4.1.); [3]. Damit konnten kurzlich mehrere Suétdr der PDI-Familienmitglieder PDI,
ERp57, ERp46 und ERp18 identifiziert werden [54pgRich eine gewisse Redundanz
hinsichtlich der Substratspezifitat existiert, ktam einzelnen PDIs spezifische Substrate
zugeordnet werden. Beispielsweise konnte gezeigdewme dass ERpl8 eine Spezifitat
gegenuber Pentraxin-3 (PTX3), einer Komponentenkaenplement-Kaskade, besitzt. Auf
der anderen Seite zeigt ERp46 eine Spezifitdt i@rBindung der Thioredoxin-Peroxidase
Peroxiredoxin-4 [54]. Kirzlich konnte zudem gezeigtrden, dass neben PDI auch andere
Mitglieder der PDI-Familie mit VKOR assoziieren [56Erola stellt nicht nur einen
wichtigen Interaktionspartner von PDI, sondern auam zahlreichen weiteren PDI-
Familienmitgliedern dar [54]. Weitere bisher idémterte PDI-Interaktionspartner sind im
Anhang in Tabelle 5 sowie im Abschnitt 1.6.2. adiiiget.

Es konnte kirzlich gezeigt werden, dass die Mutaties C-terminalen Cys des
aktiven Zentrums (Cysteittapping-Mutation; s. Abschnitt 1.4.1.) nicht nur die Rewikit
des N-terminalen Cys veréndert, sondern auch dtn@tuss auf die Substratspezifitat haben
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kann [67, 75]. Eine ldentifizierung von nicht-kogaten PDI-Substratkomplexen Glaill-
down Experimente ware demnach anzustreben, scheitéoche hdufig an der niedrigen
Affinitat von PDIs zu ihren Substraten (s. Abschib.2.).

1.5.1.2. PDI-Multiproteinkomplexe

Trotz der grofRen Vielfalt an ER-Chaperonen schemk#a ihrer Interaktion und
Kooperation wahrend der Proteinfaltung und Qualkémntrolle bisher nur wenig
Aufmerksamkeit. Erst in jungster Zeit wurde zunehtheleutlich, dass die verschiedenen
Chaperone innerhalb des ER z.T. die selben Subshaben und sich hinsichtlich ihrer
Substratselektivitdt nur wenig voneinander untezgdn. So konnten eine Reihe von
Multiproteinkomplexen identifiziert werden, in deanmehrere Chaperone assoziiert sind. Mit
dem Chaperon-Komplex, in welchem BiP, Grp94, P5], HRd|3, Cyclophilin B, ERp72,
Grpl70; UGGT und SDF2-L1 bei der Faltung von Immglabulinen und Thyroglobulin
assoziiert sind, wurde der bisher grof3te solchetiptateinkomplexe gefunden [16, 76]. Die
Interaktion von ERdj5 mit BiP sowie die Interaktisan ERp57 mit Cnx/Crt wurden bereits
beschrieben (s. Abschnitt 1.3.). Interessanterwstdeinen auch die einzelnen PDIs (z.B.
ERp57/ERp27, ERp57/ERp72) miteinander zu interagigi77]. Kurzlich konnte gezeigt
werden, dass ahnlich zur Interaktion von ERp57 @mk/Crt, die Substratspezifitat von P5
teilweise durch dessen Interaktion mit BiP bestinamtl [54]. Fur das PDI-Familienmitglied
PDILT konnte eine Interaktion mit seinem Lektin @algin nachgewiesen werden [78].

Inwieweit solche Chaperon-Komplexe statisch sindragriabel je nach Anwesenheit
des Substrates neu entstehen und wieder zerfaBéenynklar. Auch bleibt die Frage
unbeantwortet, ob diese Art von Multiproteinkomm@ex innerhalb des ER raumlich
lokalisiert sind, oder aber prinzipiell Gberall BR entstehen kdnnen. Weiterhin kénnte auch
das umgebende Milieu des ER und nachfolgender Kampnte einen Einfluss auf die
Bildung und Stabilitat derartiger Komplexe besitz&tenfalls besteht Unklarheit Gber den
molekularen Mechanismus der Interaktion der eireel@haperone miteinander und ob eine
Spezifitat bzw. Selektivitat fir bestimmte Chaper@xistiert. Dies erschwert das Verstandnis
der Wirkungsweise derartiger Chaperon-Komplexe ibimlich der Kooperation bei der

Substratbindung und -faltung.

1.5.2. Substratspezifitat von PDIs
Mit der Entdeckung weiterer neuer Mitglieder deetigt wachsenden Familie der

Proteindisulfidisomerasen wurde die Frage aufgesvgrinwieweit sich die einzelnen PDIs
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funktionell voneinander unterscheiden. Wéhrend geiniPDIs bevorzugt als Oxidase,
Reduktase oder Isomerase wirken, besitzen anderés Pikehrere Redoxaktivitaten

gleichzeitig (s. Tabelle 6, Anhang). Zudem konritekekistenz von mehreren redox-inaktiven
PDIs mit der unterschiedlichen katalytsichen Akévinicht erklart werden. In jlngster Zeit
wird sich daher vermehrt der CharakterisierungSidrstratspezifitat von PDIs zugewandt.

Bereits in friheren Arbeiten konnte gezeigt werdkass Redoxreaktionen durch jedes
PDI-Konstrukt katalysiert werden konnten, dass eader mehrere katalytische Domanen
besitzt [79, 80]. Auf der anderen Seite erfordesnmerisierungsreaktionen eine lineare
Kombination von redox-aktiven Domanen sowie zuséiztlie redox-inaktived'-Domaéne.
FiUr Isomerisierungsreaktionen in komplexeren Stdxtringegen war dagegen das gesamte
PDI-Protein notwendig [81]. Historisclueoss-linkingExperimente mit den Modell-Peptiden
Mastoparan und\-Somatostatin sowie denaturierten Modell-Proteiméa beispielsweise
RNaseA zeigten, dass di@-Domane von PDI zwar essentiell und ausreichenddiér
Bindung von kleineren Peptiden ist, die katalytestibomanen von PDI jedoch ebenfalls zur
Bindung von langeren Peptiden und nicht-nativertdtmen beitragen. [81-83]. Die P}
Doméane wird demnach allgemein als die priméare Satmshdungsdomane bezeichnet.
Zudem konnten Reste innerhalb der PEDomé&ne identifiziert werden, deren Substitution
zur Destabilisierung der Substratinteraktion fuf8d]. In der Tat konnte kirzlich in
strukturellen Untersuchungen mit PDI1p, dds-Konstruktes von PDI sowie von isolierten
b'-Doméanen-Varianten gezeigt werden, dasshdiBoméne (zusammen mit einem Teil der
b-Domane) eine hydrophobe Tasche bildet, die beirderaktion mit Peptiden und Proteinen
beteiligt ist (s. Abschnitt 1.6.2.1.); [85-88]. Dgenaue Funktion und Beteiligung der Ubrigen
Doménen bei der Substratbindung ist bisher unktader a’-Domane von PDI konnte eine
putative Bindungsstelle fir spezifische Tripeptidentifiziert werden, die jedoch nicht mit
der katalytischen CXXC-Sequenz identisch ist [8Aruber hinaus tragt de-Doméne des
PDIb'a’-Fragmentes zur Bindung des Modell-Peptides Masaoplaei [90].

Die Bedeutung der Beteiligung von weiteren Domameten deb’-Domane, bei der
Substratinteraktion wird dadurch verdeutlicht, imdeinige Mitglieder der PDI-Familie keine
b'-Doméane enthalten (z.B. ERp18, AGR, ERp46; s. AbgtH.6.1.) und trotzdem die
Fahigkeit zur Bindung von Substraten besitzen kinrm@b diese Substratbindung auf
kovalenten, disulfidverknipften Substratkomplexererubt, oder ob die einzelnen
katalytischen Domanen zur nicht-kovalenten Binduog Substraten beitragen, blieb bisher
ungeklart. Dieb'- und a'-Doménen von PDI sind zudem essentiell fur die BHgteig von

PDI als Untereinheit der Prolyl-4-Hydroxylase [91].
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Die Affinitat der b'-Domane von PDI fir Peptide liegt im Bereich voR3uM,
wahrend die katalytischen Domé&nen eine noch gemngdefinitdt zeigen [3]. Es wird
angenommen, dass die Beteiligung von mehreren sthvwmandenden Domanen (mit
mehreren Substratbindungsstellen) eine effekti®restratinteraktion ermdglicht (Aviditats-
Effekt). Wahrend der Faltung von Substratproteinveivde demnach die Affinitat der
einzelnen PDI-Domanen zum Substrat abnehmen, bisissendlich keine Doméne mehr
bindet und das Substrat dissoziieren kann [3]. €bll steht ein experimenteller Beweis
dieser Hypothese bisher aus. Die Affinitat von PRls ihren Substraten ist, wie fur
Chaperone ublich, sehr gering. Beispielsweise hiBde Peptide mit einer Affinitat zwischen
10-60 uM. Das Lektin-Chaperon Calreticulin bindeing Substrate mit einer Affinitat von
2 UM, wahrend ERp57 mit etwa 18 uM gebunden wird Bne niedrige Affinitat von
Chaperonen zu ihren Substraten ist von Vorteilwdérend der Proteinfaltung eine hohe
Dynamik hinsichtlich Substratbindung und Substisgdziation benétigt wird [92]. Derart
niedrige Substrataffinititen machen eine Studie Cleaperon-Substratkomplexe sowahl
vivo als auchn vitro aul3erst schwierig. Eine kovalente Stabilisierurmgel Komplexe (z.B.
mittels cross-linkingoder Cysteirtrapping-Mutationen) war deshalb bisher notwendig.

Hinsichtlich des molekularen Mechanismus der Sabisitndung durch PDIs sowie der
Determinierung ihrer Substratspezifitdt ist bismer wenig bekannt. Durch strukturelle
Untersuchungen der Substratbindungstasche irb'd®omane von PDI wird angenommen,
dass hauptsachlich hydrophobe Wechselwirkungeddresubstratbindung beteiligt sind [87,
88]. Dies wird dadurch bestatigt, dass die Inteomktvon PDI mit Peptiden sensitiv
gegenuber hoheren Konzentrationen an Triton X-100sein scheint [93]. In NMR-
Titrationsexperimenten konnte gezeigt werden, @@ssimmte hydrophobe und aromatische
Reste innerhalb der Substratbindungstasche deb'Hl@mane mit Aminosaureresten in
Modell-Peptiden interagieren [87, 88]. Die Betailgy von spezifischen Resten des
Substrates wahrend der Bindung ist dagegen urkk$awird angenommen, dass multiple und
redundante Wechselwirkungen mit dem Substrat bei laeraktion beteiligt sind [88].
Kirzlich konnte zudem gezeigt werden, dass PDksglan Peptid-Antigene bindet und dass
die Assoziation mit diesen Peptiden verstarkt urégduzierenden Bedingungen erfolgt [94].

Im Falle des PDI-Familienmitgliedes PDIp konnte gjgkz werden, dass das Protein
eine Bindungsselektivitat fir Peptide mit einzeldgm- oder Trp-Resten, ohne benachbarte
negative Ladung aufweist [95]. Der Hydroxyaryl-Gpepvon Tyr wird bei der Bindung in
PDIp eine besondere Rolle zugeschrieben [96]. RpZ9 konnte vor Kurzem eine Préferenz

der Bindung an Peptide mit aromatischen Restenesbasischem Charakter nachgewiesen
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werden [24]. Im Falle von ERp57 wird angenommenssdalessen Substratspezifitat
hauptséachlich durch seine Co-Chaperone Cnx/Crtinmedtwird und dass di&'-Doméane
durch Assoziation mit Crt/Cnx die Fahigkeit zur Swhtbindung verloren hat [32, 97].

Eine umfassende und systematische Charakterisiedsng Substratspezifitat der
einzelnen PDIs scheiterte bisher v.a. an der Vedilgit einer ausreichenden Anzahl an
Modell-Substraten mit unterschiedlichen putativennddngsmotiven. Dariiber hinaus
existieren bisher keine strukturellen Untersuchungen PDI-Substratkomplexen. Lediglich
die Kiristallstruktur des kovalenten ERp57/Tapasomflexes erlaubte erstmals einen
Einblick in den Substratinteraktionsmechanismuska¢alytischen Domanen eines Mitglieds
der PDI-Familie [98].

1.5.3. Kontrolle der Substratbindung bei PDIs

Durch strukturelle Untersuchungen von Mitgliederar d°PDI-Familie sowie der
isolierten PDIb'-Doméne konnte gezeigt werden, dass die Bindung Spstraten an das
Chaperon nicht willktrlich erfolgt, sondern vielmediner feinjustierten Kontrolle unterliegt.
Im Falle der Substratbindungsstelle in der PEDomane kontrolliert dek-linker, welcher
die b'- mit dera'-Doméane verbindet (s. Abschnitt 1.6.2.1.), die rfaltion mit Peptiden [86,
87]. Derx-linker bindet in der hydrophoben Substratbindungstasalewird durch Modell-
Peptide aus dieser verdréangt. Es liegt somit emgatitives Gleichgewicht zwischen der
linker-gebundenen und Substrat-gebunddrieBindungsstelle vor. Die Punktmutation 1272A
innerhalb der PDb'-Domane stabilisiert dig-linker-gebundene Konformation, obgleich das
bb'x-Fragment die Eigenschaft zur Substratbindung éilb§34, 86-88].

Auch fur das PDI-Familienmitglied ERp44 konnte eingbschirmung der
hydrophoben Tasche in def- unda-Domane durch den flexiblen C-terminalen Bereich de
Proteins nachgewiesen werden [99]. Die Deletion@dsrminalen Bereiches fuhrte zu einer
signifikanten Erh6hung der katalytischen Aktivits Proteins. Vergleichende strukturelle
Analysen von PDI1lp und ERp57 deuten auf eine Fitéibdes Abstandes zwischen den
katalytischen Domanen hin, was auch die Substekbetit malRgeblich beeinflussen kann
(s. Abschnitt 1.6.2.); [85, 98, 100]. Jungste Usiiehungen von PDI ad$umicola insolens
zeigten ein redox-abhangiges Rearrangemen'demnda’-Doméanen [90]. Die Oxidation des
aktiven Zentrums fuhrt zur Exponierung der hydrdpo Substratbindungstasche. Es wird
angenommen, dass PDI sein Substrat solange binidets seine Oxidationsaquivalente auf
das Substrat Ubertragen hat. Danach erfahrt die st@gbindungsstelle eine

Konformationsdnderung und das oxidierte Substrat emtlassen [90].

18



1. ENLEITUNG

1.6. Die PDI-Familie

1.6.1. Doméanen-Aufbau von PDlIs

Basierend auf friheren Analysen zum DomanenaufloauRDIs auf Grundlage von
Ahnlichkeiten in der Primarsequenz, v.a. um dasoxeaktive CXXC-Motiv, konnte die
Zusammensetzung der Doméanen einzelner PDIs spatekt dmittels NMR- und
Rontgenstrukturanalyse bestétigt werden [43]. D@ isher bekannten Mitglieder der
humanen Proteindisulfidisomerase-Familie untersigrei sich in der Anzahl und

Zusammensetzung ihrer Thioredoxin (Trx)-ahnlichemianen (s. Abb. 5).

a b b‘ x af

Mcoic [ [ Mconc m  PDI {conc[ [ [ TMX3

Mcoc [ |  Mcenc B ERpS57 TMX4

o coHe | | Jcvc = PDIp = TMX5

s ceHc W coHe | | Bcic ERp72 ! Wcsmc W conc Wcric @ PDIr

o ceHc M ceHe | == P5 i | = ERp27
[ crFs | | = ERp44 { ccac b} ERp18
N ERp29 w ccHc W ceHc i ceic | ERp46

T csHe | | [cppc | cHpc [cepc m ERdj5 = skas | | | [ skkc s  PDILT
TMX {cris | AGR2

[['swoc | TMX2 AGR3

Abbildung 5: Doméanen-Aufbau der humanen PDI-Familiemmitglieder. Die humane PDI-Familie setzt sich
aus bisher 20 bekannten Vertretern zusammen. Disclgien Mitglieder unterscheiden sich jeweils ineih
Zusammensetzung aus redox-aktivera') und redox-inaktivenifb') Doméanen mit Trx-&hnlicher Struktur
(weiBe Rechtecke). Die redox-aktiven Doménen etgthallas katalytische CXXC-Motiv (s. Kennzeichnung).
Dariiber hinaus verfugen einige Mitglieder der PRiie Uber einen dié'- unda'-Doméane verbindendex
linker (schwarz) sowie transmembrane Doméanen (grau). Rp2 ERdj5 besitzen zusatzlich zu ihren Trx-
ahnliche Doménen eine- bzw. J-Doméane (grau gestrichelt; s. Kennzeichnung). PBis,im Rahmen dieser
Arbeit analysiert wurden, sind unterstrichen gekencthnet. Nach [3].

Die einzelnen Domdanen konnen die CXXC, CXXS oderX&Xkatalytischen
Sequenzen enthalten und sind demnach redox-ad-[Doméanen), oder ihnen fehlt eine
derartige Sequenz und sie sind redox-inakifo’¢Doméanen); (s. Abschnitt 1.4.1.). Wahrend
PDI, PDIp, PDILT, ERP57 alle aus zwai und zweib-Doménen aufgebaut sind, enthalt
ERp72 eine zusatzlicheDomane [43, 98, 101]. ERd)5 stellt den bisher igiez bekannten
Vertreter der PDI-Familie mit einer zusatzlichertédminalen J-Doméane mit ATPase-
Eigenschaft dar [11]. Auf der anderen Seite setzeim die PDI-Homologen ERp44, P5 und
ERp46 aus drei Trx-ahnliche Domanen mit jeweilseeirzwei bzw. dreia-Doménen

zusammen [43, 99, 102]. Einen ebenfalls atypiscBemanenaufbau besitzen die PDI-
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Familienmitglieder ERp27 und ERp29. ERp27 bestebs awei redox-inaktivenb-
Domanen [77]. ERp29 setzt sich aus einer N-terramiadDoméane sowie einer C-terminalen
a-helikalen D-Domane zusammen [24]. Die kleinsten Mitglieder &&l-Familie ERp18,
AGR2 und AGR3 sind dagegen aus nur einer einzégpomane aufgebaut [103, 104]. TMX
und TMX2-5 stellen eine besondere Klasse innerltedb PDI-Familie dar. Sie besitzen
zusatzlich zu ihren Trx-&hnlichen Domanen putalivensmembranbereiche [44]. Zusatzlich
zur Zusammensetzung ihrer einzelnen Domanen uhtbdan sich die verschiedenen PDIs
im Vorhandensein des C-terminalen sauren Bereidoege desx-linkers und weiteren
flexiblen Proteinbereichen. Inwieweit die Domanesmumensetzung die Substratselektivitat
und Interaktion mit Co-Chaperonen beeinflusst,lbbesher spekulativ.

1.6.2. Strukturelle und funktionelle Charakteristika von PDlIs

1.6.2.1. PDI

PDI (PDIA1) stellt den urspriinglich ersten entdeokVertreter sowie Namensgeber
der PDI-Familie dar [34, 105]. PDI besitzt sowohi@ase-, Reduktase- als auch Isomerase-
Aktivitaten [5]. Obwohl einige putative PDI-Inter@dnspartner mittelscross-linking und
Immunoprazipitations-Experimenten identifiziert wen konnten, wird angenommen, dass
das Protein auf Grund seiner breiten Substratstigzihit einer Vielzahl an ER-Proteinen
interagieren kann. Am besten charakterisiert istBkteiligung von PDI bei der Faltung von
Procollagen. PDI katalysiert wahrend der Assemiohgr der Collagen Tripelhelix die
Bildung von inter- und intramolekularen Disulfidickén zwischen bzw. innerhalb der C-
Propeptid-Domanen. Alg-Untereinheit des Multiproteinkomplexes Prolyl-4-dtgxylase ist
PDI fur die Hydroxylierung von Prolinen innerhallerdCollagen-Sequenz verantwortlich
[44]. Zudem bindet PDI nicht assembliertes monomezePropeptid Uber nicht-kovalente
Interaktionen und sorgt damit fir dessen RetentmrER. PDI tragt auf diese Weise zur
Qualitatskontrolle (s. Abschnitt 1.1.2.) und Rei@mt von unvollstandig prozessiertem
Procollagen bei [44].

Eine weitere Rolle konnte PDI bei der Regulatiameeiessentiellen Disulfidbricke in
der Peptid-Bindungstasche von MHC I-Molekilen zgheeben werden [106]. Nur in der
oxidierten Form bindet MHC | die Peptide, die spats Antigen fungieren. Die Oxidation
wird durch PDI katalysiert wenn ausreichend hodmeaf Peptide verfugbar sind. Bei
Abwesenheit dieser Peptide erfolgt die Reduktion MHC | durch PDI. Ohne die Peptid-
Bindungsaktivitat von PDI liegen die meisten MH®blekile auf der Zelloberflache ohne
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gebundenes Peptid-Antigen vor [107]. Neuste Untdrsngen deuten ebenso darauf hin, dass
PDI eine essentielle Rolle bei der Signalpeptidnittelten ERAD spielt [108]. Des Weiteren
konnte kirzlich gezeigt werden, dass PDI selektibastimmte Peptid-Antigene bindet und
diese von denransporter-assoziiert-mit-der-AntigenprozessigritAP) an die MHC I-
Molekule tbertragt [94]. Zudem ist PDI bei der bBalj von Thyroglobulin beteiligt, mit dem
es cotranslationell bis zum Verlassen des ER irdtkalare Disulfidbriicken ausbildet [44].
Kirzlich konnte mit dem HIV-1Glycoprotein 120 (g@l)2ein weiterer Interaktionspartner
gefunden werden, welcher an PDI Uber eine interkutdee Disulfidbriicke bindet [109].
PDI1p aus der Hefe ist essentiell fur die Uberleb@migkeit des Organismu&nockout
Zellen von PDI wurden bisher nicht beschrieben [44]

Basierend auf frlheren Sequenzanalysen und naemidég ersten strukturellen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass dieelagrz Domanen von PDI eine
Thioredoxin-ahnliche Struktur mit dem charaktesisienf-a-p-o-p-a-p-p-a-Motiv besitzen
(s. Abb 6); [43].

Abbildung 6: Faltung der Thioredoxin (Trx)-Domane. Thioredoxin besitzt die klassisciBen-B-a-p-o-p-p-o
Anordnung seiner Sekundarelemente mit funf zergeégenerB-Faltblattern (lila), die von vien-Helices
(cyan) umgeben sind. Die einzelnen Sekundarelemseirtd Uber flexible Schleifen (rosa) miteinander
verbunden. Am Ende der zweiterHelix liegt das katalytische CXXC-Motiv (gelbe Keig). Die Schleife in
raumlicher Nahe des CXXC-Motivs enthélt eine kowigte cis-Pro-Xaa Peptidbindungeis-Prolin Schleife;
blau). Dercis-Prolylrest ist als Stdbchenmodell dargestelltp{irx).

Mit PDI1p konnte 2006 die erste vollstandige dneieinsionale Struktur von PDI aus
Saccharomyceserevisiaeaufgeklart werden [85]. Obwohl Proteinstrukturesmeinzelnen
(redox-aktiven) Domanen von PDI bereits friher akfgrt werden konnten, war es erst
mittels der kompletten PDI-Struktur mdglich sowal¢ katalytische Aktivitat als auch die
Chaperon-Eigenschaft dieses Proteins exakter zchtmben. Wie die Analyse der PDI1p-
Struktur zeigte, bildet das Protein die Form eillds wobei die b- und b'-Domanen die
Basis bilden und die katalytischen und a’-Doménen an den Enden des "U" liegen. Die
aktiven CXXC-Sequenzen der katalytischen Domaregeh am N-Terminus der zweiten
Helix und sind jeweils gegenuberliegend nach ingenmchtet (s. Abb. 7).
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ERp29

Abbildung 7: Struktureller Aufbau von humanen PDIs. ERp57 (pdb: 3f8u [98]; links oben), ERdj5 (pdb:
3apo [110]; rechts oben), ERp44 (pdb: 2r2j [99]kd unten) und ERp29 (pdb: 2qc7 [24]; rechts unsémg die
bisher einzigen Mitglieder der humanen PDI-Famitiét mehr als einer Trx-&hnlichen Domane, deren
dreidimensionale Struktur vollstandig aufgeklarrden konnte. Die Kristallstruktur von PDI1p (pdix52 [85])
ahnelt stark der dreidimensionalen Struktur von ERfnicht gezeigt). Die vier Domanen von ERp57 nehm
raumlich die Form eines "U" ein, wobei difa'-Doméanen (orange) an den Enden liegen. Die kasaly¢in Cys
des CXXC-Motivs (gelbe Kugeln) sind dabei nach mrgerichtet. Dieb/b'-Doménen (blau) bilden eine
hydrophobe Basis mit der putativen Substratbindstege in deb'-Doméane von PDI. Der ca. 20 Aminosaure-
Reste lange-linker in ERp57 verbindet dib'- mit dera’-Doméane. ERdj5 enthalt eine N-termindkdoméane
(cyan), drei katalytische Doménen sowie zwei rei@ktive Domanen. ERp44 setzt sich aus eamaind zwei
b-Doméanen zusammen. Die Doméanenanordnung entspnictiesem Fall einem "Kleeblatt". ERp29 besitzt
zusatzlich zu seiner Trx-ahnliché@aDoméne eine C-terminale-Domane (rot), bestehend aus fisHelices.
ERp29 ist als Dimer gezeigt, wobei die Dimerisigriirber die N-terminaleb-Doméanen (blau) des jeweiligen
Monomers vermittelt wird. Dex-linker in PDI sowie die C-terminalen Bereiche von ERp4#iiiy konnen bei
der Modulierung der Substratbindung beteiligt sein.

Die Anordnung und Oberflacheneigenschaften dereémen Domanen ahneln der
coli-Proteindisulfidisomersen DsbC und DsbG [111]. Baerminale saure Bereich von PDI
scheint nicht mit den aktiven Zentren in Wechsdtwng zu stehen. Ein stabilisierender
Effekt auf diea'-Domane und damit auf deren katalytische Aktiwté&id angenommen [85].
Konservierte Pro-Reste nahe der aktiven Zentragetiancis-Konformation vor €is-Prolin
Schleife). Weitere Reste in der Nahe des aktivemrdes spielen ebenfalls fur die Katalyse
eine wichtige Rolle (s. Abschnitt 1.4.1.). Kiirzlikbnnte in Ubereinstimmung mit der PDI1p-
Struktur gezeigt werden, dass die und b'-Domane des Proteins eine hydrophobe Tasche
bilden, die bei der Substratbindung beteiligt &8][ Die Tasche wird hauptséachlich durch die
aromatischen und hydrophoben Resteoder;-Helices deib'-Doméne gebildet (s. Abb. 58).
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Die Kiristallisation von PDIlp bei unterschiedlichdremperaturen zeigte starke
konformationelle Unterschiede, v.a. in d#a'-Domanen des Proteins [100]. Auf der anderen
Seite scheinen dib/b’-Doméanen des Proteins ein starres "Gerust" zu rild@isatzlich
beeinflusst der Redoxzustand des aktiven Zentruena'éddoméane die Konformation dér-
unda’-Domane von PDI (s. Abschnitt 1.5.3.); [90]. Diead3erordentliche Flexibilitat erlaubt
es PDI wahrscheinlich eine Vielzahl unterschiediighR3er Substrate mit unterschiedlichen
Oberflacheneigenschaften zu binden. Auf der and&ete scheint der rdumliche Abstand
sowie die Flexibilitdt der einzelnen Domanen nidais einzige Kriterium zu sein, durch
welches die Substratselektivitat von PDI deternntrwerd.

PDI bildetin vitro Homodimere, wobei die Dimerisierung hauptsachélarch dieb’-
Doméne vermittelt wird [112]. Det-linker beeinflusst die Dimerisierung dbx-Fragmentes
und b'x liegt als Monomer vor, wenn derlinker in der putativen Substratbindungstasche
gebunden ist [87]. Eine Dimerisierung von PDI1prkans dessen Kristallstruktur abgeleitet
werden [85, 100]. Dex-linker beeinflusst zudem die Peptid-Bindung (s. AbscHnit3.).

1.6.2.2. ERp57

Das PDI-Familienmitglied ERp57 (PDIAS3) ist das nétstehende Homologe von PDI.
Neben PDI selbst, gelten die Eigenschaften von ERgS am besten untersucht. ERp57
katalysiert, ebenso wie PDI, jedoch mit geringekatalytischer Aktivitdt, Oxidations-,
Reduktions- und Isomerisierungs-Reaktionen [113jhl#&iche potentielle Substratproteine
konnten fur ERp57 mittels cross-linking und Immunoprézipitations-Experimenten
identifiziert werden (s. Tabelle 5, Anhang); [4#].Analogie zu PDI bildet ERp57 mit dem
sekretorischen Protein Thyroglobulin wahrend de$sdtung gemischte Disulfidbriicken aus
(s. Abschnitt 1.6.2.1.). Eine weitere wichtige Rddipielt ERp57 als Bestandteil desptide-
loading-complex (PLC) bei der oxidativen Faltung der schweren &ettes MHC I-
Komplexes. In diesem Komplex kommen neben ERp57desdMHC I-Molekuls auch Crt,
Tapasin und TAP vor [44]. ERp57 bindet durch emternmolekulare Disulfidbricke kovalent
an Tapasin [98, 114]. Neben PDI ist auch ERp57ngigdeflir die Prasentation von Antigen-
Peptiden durch den MHC I-Komplex auf der ZellokizHe. Innerhalb des PLC scheint
ERp57 neben Tapasin auch (transient) mit weiteremponenten zu interagieren [115].
ERp57 konnte, analog zu PDI, auch aul3erhalb degg@&Bnden werden [116]. Es wird
vermutet, dass ERp57 eine wichtige Rolle bei debiionalentwicklung spieltknockout
von ERp57 in der Maus fuhrt zur Lethalitat im endorglen Stadium [116].

23



1. ENLEITUNG

Es wurde angenommen, dass die Interaktion von ERpH7 Crt/Cnx dessen
Substratspezifitat bestimmt und ERp57 selbst kksn&ubstratselektivitat aufweist [30, 97,
117]. Jedoch konnte kirzlich gezeigt werden, dd@p5# auch nicht-glycosylierte Proteine
bindet und demnach Uber die Fahigkeit zur direktearaktion mit Subtraten zu verfiigen
scheint [54, 97, 118]. In NMR-Experimenten konnezgjgt werden, dass Crt/Cnx uber die
saure P-Doméne an de-Domane von ERp57 bindet und dass die Mutationse@iezigen
Restes am Ende der P-Domane (D258) die InteraktibriERp57 komplett unterbindet [31,
118]. Auf der anderen Seite sind v.a. die basisé¢heste K214, K274 und R282 der ERp57
b'-Doméane wichtig fur die Interaktion mit Crt/Cnx [3,1119]. Eine Interaktion von ERp57
mit Crt/Cnx Uber elektrostatische Wechselwirkungem daher vermutet.

Die dreidimensionale Struktur und Doméanen-Anordnuag ERp57 &ahnelt stark der
von PDI1p (s. Abb. 7); [85, 98]. Ebenso wie PDllijulén die vier Trx-&hnliche Doménen
von ERp57 die Form eines "U". Die katalytischen @<%equenzen befinden sich ebenfalls
an den Enden des "U" und sind nach innen gerichn@twohl die Struktur und
Oberflacheneigenschaften der katalytiscHeeamé&nen von ERp57 stark denen von PDI
ahneln, bestehen im Rest des Protein signifikantéendchiede. So fehlt beispielsweise
ERp57 der saure C-terminale Bereich von PDI. Im gbegtz dazu besitzt ERp57 einen
basischen Carboxyterminus [116]. Weitere Unterstshievischen ERp57 und PDI bestehen
in ihren b'-Domanen. Wahrend die putative Substratbindungséasenerhalb der PDI-
Doméne hauptsachlich einen hydrophoben Charaktgitzheso besitzen die aquivalenten
Bereiche deb'-Domane von ERp57 Uberwiegend eine negative Ladilibhg, 119, 120]. Da
der b'-Doméne die hydrophobe Tasche fehlt, scheint didigk&it von ERp57 zur
Substratbindung stark reduziert zu sein. Uber @gragen Beitrag der katalytischen Doméanen

von ERp57 bei dessen Substratinteraktion ist bishewenig bekannt.

1.6.2.3. P5

Als weiteres gut charakterisiertes Mitglied der Hfaimilie gilt ebenfalls P5 (PDIAG,
CaBP1).In vitro katalysiert P5 Oxidations-, Reduktions sowie Isosierungs-Reaktionen
und besitzt die Eigenschaften eines Chaperons unti-Ghaperons [121-125]. Die
katalytische Aktivitat von P5 ist jedoch geringés die von PDI. Mittel8BiacoreMessungen
konnte zudem gezeigt werden, dass P5, ahnlich \mig Sowohl an das Modell-Peptid
Mastoparan als auch an niedermolekulare Substdrndet (s. Abschnitt 1.5.2.); [124, 126].
P5 ist Bestandteil von Multiproteinkomplexen u.asammen mit BiP, PDI, Grp94 und

ERp72 [16]. P5 wurde ebenfalls als Bestandteil®iDlbaperon-Komplexes gefunden, der mit
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dem Transmembranprotein Sec6lp assoziiert ist uadldnslokation des Prion-Proteins
beeinflusst [127]. P5 ist zudem beteiligt an devzessierung von Interferonsowie bei der
Reifung von Spermatocyten [125, 128]. Kirzlich knmgezeigt werden, dass der nicht-
kovalente Komplex mit BiP die Substratbindungssigétivon P5 bestimmt [54].

Eine weitere interessante Funktion besitzt P5 leei Efkennung von Oberflachen-
markern von Tumoren durch das Immunsystem (s. Abtch.7.); [129, 130]. Eine ebenso
wichtige Funktion wird P5 auf der Zelloberflachenv@hrombozyten bei Prozessen der
Blutgerinnung zugeschrieben [38, 39, 131]. P5 isitavhin bei der Embryonalentwicklung
beteiligt, indem es bei Vertebraten die rechtsdilsymmetrie bei der Organentwicklung
beeinflusst sowie wahrend der Entwicklung des Zémérvensystems irDrosophila
melanogastervermehrt exprimiert wird [132, 133]. Trotz seinER-Ruckflihrungssignals
wurde P5 auch auf der Zelloberflache sowie in Mitwadrien detektiert [40].

Strukturell setzt sich P5 vermutlich aus drei Thalichen Doméanen zusammen. Einer
N-terminalena- sowie einer mittlere@’-Domane (s. Abb. 5). Das Vorhandensein einer C-
terminalenb-Domane wird vorhergesagt, konnte bisher aber tiebtétigt werden [43, 134].
P5 besitzt einen C-terminalen sauren Bereich, weelgermutlich fiir die Bindung von &a

verantwortlich ist. P5 wurdia vitro als Dimer und auch als Trimer nachgewiesen [129].

1.6.2.4. ERp29

ERp29 (ERp28) wurde erstmals 1998 aus Lebergewedndiert und naher
charakterisiert [135]. Es stellt den bisher einaigpekannten Vertreter der Klasse der PDI-D
Proteine innerhalb der humanen PDI-Familie dar. ZRgetzt sich aus einer N-terminalen
Doméne mit der typischen Trx-&hnlichen Struktur emter fir PDI-D-Proteine typischen C-
terminalenD-Doméne, bestehend aus-Fielices, zusammen (s. Abb. 7); [24]. Neben ERp27
ist ERp29 das einzige PDI-Familienmitglied ohneediatalytische Doméane und besitzt daher
keine Oxidoreduktase-Aktivitat (PDI{BFamilie); [43, 44]. ERp29 kommin vitro als
Homodimer vor [24, 136]. Die Dimerisierung wird thei Uber die N-terminalb-Doméne
des jeweiligen Monomers vermittelt und ist essdinfi&r die biologische Funktion des
Proteins [137]. ERp29 enthélt das KEEL-Ruckfuhrangsal und ist demnach im ER-Lumen
lokalisiert [135, 138, 139]. Wind, das ERp29-Orttg# in Drosophila bildet ebenfalls
Homodimere und ist mit ERp29 strukturell nahezuntdeh [140].

Hinsichtlich der Substratspezifitat von ERp29 isthier wenig bekannt. Vor kurzem
konnte gezeigt werden, dass ERp29 bevorzugt an aisohe Peptide mit basischem
Charakter bindet [24]. Gut charakterisiert sind etpgn die Substrat-Bindungseigenschaften
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von Wind. Es wurde eine putative Substratbindursg$ta in derb-Domé&ne von Wind
identifiziert, welche in der Nahe der Dimerisiergsatglle liegt [140, 141]. Die Mutation
mehrere konservierter Tyr-Reste verhindert den dpart von Pipe aus dem ER zum
Golgi [141]. Neben deb-Domaéne ist vermutlich auch dizzDomane von Wind bzw. ERp29
(indirekt) bei der Substratbindung beteiligt [13B{ir den effizienten Transport von Pipe aus
dem ER benotigt Wind sowohl die-, also auch died-Doméne [140, 141]. Dagegen ist
ERp29 nicht in der Lage Wind bei der Prozessierumg Pipe zu ersetzen, obwohl die
Doménen beider Proteine austauschbar sind [136].

Bisherige Experimente deuten auf eine Rolle von ZRpls "Eskort-Protein” im
frihen sekretorischen Weg hin [142]. Es konnte iggzeerden, dass ERp29 sowohl mit dem
Oberflachenantigen des Hepatitis B-Virus interagials auch an das Polyomavirus-
Hullprotein VP1 bindet und in diesem eine Konfotimasanderung induziert [72]. Im
Vergleich zu anderen Gewebeteilen wurden in Thywzygroliere Mengen an ERp29
gefunden sowie dessen transkriptionelle Hochreguig durch das Schildrisen-
stimulierende Hormon (TSH) nachgewiesen [143, 1E#je Beteiligung von ERp29 bei der
Prozessierung von Thyroglobulin wird angenommerb[1Meuste Untersuchungen mittels
siRNA-knockdownvon ERp29 implizieren eine Bindung an dgap-junction Protein
Connexin-43 sowie dessen ERp29-abghangigen Tranapodie Zelloberflache [146]. Der
Cystische Fibrose-korrelierte transmembrane Laigk#dits-Regulator (CFTR) wurde
kirzlich als weiterer ERp29-Interaktionspartnemidfeziert [147].

ERp29 ist das bisher einzige beschriebene PDI-famiitglied, desserknockout
nicht zur Lethalitat des Organismus fihrt [148].

1.6.2.5. ERp46

ERp46 (Endo-PDI) ist, ahnlich wie P5 und ERp44, drg Trx-dhnlichen Domanen
aufgebaut. Im Gegensatz zu den anderen PDI-Famiiigiledern enthélt es jedoch keine
redox-inaktivenb/b'-Domanen [44, 102, 149, 150]. Ebenso wie ERp72it21eSRp46 drei
katalytische Doméanera{ a, a') mit dem CGHC-Motiv. ERp46 besitit vitro Reduktase-
Aktivitat [150]. In Hefe-Komplementationsstudien nka ERp46 die Funktionen von PDI
substituieren [149]. Unter Sauerstoffmangel isEmdothelzellen zudem die Expression von
ERp46 gesteigert [102]. Des Weiteren wird ERp46medmt in aktivierten, reifen B-
Lymphozyten exprimiert. Eine Beteiligung bei depR¥ssierung und Assemblierung von Ig-
Molektlen wird angenommen [150]. Kirzlich wurde ERp46 eine differentielle Expression

in B-Zellen des Pankreas bei unterschiedlichen Glusaseentrationen nachgewiesen [151].
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In jiungsten Studien konnten erstmals mehrere kat@l&Rp46-Interaktionspartner
mittels der CysteirtrappingMethode identifiziert werden (s. Tabelle 5, Anhgn{p4].
Zudem zeigt ERp46 eine Bindungsspezifitat fur ditofedoxin-Peroxidase Peroxiredoxin-4
[54]. In vitro ist ERp46 das praferentielle Reduktionsmitteldkiidiertes Peroxiredoxin-4 und
fungiert damit vermutlich als ein wichtiger Regolatder Redox-Balance innerhalb des
ER [152]. Neuere Untersuchungen weisen darauf d&ss ERp46 mit dem Adiponectin-
Rezeptor AdipoR1, nicht jedoch mit AdipoR2 inteexti Eine Beteiligung von ERp46 bei
der Adiponectin-Signaltransduktion wird vermuteb31 154]. Die Beteiligung von ERp46 bei
essentiellen Vorgangen des Immunsystems und destdfetechsels riicken dieses PDI-
Familienmitglied zunehmend in den Fokus der akémeforschung auf diesen Gebieten.

Uber den genauen Mechanismus der Substratintenakiio katalytischen Domanen
von ERp46 ist bisher wenig bekannt. Peptid-Bindsthgien sowie Untersuchungen zur
Substratspezifitdt von ERp46 liegen nicht vor. Eidédere Charakterisierung der oxidativen
Eigenschaften sowie Chaperon-Funktion von ERp4@&lamubisher nicht beschrieben.

1.6.2.6. Weitere ausgewéhlte PDIs

PDIp:
Das PDI-Familienmitglied PDIp (Pankreas-spezifiscReoteindisulfidisomerase)

wurde in friheren Studien fast ausschlieBlich imnkPeas sowie unter bestimmten
Bedingungen im Gehirn nachgewiesen [44, 155]. Algugntersuchungen ergaben jedoch
eine Expression von PDIp auch in anderen Organebgewdie Expression in Organen des
Verdauungsapparates am hochsten war [156]. PDlgzhewie sein Homolog PDI, den
klassischen Domé&nenaufbau mit zwei redox-aktive#a') und zwei redox-inaktivenb(b')-
Domanen [134]. Uber eine kovalente Homodimerisigrumon PDIp durch eine
intermolekulare Disulfidbriicke wird spekuliert [1,5657].

PDIp wurde im Komplex mit mehreren sekretorischestéinen gefunden (s. Tabelle
5, Anhang); [44]. Eine Interaktion von PDIp mit dadormon Ostrogen konnte ebenfalls
kirzlich nachgewiesen werden [158]. PDIp zeigt mebeiner Oxidoreduktase-Aktivitat auch
die Eigenschaften eines Chaperons [156, 159]. ib&g$-ragment ist hierbei vermutlich fir
die Substratbindung verantwortlich. PDIp bindet doreugt an Peptide mit Tyr- und Trp-
Resten sowie niedermolekulare Liganden mit Hydrody@ruppen [95, 96]. Unklar ist
bisher, ob die Interaktion mit aromatischen Grupppezifisch fur PDIp ist, oder aber ein

allgemeines Merkmal von Mitgliedern der PDI-Famdigrstellt.
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ERpl8:
Einen weiteren Vertreter der PDI-Familie mit atghism Domé&nenaufbau stellt das

ER-lumenale Protein ERp18 (ERpl16) dar [149]. ERp&&t sich aus einer einzigen Trx-
ahnlichen Doméane mit dem CGAC-katalytischen Zentrmasammen [160]. Eindoop-
Insertion in der dreidimensionalen Struktur des téins unterscheidet es von den
katalytischen Domanen der anderen PDI-Mitglied€¥3[1160].In vitro katalysiert ERp18
bevorzugt Oxidations-Reaktionen, obwohl es auchuRgahs- sowie Isomerase-Aktivitat zu
besitzen scheint [161]In vitro konnte sowohl monomeres als auch dimeres ERpl8
nachgewiesen werden, wobei die Dimerisierung vdratutiber den N-terminalen Bereich
des Proteins vermittelt wird. Zudem konnte gezeigirden, dass ERpl8 eine redox-
abhangige Konformationsanderung erfahrt [103, 1&ifje Beteiligung von ERp18 bei der
zellularen Reaktion auf ER-Stress wird postulig@l]].

ERp18 interagiert mit dem Rezeptor des Gonadotriypisetzenden Hormons sowie
VKOR und besitzt eine Spezifitat gegeniber Pemr8xi einer Komponente der
Komplementkaskade [54, 56, 162]. Uber die Substrdtmgseigenschaften von ERp18 ist
bisher kaum etwas bekannt. Eine putative hydropliestratbindungstasche in der Nahe

des aktiven Zentrum wurde kurzlich beschrieben[103

ERp27:
ERp29 und ERp27 sind die einzigen Vertreter der dnen PDI-Familie ohne eine

katalytisch aktive Doméne [44]. ERp27 besteht aosrd- undb'-Domane, wobei letztere
die putative Substratbindungsstelle enthalt [77RpE7 bindet das Modell-Peptic-
Somatostatin. Zudem konnte eine Interaktion von EZRmit derb’-Domane von ERp57

nachgewiesen werden [77]. Die biologische Relevhezer Interaktion bleibt jedoch unklar.

AGR2:

Der erst kurzlich beschriebene Vertreter der PDhiia AGR2 (Anterior Gradient
Homolog 2) besteht, wie seine Homologen AGR3 und ERp18,rau einer Trx-&hnlichen
Domane. AGR2 besitzt die untypische Konsensusseq@PHS [104, 163]. Uber die
Substratinteraktion bzw. Substratspezifitat von AGRt kaum etwas bekannt. Es konnte
allerdings gezeigt werden, dass AGR2 eine interkutéee Disulfidbriicke mit dem Cystein-
reichen Glycoprotein Mucin-2 (MUC2) ausbildet [10&ine Interaktion von AGR2 mit dem
ATP-bindenden Protein Reptin konnte ebenfalls kéinzhachgewiesen werden [164].
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1.7. Die Rolle von PDIs bei der Krankheitspathogerse

Aktuelle Studien deuten zunehmend auf eine Involvig von PDIs sowohl in der
Entstehung als auch bei dem Verlauf von zahlreidm@manen Erkrankungen hin. Diese
Erkrankungen korrelieren oft mit der Akkumulatioonvfehlgefalteten Proteinen in der Zelle.
Fur PDI und ERp57 konnte eine Beteiligung bei dathBgenese von neurodegenerativen
Erkrankungen, wie z.B. Morbus Alzheimer oder Pa&imErkrankungen, nachgewiesen
werden [116, 165, 166]. PDI konnte zudem direktden amyloiden Plagues mittels
Immunofluoreszenz detektiert werden [166]. In neatem Gewebe aus Alzheimer- bzw.
Parkinson-Patienten konnte u.a. gezeigt werdens destimmte Cys-Reste in PDI S-
nitrosyliert vorliegen [167]. Die S-Nitrosylierungon PDI inhibiert dessen katalytische
Aktivitat, fuhrt zur Akkumulation von polyubiquitiarten Proteinen und aktiviert die
UPR [167]. Im Falle von ERp57 konnte eine direkig¢etaktion mit dem Prion-Protein
nachgewiesen werden und es wird angenommen, dap®7ERusammen mit Crt die
Aggregation vorg-Amyloid-Proteinen verhindert [168].

Eine weitere wichtige Rolle spielen PDIs bei deel&@entstehung. In Krebszellen ist
die ER-Homeostase durch exogene oder endogeneré&akbaw. physiologische und/oder
pathologische Stimuli (z.B. Nahrstoffmangel, oxidet Stress, DNA-Schadigung, €a
Mangel, Wachstumsfaktoren, etc.) gestort [169]. MidC I-verwandten Molekile A und B
(MICA/B) finden sie sich vermehrt auf der Oberflaction zahlreichen humanen Tumoren,
welche dadurch zum Ziel naturlicher Killerzellenrden. Durch die Abschirmung von MIC
kann der Tumor vom Immunsystem kaum erkannt werlérzlich konnte gezeigt werden,
dass P5 bei der Abschirmung von MICA beteiligt [(529, 130]. Weiterhin konnte P5 die
Rolle eines Aktivators in friihen Stadien der MedastBildung zugeschrieben werden [170].

Mit ERp29 ist ein weiteres Mitglied der PDI-Familieei der Entstehung und
Progression von viralen Erkrankungen sowie bei iKezbspathogenese involviert [169].
ERp29 fuhrt zur Entfaltung des Polyomavirus VP1iphdteins und damit zur verstarkten
viralen Infektion. Daruiber hinaus ist ERp29 bei demorgenese in epithelialen Tumoren
sowie bei der Pathogenese von Brustkrebs betgllidt-174]. Es wird angenommen, dass die
gesteigerte Expression von ERp29 Uber die Moduiggmer ER-Stress-Signalwege zu einer
Stagnation des Zellwachstums fuhrt und ERp29 dat@t Eigenschaften eines Tumor-
Suppressors aufweist [169]. Uber die genaue Radie ERp29 bei der Krebsentstehung
herrscht jedoch noch Unklarheit. Beispielsweiseatfisler ERp29%nockdownin Brustkrebs-

Zellen zur verringerten Tumor-Bildung und ERp29 kvidamit als Onkogen [175]. Neben

29



1. ENLEITUNG

ERp29 konnte auch fur das kirzlich identifiziertd®lH#amilienmitglied AGR2 eine
Beteiligung bei der Pathogenese verschiedener Hressnachgewiesen werden [176-178].
Vergleichbar mit der Interaktion von ERp29 mit demalen Hullprotein Py-VP1,
interagiert PDI mit HIV1-gp120 [109]. Es wird angenmen, dass PDI auf der Zelloberflache
bei dem Eintritt des Virus mitwirkt. PDI und ERpShd ebenfalls bei immunologischen
Prozessen beteiligt (s. Abschnitt 1.6.2.2.). NeBénhat auch PDI auf der Zelloberflache

einen Einfluss auf die Blutgerinnungskaskade [179].

1.8. PDI-Inhibitoren

PDI interagiertin vitro mit mehreren niedermolekularen Substanzen. Ziedieahlen
aromatische Verbindungen mit HydroxyarylgruppenB(zBisphenol A), Stoffe mit SH-
reaktiven Gruppen (z.B. DTNB), aber auch zahlrei&mibiotika (z.B. Cyclosporin A,
Bacitracin, Vancomycin und Ribostamycin); [96, 1226, 180-185]. Zudem konnte gezeigt
werden, dass PDI auch an Hormone bzw. deren Verstbinden kann. Beispielsweise
interagieren PDI und PDIp mit 3,3',5-Triiod-L-Thyiia (Ts) sowie mitp-Ostradiol [126,
186-191]. Ebenso wurde die funktionelle Inhibierwag PDI und P5 auf der Oberflache von
Thrombozyten mittels spezifischer Antikorper bessben [126]. Mit Vincristrin, einem
Anti-Krebsmedikament, wurde ein weiterer putati?&l-Inhibitor identifiziert [126].

Wahrend DTNB Uber seine reaktive Disulfidbriicke dRedoxaktivitat von PDI
inhibiert, beeinflussen die Aminoglycosidantibi@iksowie Vancomycin, Bacitracin und
Ribostamycin die Chaperon-Aktivitat von PDI [12611183]. Dagegen inhibieren Ostrogen
und Bisphenol A (BPA) die Isomerase-Aktivitat voDIH185, 188]. Die Krebsmedikamente
Methotrexat und Temozolomid binden zwar an PDI &% inhibieren aber weder deren
Redoxaktivitdt, noch deren Chaperon-Eigenschafi@é]] Zudem kdénnen auch Proteine und
Peptide als PDI-Inhibitoren fungieren [192]. Kuckiwurde mit Juniferdin (165 ~ 160 nM)
ein potenter PDI-Inhibitor identifiziert, der dieDPkatalysierte Reduktion von gp120 in der
Hullmembran von HIV-1 inhibiert und den Eintrittsl¥irus in die Zelle verhindert [193].

Bei der Interaktion von PDIs mit niedermolekulargrhibitoren sind vermutlich
mehrere Doméanen beteiligt [126]. Eine Bindung sdwahi3erhalb als auch im aktiven
Zentrum ist jedoch, basierend aofsilico-Modellen, moglich [194]. Es wird angenommen,
dass das Aminozucker-Grundgerust der Aminoglycogidmtika fur die Bindung an PDIs
verantwortlich ist, wahrend bei BPA und seinen Z&tien vermutlich die Phenol-Gruppe das
determinierende Interaktionsmerkmal ist [96, 1285]1 Jingste Studien deuten darauf hin,
dass BPA hauptsachlich an hydrophobe Bereichehatieder PDb'-Doméane bindet [195].
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Die Dissoziationskonstanten von zahlreichen niedérkularen Liganden von PDI
und P5 wurden mittelBiacoreMessungen bestimmt und liegen in der Grol3enordmamg
102 M (z.B. Kanamycin) bis I8M (z.B. BPA); [126]. Die Spezifitat von Bacitrachrei der
Inhibierung der PDI-Aktivitat wird durch jingste témsuchungen jedoch angezweifelt [196].

1.9. PeptidArrays

Anfang der 1990er Jahre wurden zwei Methoden fér lderstellung von Peptid-
Arrays entwickelt: die SPOT-Methode, bei der eine stufeise Synthese der Peptide auf ein
Filterpapier erfolgt und die Licht-dirigierte, ralioi-koordinierte chemische Synthese
(Fotolithographie) [197, 198]. Bei SPOT-Makfgrays kdonnen 16 Peptide pro cm?
synthetisiert werden, wéhrend die durch digitaleokhographie hergestellten MikrArrays
eine Peptid-Dichte von bis zu 4.000 Peptide auf &rB? ermdglichen [199]. Der
technologische Fortschritt auf dem Gebiet der [eptiays beruht dabei auf drei
bedeutenden Entwicklungen der stufenweise Peptideya: 1. der Etablierung der
Festphasenpeptidsynthese (SPPS) durch MerrifieldteR Einfihrung de#rray-Formates
durch die "Pin-Methode"; 3. der Entwicklung der SP8Synthese [197, 200, 201]. Die SPOT-
Methode erlaubt die parallele Synthese von bis.20®Peptide innerhalb kurzer Zeit [199].
Die Immobilisation von pra-synthetisierten Peptideriolgt entweder auf einer flexiblen
Matrix (z.B. Cellulose- oder Baumwoll-Membranen)oduf einer starren Matrix (z.B. Glas
oder Gold). Dies hat den Vorteil, dass nach eréslgteptidsynthese und Abspaltung von der
Synthese-Matrix eine Analyse und Reinigung der I#ygierten Peptide erfolgen kann. Erst
nach der Qualitatskontrolle werden die Peptidedaunh Tragermaterial immobilisiert [199].

Starre Matrices, wie beispielsweise Glas, habenieteil, dass sie impermeabel sind
und eine glatte Oberflache besitzen, was die Ddfusind Interaktion des Analyten mit der
Oberflache vermindert. Dartber hinaus ermdégliclet Transparenz von Glas eine leichtere
und verbesserte Bildaufnahme z.B. durch VerwendwmgFluoreszenzfarbstoffen sowie ein
maschinellegead-outder Signale [199]. Heutzutage werden die pra-stigierten Peptide
oft mit Hilfe von Pipettierrobotern in Volumina werteinem Nanoliter auf das Tragermaterial
aufgebracht. Dafur werden spezielle behandelte f@loeen sowie printing-Puffer
verwendet, die zur Kopplungseffizienz sowie 8potMorphologie beitragen [199]. Zudem
beeinflussen alle genannten HerstellungsfaktorenSgiezifitdt der Interaktion des Analyten
mit den immobilisierten Peptiden, was wiederum windirekten Einfluss auf das
Signal/Hintergrund-Verhaltnis hat. Auf der ander@aite erfordern die Tragermaterialien

besondere Anspriche hinsichtlich der chemischehils Die funktionellen Gruppen auf
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der Oberflache missen zudem zugénglich fur chemibtbdifikationen sein. Aber auch die

synthetisierten und immobilisierten Peptide mudsaktionell erhalten bleiben und raumlich

so orientiert sein, dass sie eine Interaktion imiem Bindungspartnern erlauben [199]. Ein
Problem bei der Immobilisierung ist, dass haufigdBierungs-Lésungen verwendet werden
missen, um eine unspezifische Interaktion des Aealymit dem Tragermaterial zu

verhindern. In der Regel werden dafiir Detergenp@er BSA-basierte Blockierungs-Puffer
eingesetzt, die jedoch auch die ZuganglichkeitRigatide beeintrachtigen konnen.

Neben PeptidArrays kommen auch ProteiAfrays bei Interaktionsstudien zur
Anwendung [202]. Proteiddrays ermdglichen die Immobilisierung von Protein-Dom@ne
oder ganzen Proteinen und damit die Analyse deekt@in nativen Protein-Protein-
Interaktion. PeptidArrays haben auf der anderen Seite den Vorteil, das$epgidsynthese
heutzutage schnell und kosteneffizient sowie statisiart erfolgen kann. Zudem sind sie
resistenter gegenuber Chemikalien, proteolytiscBegradation sowie unempfindlicher
gegeniber Temperaturschwankungen und Solvatatides#imgen. Dariiber hinaus zeigen
Peptide eine verringerte Dynamik [199]. Proteiretaktionen treten jedoch Uber extensive
komplementare Oberflachenstrukturen auf. Es komafigzdings mehrfach gezeigt werden,
dass Peptide weiterhin die Eigenschaften der Prfotgktion représentieren kdnnen. Bei
Verwendung von Uuberlappenden Peptidsequenzen ist meglich mittels einer
Peptidbibliothek  die  gesamten  Oberflacheneigensehaf (und  maoglicherweise
Funktionalitdten) eines Proteins abzudecken [1¥3drartige funktionelle Peptidfrays
wurden bereits in mehreren Interaktionsstudien wagdt, z.B. bei der Identifizierung von
Antikorper-Epitopen, Protein-Doméanen-basierendeerbktionen sowie Untersuchung von
Enzym-Substrat-Wechselwirkungen und Enzym-Inhibitderaktionen [199]. Fir die
Identifizierung von linearen Epitopen wird i.R. einkurze Sequenz von etwa 8-15
Aminosauren Uber die gesamte putative Bindungsstadtschobenfiame-shify; [199]. Je
geringer deframe-shift desto exakter kann das Bindungs-Epitop idengiftaverden.

Die Verwendung der Peptiflrray Technologie hat eine gesteigerte Sensitivitat sowi
Miniaturisierung zur Folge und ermdéglicht einen Hdarchsatz der Interaktionsstudien, z.B.
in der industriellen Forschung oder klinischen Andeng. Dartber hinaus erfordern Peptid-
Arrays lediglich geringe Mengen des Analyten, oft nur pi-Bereich [202]. Obgleich
kommt es zur Abséattigung der Bindungsstellen auh deeptidArray, ohne dass sich die
Konzentration des Analyten durch die Bindung sigaifit andert [199]. Dies erlaubt die
Untersuchung von Interaktionen mit niedrigen Bingkadffinitdten und macht die Peptid-

Array Methodik zum Mittel der Wahl bei der Analyse voDIFSubstrat-Wechselwirkungen.
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1.10. Problemstellung und Ziele dieser Arbeit

Trotz zunehmender Erkenntnisse hinsichtlich desalgeaémechanismus sowie der
Chaperon-Funktion von PDIs, herrscht weitestgeh&imdlarheit Uber die molekularen
Grundlagen dieser Prozesse [63, 203]. Bisherigdi&tbeschaftigten sich v.a. mit der Rolle
der b'-Domane bei der PDI-Substratinteraktion [3]. Im &egpatz zu anderen Thioredoxin-
verwandten Proteinen existieren nur wenige Einblickh den Substratinteraktions-
mechanismus der katalytischen Doméanen von PDIieBige Untersuchungen zur Substrat-

spezifitdt von PDIs scheiterten an der Verfugbdréigies geeigneten Analyseverfahrens.

Eine wichtige Aufgabe dieser Arbeit bestand in Henzeption einer umfangreichen
Peptid-Bibliothek auf Basis der Hochdichte-Pegtiday Technologie. Mittels dieser
Methodik sollten die Peptid-Bindungseigenschafteshrarer humaner PDIs (PDI, ERp57,
PDIp, P5, ERp46, ERp18, ERp29, ERp27) untereinasdane mit PDIs anderer Spezies
(PDI1p, DsbA) verglichen werden. Zuséatzlich soltier Beitrag einzelner Doméanen auf die
Peptid-Bindungsspezifitat einiger PDIs naher untelns werden. Diese Methode sollte zudem

die Identifikation potentieller Bindungsepitope &DI-Interaktionspartnern erlauben.

Einen weiteren Schwerpunkt dieser Arbeit sollte dietaillierte Analyse des
Substratinteraktionsmechanismus der katalytischem@hen von PDIs bilden. Als Modell
hierfir wurde das aus mehreren redox-aktiven Doméanggebaute und bisher weniger gut
charakterisierte PDI-Familienmitglied ERp46 gewaBlasierend auf frilheren Arbeiten [24]
sollte die Interaktion von ERp46 mit immobilisiantdlodell-Proteinen untersucht und mit
weiteren PDIs verglichen werden. Dariber hinaukes@Rp46 sowohl funktionell als auch
strukturell ndher charakterisiert werden. Weitetten spezifische Interaktionspartner von
ERp46 identifiziert und mit den anderer PDIs veatgdin werden.

Das Vorhandensein einer C-terminaleiomane in P5 wurde in der Vergangenheit
kontrovers diskutiert [43, 134]. Im Rahmen diesetbeit sollte daher der Beitrag der
putativenb-Domane fur die katalytische Aktivitat, Chaperomktion sowie Protein- und
Peptid-Interaktion naher untersucht werden. Diakstirellen Eigenschaften von P5 sollten

zudem mit dem ahnlich aufgebauten PDI-Familienn@tgERp46 verglichen werden.

Im letzten Teil der Arbeit sollten, aufbauend aighierigenin silico-Studien [142],

niedermolekulare PDI-Liganden identifiziert sowiedhemisch charakterisiert werden.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden in der Reirdstitfe p.a. von den Firmen
AppliChem (Darmstadt), Fermentas (St. Leon-Rot)uk&l (Buchs; Schweiz), Merck
(Darmstadt), Roche Molecular Biochemicals (Mannbeifoth (Karlsruhe) und Sigma

(Deisenhofen) bezogen. Des Weiteren wurden folg€&tdamikalien verwendet:

Acrylamidldsung (,Rotiphorese*; 30 % (w/v)) Roth
4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid Hydrochlor{EBSF) AppliChem
Ammoniumpersulfat (APS) Roth
Chaps Fluka
Coomassie Brillantblau G250 AppliChem
CybrSafe Invitrogen
2',3'-Cyclisches Cytidin-monophosphat (cCMP) nsag
Dimethyl-adipimidat Hydrochlorid (DMA) Pierce
Dimethylaminboran Sigma
Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem
N-Dodecyl$-D-maltopyranosid Roth
N,N-Dimethylformamid (DMF) Sigma
Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPS) Fermentas
Dithiotreitol (DTT) AplliChem
5,5'-Dithio-bis-(2-dithionitrobenzoat), (DTNB; Ellam-Reagenz) Fluka
Ethylenglycol Fluka
Formaldehyd (36 % (v/v)) Sigma
Glutathion, reduziert (GSH) Sigma
Glutathion, oxidiert (GSSG) Sigma
Guanidin Hydrochlorid (GdmCI) AppliChem
Glycerin Sigma
Harnstoff Applichem
Thioharnstoff GE Healthcare
lodacetamid (IAA) Sigma
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B-Mercaptoethanol AppliChem
Milbona Milchpulver Lidl UK
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS) AppliChem
CoverOl GE Healthcare
Paraformaldehyd (PFA) Sigma
Polyethylenglycol (PEG) 3.350 und 10.000 Sigma
Triton X-100 AppliChem
Tween 20 Sigma

Niedermolekulare Wirkstoffe und putative PDI-Inhdyen:

Alle zum screeningverendeten Komponenten wurden vbdlational Cancer Institute
(USA) zur Verfugung gestellt. Die putativen PDI-ibitorem wurden von den Firmen VWR,
Best West Laboratories, Bio Viotica Naturstoffegr8a und Tocris Bioscience in dem hochst

maoglichen Reinheitsgrad bezogen.

2.1.2. Standards und Kits

1 kb DNA-Leiter Fermentas

100 bp DNA-Leiter Fermentas
SDS-PAGE GroéfRenstandards (# SM0441, SM0431, SM0661) Fermentas
Nucleo Spin Extract JIDNA Extraktions-Kit Macherey-Nagel
Nucleo Spin PlasmjdPlasmid Reinigungs-Kit Macherey-Nagel

Super Signal West Pico Chemiluminesc@stern-Blot Detektions-Kit Thermo Scientific
2-D Quant Kit zur Bestimmung der Proteinkonzentration GE thealre
Low molecular weightindhigh molecular weighGelfiltration-

Kalibrierungs-Kit GE Healthcare

Bei allen Kits wurden nur die daflr vorgesehenefidPbzw. Loésungen verwendet

und nach Anleitung des Herstellers verfahren.

2.1.3. Enzyme und weitere Proteine
Fur Restriktionsenzyme, Phosphatasen, Ligasen whgmerasen wurden die vom
Hersteller jeweils mitgelieferten bzw. empfohlendPuffer verwendet und in den

entsprechenden Konzentrationen eingesetzt.
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Albumin (BSA); (aus Rinderserum)

Alkalische Phosphatase (SAP); (aus Krabbe); (1 YJ/uL
Calreticulin (aus Rinderleber)

Citratsynthase (aus Schweineherz)

DNasel (aus Rinderpankreas)

DsbA (E. coli)

ERp29, ERp2B, -D (human, rekombinant)

FKBP12.6; FKBP13 (human, rekombinant)

Insulin (aus Rinderpankreas)

Kpnl (ausKlebsiella pneumonia®Ka3); (20 U/uL)
Lysozym (aus Huhnereiweil3)

PDIb'; -b'x; -b'x1272A; PDI1p; AGR2 (human, rekombinant)
Pfu-DNA-Polymerase (2 U/ulL)

RNase (aus Rinderpankreas)

SpH (ausStreptomyces phaeochromogen€s0 U/uL)
Tag-DNA-Polymerase (5 U/uL)

Trypsin (aus Rinderpankreas)

Thrombin (aus Rinder Blutplasma)

T4-DNA-Ligase (1 U/uL)

2.1.4. Medien und Antibiotika

Applichem
Fermentas
Sigma; D.M. riaer
Sigma
Applichem
ATGen
N. N. Barak
H. Giese
Sigma
NEB
Applichem
L. W. Rodk
Fermentas
Sigma
NEB
Fermentas
Applichem
Sigma

Fermentas

Medien:

SOC-Medium 18 g/L Trypton; 4,5 g/L Hefeextrakt8 mL/L NaCl-
Stammlosung (5 M NacCl); 2,25 mL/L KCI-Stammiag
(2 M KCI); 9 mL/L MgC}-Stammldsung (1 M MgG);
9 mL/L MgSQ-Stammlodsung (1 M MgS£p, 18 mL/L
Glucose-Stammlosung (1 M Glucose)

LB-Medium 10 g/L Trypton; 5 g/L Hefeextrakt; fiL NacCl

LB-Agar: LB-Medium mit zusatzlich 15 g/L Agar-Ag

Der pH-Wert wurde jeweils mit 1 N NaOH auf 7,0 eastellt und die Medien

anschlieBend bei 120 °C dampfsterilisiert. Nach aBedvurden den Medien nach dem

Erkalten Antibiotika im Verhéltnis 1:1000 (v/v) zegeben.
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Antibiotika:

Ampicillin 50 mg/mL in ddHO
Chloramphenicol 30 mg/mL in EtOH
Kanamycin 100 mg/mL in ddi®

Die Antibiotika wurden nach Herstellung steril fidirt und bei -20 °C gelagert. Bei
Bedarf wurden die entsprechenden Antibiotika (Antloacfir XL1-Blue; Ampicillin und
Chloramphenicol fir Rosetta; Ampicillin und Kananmycfir M15) dem Medium im
Verhaltnis 1:1000 (v/v) zugegeben (LB-Selektivmeaalu

IPTG-LGsung:
IPTG-Stammlésung 1 M in dd@

Die IPTG-Stammlosung wurde nach Herstellung stédtrilert und bei -20 °C gelagert.
Zur Induktion der Expression wurde IPTG der Baltekultur im Verhaltnis 1:1000 (v/v)
bzw. 1:2000 (v/v) zugegeben.

2.1.5. Bakterienstamme und Plasmide

Stamme:

E. coli XL1-Blue (Stratagene): GenotypcAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[F" proAB laclqziM15 Tn10 (TetR)].

E. coli Rosetta (DE3) [pLysS] (Novagen): Genotyp(ara—leu)76974lacX74 AphoA Pvull
phoR araD139 ahpC galE galK rpsL (DE3) F'[lac+ laglpro] gor522::Tn10 trxB pRAREZ2
(CamR, KanR, StrR, TetR).

E. coli BL21 (Novagen): Genotyp— ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) ( [lacl lacUVB-T
genel ind1l sam7 nin5)).

E. coli M15 [pREP4] (Qiagen): GenotyalS, StrS, rifS,lac -, ara -, gal -,mtl -, F -crfe +,
uvr +, [PREP4(KanR)].

Der Stamm XL1-Blue wurde ausschlie3lich zur Vernuelgr von Plasmid-DNA
verwendet. Dieser verbessert durch die vorhandemritiklease- und Rekombinantions-
Defizienz die Qualitat von Miniprep-DNA und erhdhe Insert-Stabilitat.

Der Rosetta [pLysS] Stammh (ysogen mit T7 RNA-Polymerase) wurde fur die
Uberexpression der rekombinanten Proteine aus p&kfeven (Novagen) verwendet. Dieser
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Stamm wurde speziell fir die Expression eukarybt@sc Proteine konstruiert. Fur
Aminosauren dieser Proteine kodieren Codons, waltlie coli nur selten genutzt werden,
auf einem Chloramphenicol-Resistenz Plasmid. Das f@edie T7 RNA-Polymerase steht
unter Kontrolle desac-Promotors. Nach Induktion kénnen von der T7 RNAyR®rase die
Zielgene transkribiert werden, welche unter KoérdlesT 7-Promotors stehen [204, 205].

Zur Uberexpression der rekombinanten Proteine a@@EXpVektoren (GE
Healthcare), deren Gene unter der Kontrolletg#$ac Hybrid-Promotorstac) stehen, wurde
der BL21 Stamm verwendet. Zielgene unter Kontrdleses Promotors werden durch Hie
coli-eigene RNA-Polymerase transkribiert.

Der M15 [pREP4] Stamm wurde gewahlt, um Proteing pQE-Vektoren (Qiagen)
rekombinant zu exprimieren. Zielgene in diese Vekiocuppe stehen unter der Kontrolle des
T5-Promotors, welcher durch die colireigene RNA-Polymerase transkribiert wird. Oér
Repressor liegt in diesem Stamm auf einem ges@mmdeRlasmid, welches ebenfalls

Kanamycin-Resistenz vermittelt.

Plasmide:
Vektor Besonderheit Bezugsquelle Exprimiertes Protein’
pGEX-4T-2 GSTtag, Thrombin- GE Healthcare GST (Rind)
Schnittstelle
pGEX-4T-2-P5| GST+ag, Thrombin- D. M. Ferrari; P5 (Ratte)
Schnittstelle Krameret al, 2001

pPET23-PDIs | N-terminaler (Histag L. W. Ruddock ERp18; ERp27; ERp5T;
ERp46; ERp48&”; -a; -a";
PDI; PDla; -aW35A;
PDIp (Mensch)

pET23-BiP N-terminaler (Hig}tag | L. W. Ruddock BiP (Mensch)
pQE30-P%; | N-terminaler (Hisy-tag Ergebnis dieser P5a; -a'; -aa’
-a'; -aa’ Arbeit (Ratte)
pPQEG6O-ERp29| C-terminaler (Hisbag N. N. Barak; ERp29 (Mensch)

Baraket al, 2009

"Die Domanengrenzen der jeweiligen Konstrukte sim@dbelle 7 im Anhang aufgelistet.

Die Aminosauresequenz des (Hisdg der exprimierten Proteine (ohne Signalpeptid)
aus pET23- bzw. pQE30-Vektoren ist MHHHHHHM bzw. BRHHHHHHGSAC.
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2.1.6. Oligodesoxynukleotide

Alle Primer wurden in einer Konzentration von 10@ pon der Firma MWG-Biotech
(Ebersberg) bezogen und waren HPLC-gereinigt. Fiér Sequenzierung wurden die
Standard-Sequenzierprimer fir pQE30/60-, pET- UBEX-Vektoren verwendet.

PXa".

Forward-Primer: 5-GCT ATG CAT GCA GTG ATG ATG TCA TCG AGTAA CG-3
ReversePrimer: 5-GCT ATG GTA CCT TAC AGG GCC CTT GAC ACATG TC-3
P

Forward-Primer: 5-GCT ATG CAT GCA GTG ATG ATG TCA TCG AGTAA CG-3'
ReversePrimer: 5-GCT ATG GTA CCT TAG AGG GCG GCA TCT ACAT-3
Forward-Primer: 5-GCT ATG CAT GCA AGA AGG ACG TGG TCG AGTGA-3
ReversePrimer: 5-GCT ATG GTA CCT TAC AGG GCC CTT GAC ACATG TC-3’

2.1.7. Fluoreszenzfarbstoffe fur die Proteinmarkieung
Alle Fluoreszenzfarbstoffe wurden vor der Anwendungvasserfreiem DMSO bis zu

einer Konzentration von 1 nmol/uL geldst und im Wien bei -20 °C gelagert.

Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe:

Fluoreszenzfarbstoff Aabs Aem €max MW Nettoladung
DyLight 488 (Thermo Scientific) 493 518§ 70.000 1 -1
DyLight 549 (Thermo Scientific) 550 568 150.000 @Bl -3

Atto 550 (ATTO-TEC) 554 | 576 120.000 ca. 791 +1

Cy3 (GE Healthcare) 550 57( 150.000 765,95 -1

Aandem = Wellenlange des Absorptions- bzw. Emissionsmaxriasignm)
emax = Extinktionskoeffizient am Absorptionsmaxmimum tdm™)
MW = Molekulargewicht (g mat)

2.1.8. Antikorper

Alle im Folgenden verwendeten Antikdrper wurden fiiheren Arbeiten selbst
hergestellt oder von den Firmen Biorad (Minchenhcam (Cambridge) oder Jackson
ImmunoReserach/Dianova (Suffolk/Hamburg) bezogen.
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Primére Antikdrper:

Kaninchen anti-P5 IgG (D. M. Ferrari; Ferratial, 1998)

Kaninchen anti-PDI IgG (D. M. Ferrari; Ferratial, 1998)

Kaninchen anti-KDEL IgG (Max-Planck-Institut fir &hysikalische Chemie; Gottingen)
Kaninchen anti-ERp29 IgG (D. M. Ferrari)

Kaninchen anti-GST IgG (D. M. Ferrari)

Kaninchen anti-(Hig)IgG (Biorad)

Sekundare Antikorper:

HRP-Ziege anti-IgG Kaninchen (Biorad)

Cy5-Ziege anti-IgG Kaninchen (Jackson ImmunoRes$#¢Bianova)

2.1.9. Mausestamme
Verwendet wurden Wildtyp-Mause des Stammes C57BL{B&zugsquelle: Charles
River Laboratories, DeutschlandnockoutMause wurden in friheren Arbeiten etabliert und

vor Ort weiter geztchtet und vermehrt [148].

2.1.10. Puffer und Lésungen

Alle Puffer und Losungen wurden, soweit nicht asdmngegeben, mit bidestilliertem
Wasser (ddbD) hergestellt. Die Zusammensetzung von Puffer uddungen, die im
Zusammenhang mit Restriktionsenzymen und Kits vedg&ewurden, sind in den jeweiligen

Produktbeschreibungen zu finden.

Allgemeine Puffer:

TBS 20 mM Tris-HCI; 50 mM NacCl; pH 8,0

PBS 140 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 10 mM h4PQy; 1,8 mM
KHPOy; pH 7,4

TBE 89 mM Tris-HCI; 89 mM Borsaure; 2 mM EDTAH[8,0

Bradfordlésung 100 mg/L Coomassie Brillant Blaus8250 mL/L 95 %

Ethanol; 100 mL/L 85 % Phosphorséaure

Standard- und Dialysepuffer:
Sonifizierungspuffer 20 mM Tris-HCI; 300 mM Na®;mM Imidazol; pH 8,0
Denaturierungspuffer 7 M GdmCI in 50 mM Natriumphpbatpuffer; pH 7,4
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Standardpuffer A
Standardpuffer B
Dialysepuffer
Citratsynthase-
Aggregationspuffer
Proteolysepuffer

50 mM NEIPOy/NaH,POy; pH 7,4
100 mM Tris-HCI; pH 8,0
PBS; 0,1 % (v/v) 2-Mercaptoethanol

40 mM HEPES-KOH; pH 7,5
TBS; 0,01 % (v/v) Triton X-100

Probenpuffer, Ellmans-Test 0,1 M Tris-HCI; 0,5 mg/EDTA,; pH 8,0

DTNB-LGsung

4 mg/mL DTNB in Probenpuffer, Ellmahest

Puffer fur (2D)-SDS-Polyacrylamid- und Agarose-Geltérophorese:

Coomassielésung

Entfarberlésung

10 x SDS Laufpuffer

5 x Probenauftrags-
puffer fir SDS-PA-Gele
Sammelgelpuffer
Trenngelpuffer

6 x Probenauftrags-
puffer fir Agarose-Gele
CybrSafe

RSS-Puffer

Colloidales Coomassie

2D-SDS-PAGE-
Aquilibrierungspuffer
10 x 2D-SDS-PAGE-
Laufpuffer

Blotpuffer

PBS-T

TBS-T

2,5 g/L Coomassie Brillant Bla@254 ml/L Methanol;
92 mL/L Essigsaure
30 % (v/v) Methanol; 10 % (v/veEsaure
0,25 M Tris-HCI; 2 M Glycin;% (w/v) SDS
2,5 g SDS; 4 mL Glycerin; Gy#152 % (w/v) Bromphenolblau;
1,56 mL Tris-HCI (2 M pH 8,8 mL 2-Mercaptoethanol
0,5 M Tris-HCI; 0,4 % (w/v) SD$i p,8
1,5 M Tris-HCI; 6,4 % (w/v) SDS; @B

s. Herstellerangaben (Fata®

1:10000 im Agarosegel

10,5 g Harnstoff; 3,81 g Thioharnstofb g Chaps; 125 uL
IPG-Puffer; 50 uL 1 % (w/v) Bromphenolblau; 26/ mL;
0,3 % (w/v) DTT

0,1 % (w/v) Coomassie BnthBlau G-250;
2 % (v/v) Phosphorsaure; 15 % (w/v) Ammoniurfestil
Mischung: 4 Teile Colloidales Coomassie + 1l Mathanol
6 M Harnstoff; 75 mM Tris-HCI pH 8 &) % (v/v) Glycerol,
6 % (w/v) SDS; 2 mL/L 1 % {vw) Bromphenolblau

60,6 g Tris-HCI; 288 g Glycin; 20 g Sbad 2 L

25 mM Tris-HCI; 192 mM Glycin; pH 8,20 % (v/v) Methanol
PBS; 0,05 % (v/v) Tween-20

TBS; 0,05 % (v/v) Tween-20
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Sammelgel (4 % (w/v) Acrylamid) fir SDS-PAGE (aushend fur 4 Gele):
2,5 mL Sammelgelpuffer; 1,3 mL Acrylamid-L6sung
(,Rotiphorese 30 % (w/v)); 6,1 mL dd€;
50 pL 10 % (w/v) APS; 15 uL TEMED
Trenngel (12 % (w/v) Acrylamid) fir SDS-PAGE (aushend fur 4 Gele):
3,9 mL Trenngelpuffer; 6,3 mL Acrylamid-L6sung
(,Rotiphorese 30 % (w/v)); 5,4 mL dd€;
75 uL 10 % (w/v) APS; 11,3 uL TEMED
Trenngel (15 % (w/v) Acrylamid) fir SDS-PAGE (aushend fur 4 Gele):
3,9 mL Trenngelpuffer; 7,8 mL Acrylamid-L6sung
(,Rotiphorese 30 % (w/v)); 3,9 mL dd€;
75 uL 10 % (w/v) APS; 11,3 uL TEMED

Puffer fir chromatographische Reinigungsverfahren:

GSTrap Bindepuffer PBS; 0,1 % (v/v) 2-Mercaptoatiia

GSTrap Waschpuffer PBS; 0,1 % (v/v) 2-Mercaptoetii0,1 % (v/v) Triton X-100

GSTrap Elutionspuffer 50 mM Tris-HCI; 10 mM GSHmM MgCly; 0,1 % (v/v) 2-
Mercaptoethanol; 0,05 % (v/v) Triton X-100

Ni-NTA Waschpuffer Sonifizierungspuffer; 0,1 % \y/Triton X-100; 8-16 mM
Imidazol

Ni-NTA Elutionspuffer A 20 mM Tris-HCI; 300 mM NaC0,01 % (v/v)
Triton X-100; 200-500 mM Imidazol; pH 7,5

Ni-NTA Elutionspuffer B 20 mM Tris-HCI; 200 mM Nag0,1 % (v/v)
Triton X-100; 75 mM Imidazol; pH 7,5

Gelfiltrationspuffer A 20 mM Tris-HCI; 150 mM Na@0,1 % (v/v) 2-
Mercaptoethanol; 0,01 % (v/v) Triton X-100; @kt

Gelfiltrationspuffer B 50 mM Natriumphosphat; 1850 NaCl; 2 mM MgC}; 0,1 %
(v/v) 2-Mercaptoethanol; 0,01 % (v/v) Triton200; pH 7,0

MonoQ Bindepuffer 20 mM Tris-HCI/bis-Tris; pH abigig vom pl des Proteins;
0,01 % (v/v) Triton X-100; 0,1 % (v/v) 2-Merdagthanol

MonoQ Elutionspuffer 20 mM Tris-HClI/bis-Tris; 1 MaCI; pH abhangig vom pl des
Proteins; 0,01 % (v/v) Triton X-100; 0,1 % (V2Mercapto-

ethanol
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Puffer fir die RNase-Ruckfaltung:

Denaturierungspuffer 100 mM Tris-HCI; 2 mM EDTAMSGAmCI; 140 mM DTT;
pH 8,0

RNase Dialysepuffer 0,1 % (v/v) Essigséaure

Reaktionspuffer 100 mM Tris-HCI; 2 mM EDTA; 1 mMSH; 0,2 mM GSSG;

4,5 mM cCMP; pH 8,0

Puffer fir die katalysierte Insulin-Reduktion:
Reaktionspuffer 0,1 M HHPOJ/KH2POy; 2 mM EDTA; pH 6,5
Verdunnungspuffer 50 mM Tris-HCI; pH 8,0

Puffer furFar-WesternAnalysen und Peptidirays

Aquilibrierungspuffer 4 % (v/v) Methanol in 10 mNie,HPO)/NaH,PQy; pH 7,4

Waschpuffer A 20 mM HEPES; 150 mM NacCl; 0,4 % jviviton X-100;
pH 7,0

Waschpuffer B 20 mM HEPES; 150 mM NacCl; pH 7,0

Cross-linkingPuffer A 3 % (w/v) PFA in 10 mM N&IPOy/NaH,POy; pH 7,0

Cross-linkingPuffer B 50 mM HEPES; 50 mM NacCl; 0,4 % (v/v) ot X-100; pH 8,0

Neutralisierungspuffer 50 mM Ammoniumsulfat in 10imNa,;HPOy/NaH,PQy; pH 7,4

Blockierungspuffer TBS; 0,4 % (v/v) Triton X-100

Inkubationspuffer A bzw. B 50 mM Tris-HCI; 150 mMaRl; 1 mM DTT; 0,4 % (v/v)
Triton X-100; pH 7,0 bzw. 8,0

Inkubationspuffer C 50 mM bis-Tris; 150 mM NaClpiM DTT; 0,4 % (v/v)
Triton X-100; pH 6,0

Inkubationspuffer D 20 mM HEPES; 150 mM NacCl; 1 niaMT; 0,4 % (v/v)
Triton X-100; pH 7,0

QuenchingPuffer A 0,1 M Tris-HCI; pH 8,0

QuenchingPuffer B 0,1 M Glycin; pH 8,0

Markierungspuffer 50 mM HEPES; 25 mM NacCl; 0,01¥A&) Triton X-100;
pH 8,0

Puffer firPull-downStudien und Mikrosomenpraparation:
Mikrosomenpuffer 3 mM Imidazol; 250 mM Saccharqgsd;7,4
Kopplungspuffer 0,1 M NaHC£0,5 M NaCl; 0,01 % (v/v) Triton X-100; pH 8,3

43



2. MATERIALIEN UND METHODEN

Waschpuffer C 0,1 M Natriumacetat; 0,5 M NacCl; 419
Waschpuffer D 0,1 M Tris-HCI; 0,5 M NacCl; pH 8,0
Waschpuffer E TBS; 0,1 % (v/v) Triton X-100; 1 AT
Waschpuffer F 10 mM Tris-HCI; 10 mM NaCl; pH 7,4
Aquilibrierungspuffer PBS; 0,5 % (v/v) Triton X-Q01 mM DTT

Kristallisationspuffer:
Kristallisationspuffer P5 20 mM HEPES; 10 mM NaClimM CaC}; pH 7,4
Kristallisationspuffer ERp46 10 mM HEPES; 10 mM NiggH 7,1

ScreeningPuffer (96well) JBScreen 1-10 Crystal Screening Kit (Jena Biosmg
Crystal Screen 1 und(Blampton Research)
Crystallization basic, extension, low iomied cryo kit
(Sigma-Aldrich) Factorial SolutiongAG Stubbs)
Exakte Zusammensetzung s. Herstellerangaben.

ScreeningPuffer (24well) 0,1 M HEPES; 10-25 % (w/v) PEG 10.000; pH 6,8-8,

Alle oben aufgefuhrten Puffer fur chromatographesdReinigungsverfahren, PDI-
Aktivitatstests, spektroskopische Analysen, Pepiicyy Studien sowie Kristallisationspuffer

wurden vor Gebrauch durch Quen-Filter steril filtriert und gegebenenfalls entgas

2.1.11. Technische Ausristung

Gerate, die hier nicht aufgelistet sind, werderfalgenden Methodenteil beschrieben.

Absorptionsspektrophotometer:

Ultrospec 2100 pro GE Healthcare
Betriebs- und Auswertungssoftware Swift I Bioamro
Novaspec Il GE Healthcare

Chromatographische Geréte:

AKTA FPLC Purification System GE Healthcare
AKTA Explorer mit Pumpe P-900;

UV-Monitor UV-900; Fraktionskollektor Frac-950;

pH- und Leitfahigkeitsmonitor pH/C-900

44



2. MATERIALIEN UND METHODEN

Betriebs- und Auswertungssoftware Unicorn

Chromatographiesaulen:

Superdex 20@rep grade HiLoa®6/69; 320 mL
MonoQ HR 5/5; 1 mL

GSTrap HP; 5 mL

GSH-Agarose Saule; selbst gepackt

Ni-NTA-Sepharose Saule; selbst gepackt

CNBr-aktivierte Sepharose Saule; selbst gepackt

Gelelektrophoreseapparaturen:

Agarose-Gelelektrophoresekammer B1A
SDS-PA-Gelelektrophoresekammer Mini-Protean 3
Dual Gel Caster

Electrophoresis Power Supply E835

Ruhrwerke und Taumler:
IKA-Combimag RCA
Heidolph MR 3001 K
GFL 3015/16

Rotator SB3

Roller Mixer SRT2

Thermomixer:

Thermomixer comfort

Schiittler und Inkubatoren:
Unitherm BEG67
Certomat BS-1

Waagen:
BP 1200

BP 211 D Feinwaage
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Zentrifugen:

Ultrazentrifuge Sorvall RC M120 GX Sorvall
Rotor: S120 AT2 Sorvall
Multifuge 3 S-R Heraeus
Rotor: 6445 swing out Heraeus
Eppendorf Centriguge 5415 R Eppendorf
Sorvall Zentriguge RC 5B Plus Sorvall
Rotoren: SLA 3000; SLA 1500 Sorvall

Blotapparatur und Detektionseinheit:

Semi-Dry-Blotter Pegasus Phase
Detektionseinheit Chemi Smart 5000, CCD-Kamera afilbourmat

Betriebs- und Auswertungssoftware Chemi-Capt 5000 ilbe¥Lourmat

Sonstige Geréate:

Schlauchpumpe: Peristaltic Pump P-1 GE Healthcare
Ultraschall-Sonifikator: Digital Sonifier W-250 D Branson

Ultraschallbad Transsonic T310 Flume Technik
Drehschieber-Vakuumpumpe: CVC 2000 Vacuubrand
UV-Transilluminator: Gene Genius Bio imaging Syste®yngene

Betriebs- und Auswertungssoftware Gene Snap Syngen

Mikroskop: MZ 16 Leica

Micro-Array Inkubationsschalen Beck Kunststofftechnik

PCR-Geratthermocycle): T Gradient und T Personal Biometra

Hochdruckhomogenisator: Polytron Kinematica
Kristallisationsplatten 96vell; 24-well Greiner; Qiagen
Plate-ReaderSynergy HT, TR w/injectors Bio Tek instruments
Betriebs- und Auswertungssoftware Gen5 Bio Tekriments
UV/Vis Kivetten (QS; Schichtdicke: 1 cm) Hellma

CD- und Fluoreszenzkuvetten (QX und QS; Schicht-

dicken: 0,1 cm; 1 cm) Hellma
Nitrocellulose Blot-Membran: Bio Trace NT Pall @oration
Blot-Papier: GB0O05 Whatman

NAP-5 Umpufferungssaulen GE Healthcare
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2.2. Methoden

2.2.1. Gentechnische Methoden

2.2.1.1. Herstellung chemokompetenter E. coli-Zelle

5 mL LB-Selektivmedium (Rosetta: Chloramphenicol;131 Kanamycin; XL1:
Ampicillin; BL21: ohne Antibiotikum) wurden miE. coli Zellen des jeweiligen Stammes
angeimpft und bei 37 °C unter Schuitteln 0.N. inkub{Vorkultur). Im Anschluss wurden
100 mL LB-Selektivmedium 1 % (v/v) mit der Vorkuttangeimpft und fur ca. 2 h bei 37°C
unter Schitteln inkubiert, bis die &1%"ca. 0,5 erreicht hatte. Die Zellsuspension wurde au
Eis abgekiihlt und anschlieRend bei 4 °C und 270 ¢5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgegossen und das Zellpellet zweimal mikadiey CaCj-Losung gewaschen.
Anschlie3end wurde die Zellsuspension 5 min aufilsksbiert und danach erneut bei 4 °C
und 2700 g sedimentiert. Der Uberstand wurde akggsgo und das Zellpellet erneut in
eiskalter CaGtLOsung resuspendiert. Der Ansatz wurde 2 h aufiltkabiert, danach mit
einfachem Volumen kaltem und sterilem 50 % Glycgemischt und ad 200L aliquotiert.

Die Aliquots wurden in flissigem Stickstoff schoekgren und bei -80 °C gelagert.

2.2.1.2. Transformation und Kultivierung von E. deZellen

Ein 200uL Aliquot an kompetentei. coli Zellen wurden auf Eis langsam aufgetaut
und anschlieBend 1ulL des jeweiligen Plasmids (1:10) zupipettiert. Dgesamte
Transformationsansatz wurde 30 min auf Eis inkubiédm Anschluss erfolgte ein
Hitzeschock fir exakt 90 s bei 42 °C im Wasserldamhach wurde der Ansatz sofort auf Eis
gegeben. Es wurden 8Q0. SOC-Medium ohne Antibiotikum hinzugefligt und Jolgig
invertiert. Anschlieend wurde fur 60 min bei 37 i@ Thermostaten bei 600 rpm
geschuttelt. 200 puL des der Zellsuspension wurdeh esner LB-Agarplatte mit den
jeweiligen Antibiotika unter sterilen Bedingungeusgplattiert und bei 37 °C im Brutraum
U.N. aufbewahrt. Von diesen Platten wurden einz&aknien gepickt und in 100 mL LB-
Selektivmedium in Erlenmeyerkolben tberfuhrt (Vdtkg). Die Vorkultur wurde wiederum
bei 37 °C im Brutraum unter Schitteln bei 185 rpM. inkubiert.

2.2.1.3. Bestimmung der optischen Dichte
Die optische Dichte der Expressionskultur wurdekspphotometrisch bei einer

Wellenlange von 600 nm bestimmt (895'™. Bei einer optischen Dichte iiber 1 wurde
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entsprechend verdunnt. Eine Nullprobe wurde vom Md&iium vor dem Animpfen
genommen und deren optische Dichte als Referenzevelet. Die optische Dichte der Kultur

wurde nach einer Stunde, nach zwei Stunden undidadstand von 30 min bestimmt.

2.2.1.4. Plasmidpraparation aus E. coli XL1-Blue

Die Plasmidpraparation aus 5 mL XL1 Ubernachtkelturerfolgte mit dem
PlasmidpraparationskitNucle Spin Plasmidler Firma Macherey-Nagel nach den Angaben
des Herstellers. Man bedient sich dabei dem Prideipalkalischen Lyse der Bakterienzellen
mit anschlieRender selektiver Adsorption der Pldgnain einer Silika-Membran unter hohen
Salzkonzentrationen. Lineare RNA und DNA wird varladgebaut. Die Elution der DNA
erfolgte mit 50 puL ddkD. Diese Methode lieferte Mengen von etwa 3 pgrRidkONA.

2.2.1.5. Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung von aufgereinigtesiia- und Insert-DNA erfolgte
bei Messung der Absorption bei 260 nm. Dabei emtispeine Absorption von 1 etwa einer
DNA-Konzentration von 50 pg/ml. Fur eine grobe Atézung wurden die Proben auf ein
Agarose-Gel aufgetragen und die DNA-Banden mit Gglle unter UV-Licht sichtbar
gemacht. AnschlieRend wurde mit Referenz-Bandeari@kr DNA-Menge verglichen.

2.2.1.6. Agarose-Gelelektrophorese

Je nach DNA-Menge wurden 5-20 pL Probe mit jewellsds pL 6 x
Probenauftragspuffer fir Agarose-Gele gemischt aufdein 1 % (w/v) Agarosegel in 1 x
TBE aufgetragen. Dem Gel wurde vor Erkalten 1:1000@) Cybr Safe hinzugegeben und
gemischt. Die Elektrophorese erfolgte fir ca. 45l bei 100-150 Volt. Die DNA-

Detektion erfolgte im Anschluss unter UV-Licht.

2.2.1.7. Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR; nach [208FJient man sich den vitro-
Amplifikation von geringen Mengen an DNA mittelsegifischer Primer und hitzetoleranter
DNA-Polymerasen. Dabei wird die DNA-Menge in mekrer Zyklen exponentiell
vervielfaltigt. Fir Klonierungszwecke wurde die HINA-Polymerase verwendet, da diese
im Gegensatz zur Tag DNA-Polymerase eine Korregsafunktion (325
Exonukleaseaktivitat) besitz. Fur die Amplifikatialer cONA von P§, -a' und aa' aus

pGEX-4T-2-P5 wurden folgende Reaktionsansatze gikwah
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Reagenz Konzentration im Ansatz
Forward-Primer 2 pM
ReversePrimer 2 pM

Tag/Pfu Puffer mit MgS© 1x
dNTPs 0,2 mM
Taqg/Pfu DNA-Polymerase 1U
templateVektor-DNA 10-25 ng
ddH,O ad 50 pL

"s. Abschnitt 2.1.6.

Reaktionsbedinqungen der PCR mitthlsrmocycler

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
P5a | P5a'| P5aa’
1. Initiale Denaturierung 94 °C 3 min
2. Denaturierung 94 °C 50 sec
3. Primer-Hybridisierung 55 °C58 °C| 58 °C 50 sec
4. Polymerisation 72 °C 50 sec (Taq); 100 sec (Pfu)
Wiederholung Schritte 2. — 4. 29 x
5. AbschlielRende Polymerisation 72 °C 5 min
6. Reaktionsende 4°C Ende

2.2.1.8. Aufreinigung von PCR-Produkten und gesctiener DNA

PCR-Produkte, geschnittene Vektoren und geschaitieserts wurden von Enzymen,
Primern und dNTPs mittels Agarose-Gelelektrophogeteennt. Die unter UV-Licht mittels
Cybr Safe sichtbar gemachten DNA-Banden wurden eimém sterilen Skalpell aus dem
Agarose-Gel herausgechnitten. Die Extraktion aus degarose-Gel erfolgte dabei nach
Anleitung des Herstellers mit defucleo Spin Extract IDNA Extraktions-Kit (Macherey-
Nagel). Das Prinzip der Methode beruht, ahnlich é¢ der Plasmid-Préaparation, auf der
Adsorption der DNA an einer Silika-Membran. Die DNirde mit 30 pL ddkD eluiert.

2.2.1.9. Analytischer und praparativer Restriktiorerdau von PCR-Produkten und
Plasmiden
Fur die enzymatische Spaltung von PCR-ProduktenZiglePlasmiden wurden diese

mit den jeweiligen Restriktionsenzymen in dem vosrdteller empfohlenen Puffer inkubiert.
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Gegebenfalls wurde BSA zugegeben. Der Restriktiemu erfolgte bei 37 °C im
Thermoblock fur 3 h. Das verdaute PCR-Produkt wundeé\nschluss mit denNucleo Spin
Extract || DNA-Extraktions-Kit aufgereinigt. Der Restriktioverdau wurde nach folgendem

Schema angesetzt, wobei die Restriktionsenzyme atiet Schluss zugegeben wurden:

Reagenz P5a; P5a’; P5aa’ (pQE30
Restriktionsenzym | 10 BpH
Restriktionsenzym || 10 Wpnl

BSA 1x
Restriktions-Puffer 1xNEB 1

DNA ~ 500 ng

ddH0 ad 10 uL

2.2.1.10. Dephosphorylierung der geschnittenen Prhade

10 pL des verdauten Vektors wurden mit 1 pL Alldder Phosphatase (1 U/uL) und
1,2 pL Dephosphorylierungspuffer (10 x) gemischid ub0 min bei 37 °C inkubiert.
Anschlie3end erfolgte die Hitzedenaturierung desylrs flr 15 min bei 65 °C. Das verdaute
Plasmid wurde danach mit deducleo Spin Extract IDNA Extraktions-Kit aufgereinigt.

2.2.1.11. Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation des geschnittenen und aufgereingteiRfP@duktes in das jeweilige
Plasmid erfolgte in einem molaren Verhéaltnis von §4. Daflr wurden 6 pL des PCR-
Produktes mit 2 pL Plasmid-DNA und 1 pL Ligasepuffe ATP (10 x) gemischt. Dem
Reaktionsansatz wurde 1 pL T4 DNA-Ligase (1 U/uinzhgeflgt und mindestens 2 h bei
16 °C inkubiert. Der gesamte Ligations-Ansatz wusdeschlieRend in chemokompetente

E.coli XL1-Blue Zellen transformiert.

2.2.1.12. Ethanol-Fallung von DNA

Fur die Aufkonzentrierung und Abtrennung von DNAnv&nzymen und freien
Nukleotiden, wurde die Ethanol-Féallung angewandit dieser Methode wird unter sauren
Bedingungen die DNA mit zunehmender Konzentratiorizthanol gefallt [207]. Dazu wurde
die Probe auf ein Ausgangsvolumen von 50 pL gebraEdl wurden 5 pL einer 3 M
Natriumacetat-Losung pH 5,2 zugegeben und gemisthschlieRend wurde zur Probe

125 pL eiskalter absoluter Ethanol zugegeben unchigght. Nach Zentrifugation bei
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16.000 g fur 15 min bei 4 °C wurde der Uberstandeaommen und das DNA-Pelltet mit
500 puL 70 % (v/v) Ethanol gewaschen. Es erfolgteeetr Zentrifugation bei 16.000 g fur
10 min bei 4 °C. Der Uberstand wurde komplett abgamen und das DNA-Pellet bei RT
unter dem Abzug getrocknet um Spuren von Ethandiemeitigen. Im Anschluss wurde die
gefallte DNA in 10 pL ddpHO aufgenommen. Die DNA-Sequenzierung erfolgte dutieh
Firma StarSeq (Mainz, Deutschland). Dazu wurdenlL6der geféllten DNA in ddkD
(entspricht ca. 400-700 ng DNA) mit 1 pL des spseifen Sequenzierprimers gemischt.

2.2.1.13. E. coli-Hitzeschock Analyse

Um die Chaperon-Eigenschaften von ausgewahlten Pblebenden Modellsystem
naher zu untersuchen, wurde die modifiziéttecol-Hitzeschock Analyse angewandt [156].
Dazu wurderE. coli Rosetta [pLysS] Zellen, welche mit dem entspreckari€onstrukt bzw.
mit dem leeren Vektor (Kontrolle) transfiziert werd U.N. bei 37 °C auf LB-Platten mit dem
entsprechenden Antibiotikum kultiviert. Einzelne I&me wurden gepickt und jeweils in
100 mL LB-Selektivmedium bis zu einer &¥™ von ca. 0,4 kultiviert. AnschlieRend
erfolgte die Induktion mit 0,5 mM IPTG 0.N. bei 3G. Die Zellsuspension wurde bei 4 °C
und 3.000 g fur 20 min zentrifugiert und das Zdlgie sofort in eiskaltem LB-
Selektivmedium resuspendiert. Die 8™ wurde mit eiskaltem LB-Medium auf jeweils ca.
0,2 AU eingestellt. 1 mL-Aliquots der Zellsuspemsigurden 0, 20 und 60 min bei 50 °C im
Wasserbad inkubiert. Im Anschluss wurden jeweil8 Q mehrerer Verdinnungsreihen auf
LB-Platten mit Antibiotikum ausplattiert und U.Neil87 °C inkubiert. Die Platten wurden zur

gualitativen Auswertung der gewachsenen Koloniestgent und digitalisiert.
2.2.2. Allgemeine proteinchemische Methoden

2.2.2.1. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgtecudrei Methoden. Bei der
Methode nach Bradford erfolgte die Bestimmung dextéhkonzentration durch Messung
der Absorption der Probe bei 595 nm [208]. Durchrgiich der Absorption einer zuvor
erstellten Eichgerade mit BSA, konnte die Protemdemtration ermittelt werden. Die
Verdinnung der Probe fir die Messung betrug 1:10Das Prinzip der
Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford edabei auf der Bildung eines blauen
Komplexes aus Coomassie Brillant Blau G259™= 47.000 M' cm*). Der Bradford-Test
wurde ebenfalls fir den qualitativen Protein-Naciswez.B. in Wasch- und Elutions-
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Fraktionen bei der chromatographischen Reinigungveredet (s. Abschnitt 2.2.3.). Des
Weiteren wurde die Proteinkonzentration mit@I® Quant Kit(GE Healthcare) bestimmt. In
diesem Fall wurde nach Angabe des Herstellers lvexfa

Die Proteinkonzentration wurde ebenfalls durch spgkotometrische Messung der
Absorption bei 280 nm bestimmt [209, 210]. Die Bdémeung der Proteinkonzentration
erfolgte durch die aus der Primarsequenz des j@@&ail Proteins ermittelten molaren
Extinktionskoeffizienten (ProtParam: [211]; s.Tdbell, Anhang) nach dem Gesetz von
Lambert-Beer berechnet (s. Gl. 1).

Formel 1
E28Onm
Cm = 8280nm><d X MW
Es sind: & = Massenkonzentration (mg/mL)
280nm
E = die bei 280 nm gemessene Extinktion (AU)
280nm . . L. . 1
€ = Extinktionskoeffizient bei 280 nm (Mcni?)

d = Schichtdicke der Kivette (cm)
MW = Molekulargewicht des Proteins (g/mol).

2.2.2.2. Bestimmung freier SH-Gruppen durch Reaktimit DTNB (Ellman-Test)

Das Prinzip beruht auf der Reaktion von 5,5-Dithgg2-nitrobenzoesaure), (DTNB;
Ellman-Reagenz) mit freien SH-Gruppen des denatariedP’roteins bei pH > 8 unter Bildung
von gemischten Disulfiden und des Thionitrobenzaaitbns, welches wegen seines hohen
molaren Extinktionskoeffizienten von 13.600"Mm™ bei 410 nm spektroskopisch leicht
quantifizierbar ist (s. Abb. 8); [212].

Proteim—SH  + O2N@ S—S QN()2

-00C COO-

Protein— g —g QN()z + -g QNC)Q

COO- COO-

Abbildung 8: Die Modifizierung freier SH-Gruppen im Protein durch DTNB. Reaktionsprodukte sind ein
gemischtes Disulfid zwischen dem Protein und derodenzoylgruppe sowie das wegen seines hohen emolar
Extinktionskoeffizienten bei 410 nm leicht quartiérbare Thionitrobenzoat-Anion.
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Es wurden zwei Testansatze pipettiert. Zum eineveije 50-300 pg Protein/mL
Probenpuffer + 30 pL DTNB-L6sung, zum anderen jéwes0-300 pg Protein/mL
Probenpuffer + 30 uL Probenpuffer. Als Leerwertntgejeweils 1 mL Probenpuffer ohne
Protein + 30 puL DTNB-LOsung. Die Testansatze wurdén min bei Raumtemperatur
inkubiert und im Anschluss die Extinktion bei 416 bestimmt. Aus der gemessenen und
leerwertkorrigierten Extinktion bei 410 nm wurdeeiildas Lambert-Beer'sche Gesetz die
molare Konzentration an freien SH-Gruppen berechets erhaltene Ergebnis wurde
schlie3lich durch die Proteinkonzentration dividiend daraus die Anzahl an freien SH-
Gruppen im denaturierten Protein bestimmt. Aus pmeveiligen Werten der eingesetzten
Proteinkonzentrationen wurde das arithmetischeeMigebildet (s. Gin. 2 und 3).

Formel 2

— AEnetto X VF

C.,,6 =——hetto  ~
SH 8410nm>< d

mit Ep = Probenpuffer + DNTB

E; = Proteinlésung + DNTB

E. = Proteinlésung + Probenpuffer
UndAEpp=E-B

AEnetto = AEapp— B

CsH = Konzentration freier SH-Gruppen im Protein (rapl/
VF = Verdunnungsfaktor der Probe
ghonm = molarer Extinktionskoeffizient von Thionitrobevat bei 410 nm (M cmi?)
d = Schichtdicke der Kivette (cm)
folgt:
Formel 3
Csn

N, =

SH C

nsy = Anzahl freier SH-Gruppen im Protein

Crrot = Proteinkonzentration (mol/L)
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2.2.2.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDSSHEA

Die diskontinuierliche SDS-PAGR/urde mit einem 4 % Sammelgel und einem 12
bzw. 15 % Trenngel durchgefuhrt [213]. Die Probemrden zusammen mit dem
Probenauftragspuffer fur 5 min bei 95 °C im Thertook erhitzt und anschlieRend bei
13.000 rpm kurz abzentrifugiert und der Uberstariitiets einer Spritze aufs Gel aufgetragen
(Molekulargewicht-Standards  siehe  Materialien).  Did.aufbedingungen  wurden
folgendermalf3en gewahlt: 150 V; 35 mA pro Gel, ca. 1

Die Farbung von SDS-PA-Gelen erfolgte durch ca. 1 Itkubation mit
Coomassielosung bei RT. Im Anschluss wurden dieeGmit Entfarberlésung bis zum
gewlnschten Grad entfarbt und danach in WassegaytleDie untere Nachweisgrenze der

Coomassie-Farbung liegt bei etwa 0,jkeProtein pro Bande.

2.2.2.4. Fallung von Proteinen mit Trichloressigséai

Um Proteine aus verdunnter Lésung aufzukonzentrigredient man sich der
Prazipitation unter stark sauren Bedingungen [2DHzu wurde zur Probe langsam das
entsprechende Volumen 30 % (w/v) TCA unter Schiitzeigegeben (s. Gl. 4). Im Anschluss
wurde 30 min auf Eis inkubiert und danach 15 min4d&C und 16.000 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und das Pellet mit 50Rajtem Aceton gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation fur 10 min bei 4 °C undQD® g wurde der Uberstand abgenommen

und das Pellet unter dem Abzug getrocknet.

Formel 4
VoITCA = Vol Probe
(30%} 1
8%
Es sind:
VoITCA = Volumen an 30 % (w/v) TCA, das zur Prchegegeben
werden muss (die Endkonzentration betragt 884 TCA)
VolProbe = Volumen der Probe

2.2.2.5. Western-Blot
Fur die Proteindetektion mittels Antikorper oder frotein-BindungsstudierFér-
Western Analysen) wurden die Uber SDS-PAGE aufgetrennteoteihe auf eine

Nitrocellulosemembran tUberfuhrt. Dazu wurde eseeni-dryBlot-Apparatur verwendet. Die
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Gele wurden dazu kurz in Blotpuffer gewaschen umdl avei Schichten Blot-Papier
luftblasenfrei aufgelegt. Auf das Gel wurden erneuei Schichten Blot-Papier luftblasentfrei
aufgelegt. Das Blot-Papier wurde zuvor ebenfallBlotpuffer getrankt. Nach Entfernen
restlicher Luftblasen durch Kompression demwichAufbaus, erfolgte der Transfer bei
50 mA pro Gel bei maximal 20 V fur 1,5-2 h. Der cdgieiche Transfer wurde nach
Verwendung der Membran mittels Inkubation in Coosésung Uberpraft. Far
Proteinbindungsstudien wurde die Membran flr mitefes2 h unter dem Abzug getrocknet.
Fur die Proteindetektion mittels Antikdrper wurdie ddembran kurz mit PBS gespult und
anschlieend mit 5 % (w/v; PBS) Milchsuspensionniimdestens 2 h bei RT unter leichtem
Schwenken inkubiert, um unspezifische AntikorpemeBingsstellen zu blockieren.
AnschlieRend wurde der Uberstand abgegossen undsplezifische Priméarantikorper
1:1000 (v/v) in 0,5 % (w/v; PBS) Milchsuspensiori die Membran gegeben. Die Inkubation
erfolgte fir 2 h bei RT unter leichtem Schwenkeer Dberstand wurde abgenommen und
die Membran 3 mal 5 min mit PBS bei RT gewasches.eHolgte die Applikation des
Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Sekundarantsérp:10.000 (v/v) in 0,5 % (w/v; PBS)
Milchsuspension. Es wurde erneut 2 h bei RT urgahtem Schwenken inkubiert. Nach
Abnehmen des Uberstandes wurde die Membran 2 malir mit 0,5 % (w/v; PBS)
Milchsuspension gewaschen. Es folgten weitere Wssttite fur 5 mal 10 min mit PBS-T.
Die Detektion erfolgte durch Chemiluminesezenz efsttSuper Signal West Pico
ChemiluminescentVestern-Blot Detektions-Kit (Thermo Scientific)aB Signal wurde durch
eine CCD-Detektionseinheit mit angeschlossener ysesloftware ausgelesen. Dazu wurde
die Membran zwischen 0,5-5 min belichtet.

2.2.2.6. Aufkonzentrierung von Proteinlésungen

Die Aufkonzentrierung von verdinnten Proteinlésungmter nativen Bedingungen
erfolgte mit Hilfe von Zentrifugen-Filtereinheite@Millipore) mit einem molekularen
Ausschlussgewicht von 5.000-30.000 Da, je nach kMd#&gewicht des jeweiligen Proteins.
Die Filtereinheiten wurden dazu bei 3.000 g bisgewinschten Konzentration zentrifugiert.
Die Aufkonzentrierung erfolgte in der Regel beiCl Bei Erreichen héherer Konzentrationen

(z.B. fur Kristallisationszwecke) wurde bei RT aofizentriert.

2.2.2.7. Limitierte Proteolyse
Um Aussagen zum Domanenaufbau, insbesondere abdflexibilitat bestimmter

Bereiche innerhalb eines Proteins, treffen zu kénneurde die limitierte Proteolyse
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(modifiziert nach [100]) angewandt. Trypsin spakelektiv nach Lys- und Arg-Resten in
einem Protein. Dabei werden unstrukturierte Bereigh Protein schneller abgebaut, als
geordnete Strukturen (Protein-Domanen). Fur digéeBhpse wurde das jeweilige Protein (P5;
ERp46) in kalten Proteolysepuffer Uberfiihrt. DieotBinkonzentration betrug nach dem
Umpuffern etwa 1 mg/mL. Der Verdau wurde durch ZAwegaon Trypsin im Verhaltnis
Trypsin : P5/ERp46 = 1:100 (w/w) bzw. 1:10 (w/w)sgetet. Es wurde sofort gevortext und
der Ansatz auf Eis inkubiert. Der Reaktion wurddigéots nach verschiedenen Zeitpunkten
entnommen und zum Abstoppen sofort in SDS-PAGE fhaffer Gberfihrt und bei 95 °C
erhitzt. Das Ergebnis des Verdaus wurde im Ansehhistels SDS-PAGE Uberpruft.

2.2.2.8. Thrombinspaltung

Im Anschluss an die GSH-Agarose-Affinitatsreinigwan Glutathion-S-Transferase
(GST)-Fusionsproteinen wurde eine Thrombinspaltuhgchgefihrt. Thrombin spaltet
spezifisch Arginin-Glycin-Bindungen. Das Fusiongpm wurde hierfir G.N. bei 4 °C in
Dialysepuffer dialysiert. Es folgte die Abspaltudgs GST-Teils durch Zugabe von 300 pL
Thrombin (1 U/uL) und Inkubation 0.N. bei RT undclgem Schwenken. Das Ergebnis der
Thrombinspaltung wurde mittels SDS-PAGE analysiert.

2.2.2.9. Chemische Kopplung mit Dimethyl-adipimid&@MA)

Fur die Analyse der Bindung von PDIs an Peptidedenrdiese entweder in Lésung
(Dot-Blot Analyse) oder direkt auf der MembraRa-WesternAnalyse; Abschnitt 2.2.8.1.)
an FKBP12.6 gebunden. Die Quervernetzung der Remid das Protein erfolgt durch
Reaktion den-Aminogruppe von Lys-Reste mit dem homo-bifunktibere Imodoester DMA

unter alkalischen Bedingungen (s. Abb. 9).

RYNH _NH, pH 8-9 R.__NH
+ R — \f + CH,OH
OCH, HN

RI

Abbildung 9: Die Quervernetzung von Proteinen und Bptiden durch Imidoester. Bifunktionelle Imidoester
reagieren unter alkalischen Bedingungen eniminogruppen der N-Termini sowie Lys-Reste von tBireen

und Peptiden. Diese werden dadurch miteinanderléova&erknipft. R = Imidoester mit zweiter funktedler

Gruppe; R’ = Protein- bzw. Peptid-Rest miAminogruppe

Die Membran mit immobilisertem FKBP12.6 wurde fix 40 min inCross-linkingPuffer B
gewaschen. Nach Abnahme des Uberstandes wurdeM Feptid inCross-linkingPuffer B

auf die Membran gegeben und 20 min bei RT untechtem Schwenken inkubiert.
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AnschlieRend erfolgte die Zugabe von unmittelbarozun ddHO geldstem DMA bis zu
einer Konzentration von 5 mM. Es wurde 30 min b@i°Z und im Dunkeln unter leichtem
Schwenken inkubiert. Der Uberstand wurde vollstgradigenommen und die Reaktion durch
Inkubation der Membran fur 10 min n@uenchingPuffer A gestoppt. Im Anschluss wurde
die Membran 4 x 10 min mit Blockierungspuffer gealan. Im weiteren Verlauf wurde
verfahren, wie in Abschnitt 2.2.8.1. beschriebear{WesternAnalyse).

2.2.2.10. Markierung von Proteinen mit Fluoreszearbstoffen

Die Detektion von gebundenem Protein in Proteind @eptid-Interaktionsstudien
erfolgte durch Messung der extrinsischen Fluoreszdrerfir wurde das jeweilig Protein mit
dem entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff markieftaselle 9, Anhang). Die Kopplung mit
dem Fluoreszenzfarbstoff beruht dabei auf der Ramakvon o-Aminogruppen des N-
Terminus sowie von Lys-Resten des Protein mit demwmdibifunktionellen N-
Hydroxysuccinimid-Ester (NHS-Ester) unter alkalisntBedingungen (s. Abb. 10).

R O o)
>— H>7 >_
O:< NH, 7t R
O—N + R o) + HO—N
-
o) o)

Abbildung 10: Die Fluoreszenzmarkierung von Proteien mit NHS-Estern. NHS-Ester reagieren unter
alkalischen Bedingungen mitAminogruppen der N-Termini sowie Lys-Reste vontBireen. Dabei wird das
Protein kovalent mit dem Fluorophor verkniipft. Ruoreszierende Gruppe des NHS-Esters; R’ = PreReist
mit a-Aminogruppe.

Das Protein wurde in Markierungspuffer umgepuffenid die Konzentration
bestimmt. Die Kopplung des Proteins mit dem Fluoeegfarbstoff erfolgte in einem molaren
Verhéltnis von 5:1. Statistisch ist demnach jededté Protein einfach fluoreszenzmarkiert.
Die Kopplung mit dem Fluoreszenzfarbstoff erfoldi@ 30 min im Dunkeln auf Eis.
Anschlieend wurde noch reaktiver Fluoreszenzfafbsturch Zugabe vomQuenching
Puffer B und Inkubation fir 10 min im Dunkeln undufaEis inaktiviert. Das
fluoreszenzmarkierte Protein wurde im Anschlussl@ém entsprechenden Inkubationspuffer
umgepuffert. Vor der Applikation wurde das fluoreszsmarkierte Protein 10 min bei
16.000 g zentrifugiert um mogliche Aggregate zu fenen. Zur Uberprifung der
erfolgreichen Kopplung wurde ein Aliquot des fluszenzmarkierten Proteins entnommen
und auf ein SDS-PA-Gel aufgetragen. Die Detekti@s duoreszenzmarkierten Proteins
erfolgte mittels eines Typhoon Trio Scanners (GEltheare) mit 520 nm (DyLight 488)
bzw. 580 nm (Cy3; DyLight 549) Emissionsfiltern.
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2.2.2.11. Kopplung von Proteinen an eine CNBr-akéiste Sepharose Matrix

Etwa 1 g CNBr-aktivierte Sepharose (entspricht4:&. mL Medium) wurden in 50
mL kalter 1 mM HCI fiir 20 min bei 4 °C inkubiertn&chlie3end wurde das Medium mit 1 L
kalter 1 mM HCI Uber einer Fritte gewaschen. Na&mtAfugation des Mediums bei 50 ¢
wurde der Uberstand komplett abgenommen. Auf 2 neldiMm wurden ca. 10 mg des gegen
Kopplungspuffer dialysierten Proteins zugegebers Walumen wurde auf 15 mL aufgefullt
und 2 h bei 4 °C unter Schwenken inkubiert. Nachmti@egation bei 50 g wurde der
Uberstand abgenommen und dessen Proteinkonzentrspiektrophotometrisch bestimmit.
Nach der Kopplung wurde nicht gebundenes ProtemshdWaschen des Mediums mit ca.
20 mL Kopplungspuffer entfernt. Im Anschluss ertelglie Blockierung der noch reaktiven
Gruppen durch Inkubation des Mediums rQitienchingPuffer A bei 4 °C 0.N. Danach
wurde das Medium je 3-mal abwechselnd mit jeweds t0 mL Waschpuffer D und
Waschpuffer C gewaschen. Fur nachfolgende Intenasdéinalysen wurde das Medium mit
dem gekoppelten Protein in PBS mit 0,1 % (v/v) Niatiazid bei 4 °C gelagert.

2.2.2.12. Mikrosomenpréaparation aus muriner Leber

Alle folgenden Schritte wurden bei 4 °C bzw. au$ Eind so schnell wie mdglich
durchgefuhrt. Alle Losungen wurden frisch angesetet vor Gebrauch steril filtriert. Die 3-4
Monate alten mannlichen Mause wurden durch-GBalation getdtet (gemall TschG). Im
Anschluss erfolgte die Entfernung von Blut aus deber durch Perfusion mit PBS +
Proteaseinhibitor mittels Schlauchpumpe und KanDenach wurde die Leber mit einem
Skalpell herausgeschnitten und grob zerkleiner. Z2¢rkleinerte Leber wurde 2-mal mit PBS
und anschlieRend 2-mal mit Mikrosomenpuffer gewasctAnschlieRend wurde die Leber
mit ca. 4 mL Mikrosomenpuffer versetzt und ca. 3-rfia jeweils 10 sec bei Stufe 4
homogenisiert. Das Homogenisat wurde 20 min bed® @ zentrifugiert und der Uberstand
durch 6 Schichten in Mikrosomenpuffer aquilibrieellbinden filtriert. Das Filtrat wurde in
2 mL aliquotiert und 20 min bei 16.000 g zentrifergi Danach wurde der Uberstand unter
Vakuum 60 min bei 4 °C und 100.000 g zentrifugi®ie Mikrosomen wurden anschlielend
in Mikrosomenpuffer resuspendiert und erneut beéd.Q00 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde komplett abgenommen und das Zellpellet mit elethaltenen Mikrosomen in 200 pL
PBS resuspendiert. Die Mikrosomen wurden im Ansshlgofort in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung®&rC gelagert.
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2.2.2.13. Rekombinante Proteinexpression

Die Uberexpression der verschiedenen Proteine gtefadurch Kultivierung deE.

coli-Zellen in LB-Medium unter Schiitteln bei 185 rpnws® nach untenstehender Tabelle.

Expressionsbedingungen:

Protein E. coli-Stamm | Twachstum | Texpression| [IPTG] |OD °®™ | teypression
P5 BL21 37 °C 30 °C 05mM 0,8-0,9 2,51
Pta; -a'; -aa’ M15 [pREP4] 37°C 30 °C 0,5mM 0,7-0,8 3h
ERp29 XL1-Blue 37°C 37 °C 0,5mM 0,7 3h
ERpl8 Rosetta (DE3) 37 °C 37°C 1mM 0,4-0,5 4h
[pLsysS]
PDI; PDh; Rosetta (DE3)| 37 °C 30 °C 0,5mM| 0,4-0,5 U.N.
-aW35A; ERp57; [pLsysS]
ERp27; PDlIp;
ERp46; ERp48&”;
-g; -a'; BIP
GST BL21 37°C 37°C 1 mM 0,8-0,9 3h
Twachstum = Temperatur bis zur Induktion
Texpression = Temperatur nach Induktion
[IPTG] = die fir die Induktion verwendete IPTG-Kaantration
opeoonm = die bis zur Induktion zu erreichende optischehie

tExpression = Expressionsdauer
Die Expressionskultur wurde dazu 1:100 (v/v) minhegi Vorkultur mit dem

entsprechenden Antiobiotikum angeimpft. Am Ende Heaitivierung wurde 1 mL Probe
entnommen und bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der rstamd wurde abgenommen und das
Zellpellet in 200 pL PBS resuspendiert. Im Anschlusfolgte der Zellaufschluss im
Ultraschallbad bei maximaler Amplitude fir etwa rhih. Nach erneuter Zentrifugation bei
13.000 rpm fiir 20 min bei 4 °C wurden 16 pL des ridtamdes abgenommen und mit 4 pL
5 x Ladepuffer gemischt sowie 5 min bei 95 °C ethiZur Uberprifung der erfolgreichen
Expression wurden die Proben auf ein 12-15 %igeS-BBR-Gel aufgetragen. Die gesamte
Zellsuspension wurde am Ende der Expression 20beii.000 rpm und 4 °C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde abgenommen, das Zellpelle®imP PBS/L Expressionskultur auf Eis
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resuspendiert und in flissigen Stickstoff schociggeh. Die Lagerung erfolgte bis zur
weiteren Aufreinigung bei -87 °C.

2.2.3. Chromatographische Reinigung von PDIs
Alle folgenden Reinigungsschritte wurden, sowethhianders angegeben, bei 4 °C
durchgefuhrt. Bei der chromatographischen Reiniguog FKBP12.6 und FKBP13 wurde

nach bereits publizierten Protokollen verfahrer].[24

2.2.3.1. Nf*-Affinitatsreinigung (Ni-NTA)

Die Reinigung der PDIs erfolgte im ersten Schrittbeii NF*-
Affinitatschromatographie. Das Prinzip beruht auér dBindung des Proteins mit N-
terminalem Hexahistidin-Fusionsteil ((Higpg) an einer Nickel-Nitrilotriacetat-Agarose-
Matrix (Ni-NTA). Dabei bildet das Histidin zusammaenit den NTA-Molekulen und dem
Nickel-lon einen Chelatkomplex. Zunachst wurde dafipellet auf Eis aufgetaut und das
Volumen auf 100 mL/L Zellpellet mit Sonifizierungsier aufgefullt sowie 1 mM AEBSF
Proteaseinhibitor/L Zellpellet hinzugefugt. Nachgébe von 75 mg Lysozym/L Zellpellet
und 20 min Inkubation auf Eis, erfolgte der Zelkakfluss durch Ultraschallbehandlung.
Dazu wurden folgende Parameter gewahlt: 2 min @O je Puls; 20 sec Pause); 50 %
Amplitude. Der Zellaufschluss erfolgte ebenfall$ Bis. Um DNA-Bestandteile im Zelllysat
abzubauen, wurden eine Spatelspitze DNasel zugegstieerneut 20 min auf Eis inkubiert.
Anschlie3end wurde das Zelllysat 40 min bei 11.400 und 4 °C zentrifugiert. Die Bindung
der PDIs mit (Hisytag erfolgte imbatchVerfahren. Der Uberstand des Zelllysates wurde auf
50 mL-Reaktiongefal3e aufgeteilt und zu 2 mL Ni-N$BApharose/L Zellpellet gegeben. Das
Medium wurde zuvor mit Sonifizierungspuffer aquildst. Das Protein wurde 1 h unter
Schwenken an das Medium gebunden. Anschlieendenwwlde Ni-NTA-Sepharose durch
Zentrifugation fir 5 min bei 50 g sedimentiert untspezifisch gebundene Proteine durch 1 h
Waschen des Mediums mit 50 mL Ni-NTA WaschpuffeZielipellet entfernt. Das gesamte
Medium wurde in eine 20 mL-Saule tberfuhrt und atrmait 50 mL Ni-NTA Waschpuffer
gewaschen. Im Falle der Reinigung vona&5wurden stark gebundene Verunreinigungen
zuvor mit mehreren Saulenvoluina Elutionspuffer @fernt. Die spezifische Elution des
Zielproteins erfolgte mit Ni-NTA Elutionspuffer ADie Elutionsfraktionen wurden im
Anschluss per Bradford-Test auf ihren Proteingehattlysiert. Die gesammelten Fraktionen
wurden mittels SDS-PAGE auf Reinheit/Homogenitaterpbift und anschlieRend
entsprechend vereinigt.
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2.2.3.2. Starke Anionenaustauschchromatographie (@)

Als zweiten Reinigungsschritt nach der Ni-NTA-Aft#isreinigung wurde in der
Regel eine MonoQ Anionenaustauschchromatographrehdaefiihrt. Das Prinzip dieses
Reinigungsverfahrens beruht auf der selektiven @ngdvon Proteinen an eine Sepharose-
Matrix mit gekoppelten Alkylresten mit spezifischedanktionellen Gruppen (quartare
Ammonium-Gruppe). Die Bindungsstarke héangt daben ueoelektrischen Punkt (pl) des
jeweiligen Proteins ab. Um eine moglichst selektidndung des Zielproteins zu
gewahrleisten wurde der pH-Wert des Bindepuffergewoahlt, dass dieser eine pH-Einheit
hoher als der pl des Zielproteins ist. Fir die Reing wurde das Protein zuvor bei 4 °C U.N.
vollstandig gegen MonoQ Bindepuffer dialysiert und 50 mM DTT reduziert. Die Bindung
des Proteins erfolgte an eine MonoQ-Saule HR 5k @althcare) mit 1 mL Saulenvolumen
in MonoQ Bindepuffer bei einer Flussrate von 1 minran einer AKTA-FPLC-Apparatur.
Das gebundene Protein wurde mit mindestens 50 mtegiuffer gewaschen. Die Elution des
gebundenen Proteins erfolgte im Anschluss durclereitufengradienten mit MonoQ
Elutionspuffer. Wahrend der Elution erfolgte diet€&aion durch Messung der Leitfahigkeit
und Absorption bei 280 nm. Die gesammelten Frakiiowurden mittels SDS-PAGE auf

Reinheit/Homogenitat tberprift und anschlieRendmethend vereinigt.

2.2.3.3. Glutathion-Affinitatsreinigung (GSH-Agara und Thrombinspaltung

Der Zellaufschluss erfolgte analog zuNAffinitatsreinigung (s. Abschnitt 2.2.3.1.).
Das Zellpellet wurde in diesem Fall in PBS resusipanh und aufgeschlossen. Proteine mit
Glutathion-S-Transferase-Fusionsteil (G@&) wurden in PBS an eine GSH-Agarose Saule
(GSTrap; GE Healthcare) mit 5 mL Saulenvolumendieer Flussrate von 1 mL/min mittels
einer AKTA-FPLC-Apparatur gebunden. Die Saule wumlevor in GSTrap-Bindepuffer
aquilibriert. Im Anschluss wurde das gebundenedttanit ca. 50 mL GSTrap Waschpuffer
gewaschen. Die Elution des Zielproteins erfolgte @B5Trap Elutionspuffer. Detektiert
wurde ebenfalls durch Messung der Absorption bé&l 861. Die gesammelten Fraktionen
wurden mittels SDS-PAGE auf Reinheit/Homogenitaterpbift und anschlieRend
entsprechend vereinigt. Im Falle der Reinigung V@B wurde im Anschluss eine
Thrombinspaltung durchgefihrt (s. Abschnitt 2.2)2.8

2.2.3.4. GrélRenausschlusschromatographie (Gelfilioa)
Als finalen Reinigungsschritt fiir alle PDI-Poteiweirde die Gelfiltration angewandt.

Dabei macht man sich das Prinzip des unterschiesiiidDiffusionsverhaltens verschieden
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grof3er Molektle zu Nutze. Grol3e Molekile mit eineohen Molekulargewicht diffundieren
nicht in die HohlrAume der Sepharose-Matrix und dear daher kaum zurtickgehalten.
Kleinere Molekile diffundieren verstarkt in die H@ume der Matrix und werden demnach
langer zurtickgehalten (innere Diffusion). Dies haterschiedliche Retentionszeiten der
Proteine in Abh&ngigkeit von ihrem Molekulargewichir Folge. Fur praparative und
analytische Zwecke wurde eine Superdex PBp grade HiLoad26/60-Gelfiltrationssaule
(GE Healthcare) mit einem Saulenvolumen von 320vetwendet. Die Saule wurde zuvor
mit  Gelfiltrationspuffer A bzw. -B &aquilibriert. Hlert wurde ebenfalls mit
Gelfiltrationspuffer A bzw. -B. Pro Lauf wurden mmal 2,5 mL Probe auf die S&ule
aufgetragen. Gearbeitet wurde bei 4 °C ebenfallsiaer AKTA-FPLC-Apparatur mit einer
Flussrate von 1 mL/min und einem Maximaldruck vg® fPa. Die Detektion erfolgte durch
Messung der Absorption bei 280 nm. Die gesammdhiektionen wurden mittels SDS-
PAGE auf Reinheit/Homogenitat tberprift und ansdnd entsprechend vereinigt. Im Falle
der chromatographischen Reinigung von P5 wurde mscAluss an die Gelfiltration eine
zweite GSH-Agarose Reinigung durchgefiihrt, um ggriMengen von nicht gespaltenem

Fusionsprotein sowie GST zu entfernen (s. AbscRrizti3.3.).

2.2.4. Bestimmung des Molekulargewichtes von PDlIs

2.2.4.1. Analytische Gelfiltration

Mit Hilfe der Kalibrierungsproteine Aldolase (158® Da), Conalbumin (75.000 Da),
Ovalbumin (43.000 Da), Carbonséureanhydrase (29@)@nd Ribonuclease A(13.700 Da);
(GE Healthcare) wurde eine analytische Gelfiltratioei 4 °C in Gelfiltrationspuffer A
durchgefuhrt. Aus den experimentell ermitteltentiBhsvolumina der jeweiligen Proteine

konnte deren spezifischer Verteilungskoeffizientm&l. 5 bestimmt werden.

Formel 5
V.-V

Kav = . :
V. =V,

Mit Kap = Verteilungskoeffizient
Ve = experimentelles Elutionsvolumen
Vo = spezifisches Ausschlussvolumen
Ve = geometrisches Saulenvolumen
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Die Auftragung des Verteilungskoeffizienten gegem d.ogarithmus des bekannten
Molekulargewichtes der Kalibrierungsproteine ligdeeine Kalibrierungsgerade. Mit dieser
konnte das unbekannte Molekulargewicht der PDIsirhes werden. Verwendet wurde eine
Superdex 200 prep grade HiLoad 26/60-Gelfiltrationssdule. Das geometrische

Saulenvolumen betragt 318 mL. Das Ausschlussvolumede mit 110 mL ermittelt.

2.2.4.2. Analytische Ultrazentrifugation

Die analytische Ultrazentrifugation (Optima XL-A ttdzentrifuge mit Rotor An-60
Ti; Beckman Coulter) wurde von Herrn Dr. Hauke ¢iliMLU Halle-Wittenberg)
durchgefuhrt. Das Molekulargewicht von ERp46 wurdeuittels Sedimentations-
gleichgewichtszentrifugation Uber die Abhangigkddr Konzentration vom Abstand zur

Rotorachse nach Gl. 6 bestimmt.

Formel 6
L
mit M, = Molekulargewicht (g mo))
A = Absorption bei 280 nm
r = radialer Abstand zur Rotorachse (m)
R = molare Gaskonstante (8,314 J Tnil")
T = Temperatur (K)
% = partielles spezifisches Volumendes Proteinis )
p = Diechte des Lésungsmittels (g fL
® = Winkelgeschwindigkeit (§

Die Messungen wurden in Gelfiltrationspuffer A (ehiriton X-100 und ohne 2-
Mercaptoethanol) mit einer Proteinkonzentration \i8 mg/mL bei 20 °C durchgefihrt.
Sedimentationslaufe wurden bei 40.000 rpm, Gleishg@slaufe bei 12.000 rpm
durchgefuhrt. Die Datenaufnahme sowie -Analyse Igidomittels dem Beckman XL-A

Analyseprogramm.

2.2.5. Redox- und Chaperon-Aktivitatstests
Alle Aktivitatstests wurden, soweit nicht anderg@geben, bei RT durchgefuhrt.
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2.2.5.1. Insulin-Reduktionstest

Um die Reduktase-Aktivitdt von PDIs zu untersuchemrde die Fahigkeit zur
Reduktion von Insulin herangezogen [61]. Die Renwkt der intermolekularen
Disulfidbriicke von Insulin fuhrt zur Prazipitatiater freien B-Kette, wahrend die A-Kette
nahezu in Losung verbleibt. Die Prazipitation l&ssh spektrophotometrisch durch Messung
der Absorption bei 650 nm bestimmen. Zunachst wugde InsulinstockLosung von
10 mg/mL hergestellt. Dafir wurden 50 mg InsulidinmL Verdinnungspuffer gelost. Der
pH-Wert wurde mit 1 M HCI-Losung auf 2-3 eingedteihd anschlieRend mit 1 M NaOH-
Losung sofort bis auf pH 8 titriert. Danach wurdé& odH,O auf 5 mL Gesamtvolumen
aufgefullt. Die InsulinstockL6ésung war ohne jegliche Tribung und wurde bei <€D
gelagert. Fur den eigentlichen Insulin-Reduktiosisteurde Insulin aus destockL6sung auf
1 mg/mL in Reaktionspuffer verdinnt sowie 0,28 ubiI4HProtein hinzugefugt und gemischt.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 4 mM GSH unstchiel3endem Mischen gestartet.
Der Verlauf der Prézipitation wurde Uber einen eitm von 45 min verfolgt.

2.2.5.2. RNase-Ruckfaltungstest
Um die Oxidase-Aktivitat von PDIs zu bestimmen, dairihr Einfluss auf die

oxidative Renaturierung von reduzierter und dematier RNaseA untersucht [62]. Das
Prinzip beruht auf der RNaseA-katalysierten Spagtunder 2’-3’-cyclischen

Phosphodiesterbindung in cCMP. Die Bildung des Reagproduktes CMP kann
spektrophotometrisch durch Messung der Absorptiein286 nm verfolgt werden. Hierbei
wurden 5 mg RNaseA in Denaturierungspuffer fir 4b& RT inkubiert. Um den

Denaturierungspuffer zu entfernen, wurde die dermate und reduzierte RNaseA
anschlieBend in RNase-Dialysepuffer tberfuhrt. Bigr Reaktion wurden 2-5 uM PDI-
Protein sowie 5 uM denaturierte und reduzierte RNas Reaktionspuffer geldost und die
Reaktion durch Zugabe von 4,5 mM cCMP gestarte¢. Reaktion wurde dabei in einem
Zeitraum von 30-45 min verfolgt.

2.2.5.3. Citratsynthase-Aggregationstest

Die Fahigkeit von PDIs die Aggregationsneigung wwodell-Proteinen zu reduzieren
wird oft als vereinfachter Test fUr die Bestimmuhger Chaperon-Aktivitat herangezogen
[215]. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von PD#&uf die thermisch induzierte
Denaturierung von Citratsynthase qualitativ untelnsulLyophilisierte Citratsynthase wurde

bis zu einer Konzentration von 1 mg/mL in Aggregasipuffer gelost. Die Reaktion wurde
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durch Verdinnung der Citratsynthase 1:100 in Agafiegspuffer zusammen mit 0,15-
0,25 uM PDI-Protein gestartet. Der gesamte Ansatzde bei 43 °C unter konstantem
Ruhren inkubiert. Der Verlauf der thermischen Dariatung wurde tber ca. 17 min mit
einem Fluoromax-2 Fluoreszenzspektrometer (JobimnyYwHoriba) durch Messung der
Lichtstreuung in Kivetten mit 1 cm Schichtdicke feégt. Als Anregungs- und

Emissionswellenlangen wurden jeweils 500 nm gew&hé Spaltbreite betrug 1,5 nm.

2.2.6. Spektroskopische Methoden

2.2.6.1. UV-Vis-Absorptionsspektroskopie

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration sowie zumehiveis von Mikroaggregaten
und Kontaminationen mit NukleinsaurenA™MA?°"™~ 1 5) wurden UV-Vis-Spektren von
PDIs nach ihrer Reinigung aufgenommen. Aggregateldn Probe wurden zuvor durch
Zentrifugation bei 16.000 g bei 4 °C entfernt. Déellenlangenbereich der aufgenommenen
Spektren betrug dabei 240-340 nm. Es wurden Kivetig einer Schichtdicke von 1 cm

verwendet. Alle Messungen wurden Puffer-korrigiert.

2.2.6.2. Circulardichroismus-Spektroskopie (CD-Sprelskopie)

Optisch aktive Verbindungen, bei denen die linksd wechtsgangigen Komponenten
von linear polarisiertem Licht unterschiedlich afisert werden, zeigen so genannten
Circulardichroismus. Da das Polypeptidriickgrat ierrFUV-Bereich (170-250 nm) optisch
aktiv ist, zeigen unterschiedliche Sekundarstriétuim Protein auch unterschiedliche
Spektren in diesem Wellenlangenbereich. Im Nah-Wekh (260-320 nm) zeigen einige
Chromophore des Proteins, wie beispielsweise Tyeosnd Tryptophane, unterschiedliche
spektrale Eigenschaften in Abhéngigkeit von ihremiitelbaren heterogenen Umgebung in
einem gefalteten Protein.

Gemessen wurde an einem CD-Spektropolarimeter JJd€co). Als Probenpuffer
wurde Standardpuffer A verwendet. Der Puffer wurdeor mit einem 0,2 um Filter filtriert
um Staubpartikel zu entfernen. Die Probe wurde mspmrechenden Puffer verdinnt und 20
min bei 16.000 g bei 4 °C zentrifugiert. Die Aufmaé der Spektren erfolgte in einem
Wellenlangenbereich von 190-260 nm in Kivetten emier Schichtdicke von 0,1 cm. Alle
Messwerte wurden Puffer-korrigiert. Gemessen wiale20 °C. Die Spektren wurden in 0,5-
1,0 nm Wellenlangenschritten, mit einer Messgesetigkeit von 50 nm/min und einer

Bandbreite von 1 nm aufgenommen. Es wurden 20 Akkationen vorgenommen. Die
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Akkumulationszeit betrug 1 s. Als Proteinkonzemtra¢n wurden 0,15-0,3 mg/mL
eingesetzt. Die Beschleunigerspannung uUberstiegendhden Messungen nie 700 V. Die
gemessenen Elliptizitater®)(wurden auf die mittlere molekulare Masse der Asséuren

(MRW) im jeweiligen Protein bezogen (s. Gl. 7):

Formel 7
[ _ MW x6x100
MRW N x dx c

Mit 6 = gemessene Elliptizitat (deg)
[O]mrRw = mean residue weigllliptizitat (deg cm2 dmot)
MW = Molekulares Gewicht des Proteins (g/mol)
d = Schichtdicke der verwendeten Kiivette (cm)

= Anzahl der Aminosauren im Protein

C = Proteinkonzentration (mg/mL)

2.2.6.3. Fluoreszenz-Spektroskopie

Werden in einem Molekul Elektronen angeregt unfatliese wieder zurick in ihren
energetischen Grundzustand kommt es zur Emittierorg Licht. Diese Eigenschaft von
Molekulen wird Fluoreszenz genannt. Die Wellenladge emittierten Lichtes ist dabei stets
groRer als die Anregungswellenlange. Proteine mergeh Anregung im Fern-UV-Bereich
ebenfalls Fluoreszenz. Verantwortlich dafir singl clhiromophoren Gruppen im Protein. Phe
emittieren bei ca. 280 nm, Tyr bei etwa 305 nm Uingl in Abhangigkeit von der Solvent-
Exponiertheit zwischen 320 und 360 nm. Je hydrophalee unmittelbare Umgebung eines
Trp-Restes im Protein ist, desto mehr ist sein féswenzmaximum zu niedrigeren
Wellenlangen hin verschoben (hypsochromer Effek§tark exponierte, an der
Proteinoberflache gelegene Trp-Reste zeigen eineRahiebung (batochromer Effekt).
Durch die Abhangigkeit der Lage des Intensitatsmanns im Emissionsspektrum von Trp
von dessen Position im Protein, lassen sich Rutdkssd auf die unmittelbare Umgebung
dieses Trp-Restes ziehen. Damit ist es moglich emittFluoreszenzspektroskopie
Veranderungen in der Tertiarstruktur eines ProterB. bei Denaturierungsiubergangen, zu
beobachten.

Alle Fluoreszenzemissionsspektren wurden mit einenfrluoromax-2
Fluoreszenzspektrometer (Jobin Yvon, Horiba) mitgemchlossenem Wasserbad zur

Temperierung der Proben aufgenommen. Als Probempuffurde Standardpuffer A
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verwendet. Alle Puffer und Proben wurden vor densddegen filtriert und zentrifugiert.
Gemessen wurde in Fluoreszenzkivetten mit 1 cncBicheke und bei 20 °C. Zur selektiven
Anregung von Trp im Protein wurde eine Anregung&wdfinge von 295 nm gewahlt.
Ansonsten wurde bei 280 nm angeregt. Die Fluoreszeissionsspektren wurden in einem
Wellenlangenbereich von 305-400 nm bzw. 300-400aufigenommen. Fur Einzelspektren
wurden 5 Akkumulationen vorgenommen und daraus Berchschnitt bestimmt. Als
Wellenlangenschritte wurden 0,5-1 nm gewahlt. Dikunulationszeit betrug 0,5 s und die
Spaltbreite 5 nm. Als Proteinkonzentrationen wurdmnweit nicht anders angegeben, 0,5-10

UM verwendet. Die gemessenen Intensitdten wurdedi@aunolare Konzentration normiert.

2.2.7. Denaturierungsibergange
Die Guanidiniumhydrochlorid induzierte Denaturiegumon P5 und ERp46 wurden

Uber Fluoreszenzspektroskopie ermittelt. Die Pnaetevurden dazu in Denaturierungspuffer
bis zur gewinschten GdmCl-Konzentration verdinmd-3@ Messpunkte). Die Proben
wurden vor der Messung U.N. bei 20°C inkubiert. m@ssen wurde bei

Anregungswellenlangen von 295 bzw. 280 nm. Zu waléeren Einstellungen s. Abschnitt
2.2.6.3. Die Proteinkonzentration betrug, soweithhianders angegeben, 5 pM. Die
Denaturierungsmittel-abhangigen Ubergange wurdes @en Intensitatsanderungen bei
330 nm fur P5 und 325 nm fir ERp46 bei einer Annggwellenlange von jeweils 295 nm

bestimmt. Die Normierung auf den Anteil an denadem Protein erfolgte nach Gl. 8:

Formel 8

f = Ye—¥

, =/
Ye~Yu

Es ist y das jeweilige Messsignak, gas Messsignal der nativen Form unddgas der
denaturierten Form. Der Anteil an denaturiertemtétnoist {;. Aus den normierten Daten aus
Gl. 8 kann mittels GIn. 9-11, unter Annahme einegeizustands-Gleichgewichtes, die
Anderung der freien Reaktionsenthalpie der Denartunig in Abhangigkeit von der GdmCl-
Konzentration berechnet werden (Lineare ExtrapatatiMethode); [216, 217]:

Formel 9
K=1u
fF
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Formel 10
AG =-RTIn(K)
Formel 11

AG = AG(H,0)- m[D]

Dabei sind § und & die Fraktionen an denaturiertem bzw. nativem Bup{®] ist die
Konzentration an Denaturierungsmittel (mol/L), K the Gleichgewichtskonstante, R die
allgemeine Gaskonstante (8,315 J m&l™), T die absolute Temperatur (K) unds die
Enthalpieanderung der Denaturierung bei einer i#oesten Denaturierungsmittel-
Konzentration (J/mol). Weiterhin beschreibAG(H,O) die Enthalpiednderung der
Denaturierung bei 0 M Denaturierungsmittel. Der tbakn (J/mol/M) ist der Anstieg der
Geraden im Graphe\G gegen [D] und beschreibt den Grad der Abhangigken
AG von [D].

2.2.8. Protein- und Peptid-Interaktionsstudien
Alle Interaktions- und Bindungsstudien wurden, sibvmécht anders angegeben, bei
RT durchgefuhrt.

2.2.8.1. Bindungsstudien mit immobilisierten Protein (Far-Western/Dot-Blot-Analyse)

Die Analyse der Interaktion von PDIs mit immobiigien (denaturierten) Substraten
erfolgte  mittels modifizierter Far-WesteraMethode [24, 218-220]. Nach dem
elektrophoretischen Transfer von ca. 20 pg FKBP1d8wn. FKPP13 auf eine
Nitrocellulosemembran und anschlieBender Trocknuey Membranen (s. Abschnitt
2.2.2.5.), wurde diese 2 x kurz mit Aquilibrierupgffer gewaschen. Der Uberstand wurde
abgenommen und kurz mit TBS gewaschen. Im Anscharfsigte die Inkubation der
Membran fir 20 min inCross-linkingPuffer A. Nach vollstandiger Abnahme des
Uberstandes wurde die Membran 2 x 10 min in Neistemlingspuffer gewaschen. Es folgten
zwei weitere Waschschritte mit TBS fur jeweils 1hnUm unspezifische Bindungen an die
Membran auszuschliel3en, wurde diese anschlieBand fii mit Blockierungspuffer unter
leichtem Schwenken inkubiert. Nach AbgieRen desréthrdes wurde die Membran mit
1 puM fluoreszenzmarkiertem PDI-Protein in Blockmgspuffer fir 1 h unter leichtem
Schwenken und im Dunkeln inkubiert. Der Uberstandde erneut vollstandig abgegossen
und ungebundenes Protein 2 x 10 min mit TBS vonMiembran gewaschen. Die Detektion

der gebundenen fluoreszenzmarkierten PDIs erfalgteh einerlyphoon Trio ScanngiGE
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Healthcare) mit 520 nm Emissionsfilter bei einer fldsung von 50 microns Die
Quantifikation des gebundenen Proteins erfolgtesidlemetrisch mit Hilfe derlmage
Quant TL Software (GE Healthcare). Bei der Detektion gelemed fluoreszenzmarkierter
PDIs mittels spezifischer Antikorper wurde die Meaarb mit TBS-T gewaschen. In diesem
Fall wurde verfahren wie bei der Bindungsstudigramobilisierte Peptide (Peptiélrray; s.
Abschnitt 2.2.8.2.).

2.2.8.2. Bindungsstudien mit immobilisierten Pepgia (Peptid-Array)

Die Untersuchung der selektiven Bindung von PDlIsimmobilisierte Peptide mit
spezifischer Aminosauresequenz erfolgte durch Vedwag von Peptidvrays (JPT Peptide
Technologies). Die synthetisierten Peptide wurdeamzud vom Hersteller auf einer
Glasoberflache immobilisiert. Die Peptidlange bgtdabei 13-15 Aminosauren. Insgesamt
enthielt der Peptidvrray 6.754 unterschiedliche Peptide in drei Replikgte\bb. 11).
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—
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15 jf B1 /
3.600
/ B16
SA1 SA2 SA3

Abbildung 11: Aufbau eines PeptidArrays. Der PeptidArray besteht aus drei identischen Replikaten (SA1-
SA3) mit jeweils 16 Blocken (B1-B16) mit je 225 ardchiedlichen Peptiden. Das entspricht einer Anzai
3.600 theoretisch mdglichen Peptiden. Die Anzahl\dafligbaren Peptide ist jedoch geringer, da nadlat
Reihen vollstandig besetzt sind. Fir die Analyseden zwei unterschiedliche Pep#drays verwendet. Das
entspricht einer theoretischen Anzahl von 7.20@nschiedlichen Peptiden

Bei der Auswahl der Peptide wurde von 57 bekanrgewie putativen PDI-
Interaktionspartnern und weiteren ER-Proteinen egaggen. Die entsprechenden
Aminosauresequenzen wurden dabei so gewahlt, dagsls mehrfach Uberlappen. Dartber
hinaus enthielt der Peptilrray bereits in der Literatur beschriebene Modell-Ripsowie
Positiv- und Negativ-Kontrollen (s. Tabelle 10, Amig). Die Cys-Reste innerhalb der Peptide
wurden zu Ser ausgetauscht, um kovalente Binduidben intermolekulare Disulfidbriicken
ausschlieRen zu konnen. Ein zweiter Pepiicry enthielt 130 Peptide in ebenfalls drei
Replikaten. Die Auswahl dieser Peptide erfolgtegabend von bereits bekannten PDI-
Bindungsmotiven. Ein dritter Peptiiray enthielt ca. 9.000 Peptide von Krankheits-

assoziierten Proteinen.
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Fur die Bindungsanalyse wurden die Peptidays zundchst mehrmals mit de@
gewaschen und anschlieRend mit Waschpuffer A fiir26amin inkubiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und die Peptid-Arrays mit 0,5 judrészenzmarkierten PDIs fur 2 h in
Inkubationspuffer D und unter leichtem Schwenken Dmnkeln inkubiert. AnschlieRend
wurden die Peptidvrrays nach vollstandigem AbgieRen des Uberstandes 4 mirb mit
Waschpuffer A gewaschen um ungebundenes Proteirentdernen. Es folgten weitere
Waschschritte fur 4 x 5 min mit Waschpuffer B. UralZausfallungen des Puffers auf der
Glasoberflache zu vermeiden, wurde 5 x 10 min il gewaschen. Alle Waschschritte
wurden ebenfalls im Dunkeln durchgefiihrt. Die Rebptirays wurden anschlie3end durch
Zentrifugation bei 50 g getrocknet und die Signalg einem ArrayWorkx Scanner (JPT
Peptide Technologi¢snit 532 nm Emissionsfilter und Expositionszeiteon 0,01-0,5 sec
ausgelesen.

Die Signalintensitaten wurden mit Hilfe d&BenePix Pro Software (Molecular
Devices) quantifiziert. Die Signalintensitdten dgebundenen Peptide wurden von der
Signalintensitat des Hintergrundes abgezogen undf aie durchschnittlichen
Signalintensitaten der leeren (nicht gebundenempots normiert. Die normierten
Signalintensitaten wurden als statistisch signiftkaetrachtet, wenn ihr Wert mindestens um
den Faktor N Uber dem Hintergrundsignal lag. AISl wurde das Dreifache der
Standardabweichung des Hintergrundsignals festgeleg

Alternativ zur Detektion von fluoreszenzmarkierteroteinen erfolgte die Detektion
Uber fluoreszenzmarkierte spezifische Antikdrperdiesem Falle wurden die PepAdrays
nach Waschen mit Waschpuffer A fir 2 x 5 min mitSFB aquilibriert. Anschliel3end wurde
mit dem Primarantikorper in TBS-T 1:1000 (v/v) flih unter leichtem Schwenken inkubiert.
Nach AbgieRen des Uberstandes wurde 3 x 10 mimB®-T gewaschen und im Folgenden
mit dem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérpengbls in TBS-T 1:1500 (v/v) fuir 1 h
inkubiert. Es folgten weitere Waschschritte fir 418 min mit TBS-T. Um stérende
Pufferreste zu entfernen wurde die Peptrdays wiederum 5 x 10 min mit ddi®

gewaschen. Die Detektion erfolgte wie bereits besbhn.

2.2.8.3. Bestimmung der Interaktionspartner von PO(pull-down Analyse)

Die Mikrosomen aus 2 Mauselebern (s. Abschnitt2212.) wurden zunéchst auf Eis
aufgetaut und 20 min mit 1 mM DTT auf Eis inkubidttir den Aufschluss der mikrosomalen
Membranen erfolgte eine 30 min Inkubation mit 0,5(W) Triton X-100 bei 4 °C unter

konstantem Rilhren. Nach Zentrifugation fiir 20 mén 165.000 g wurde der Uberstand mit
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100 pL in Aquilibrierungspuffer gewaschenen ,Le@NBr Matrix fir 30 min bei 4 °C unter
leichtem Schwenken inkubiert. Das Gesamtvolumen devurdazu auf 1 mL  mit
Aquilibrierungspuffer aufgefillt. AnschlieRend ddte 1 min Zentrifugation bei 100 g. Der
Uberstand wurde abgenommen und jeweils zur Halfej@ 100 puL PDI-Protein-CNBr
Matrix bzw. GST-CNBr Matrix (Kontrolle) zugegebeG€samtvolumen erneut 1 mL). Es
wurde fur 1 h bei 4 °C unter Schwenken inkubieit Batrices wurden im Anschluss 3-mal
mit je 1 mL Waschpuffer E gewaschen. Es erfolgtatdkigation bei 100 g fir 1 min. Der
Uberstand wurde nach jedem Waschschritt komplegematmmen. Im Anschluss erfolgte
zweimaliges Waschen mit Waschpuffer F (Niedrigd&faschschritt). Der Uberstand wurde
erneut komplett abgenommen und gebundenes Protein 663100 pL 1 x SDS-
Probenauftragspuffer (fur 1D-SDS-PAGE) bzw. Digesispuffer (2D-SDS-PAGE) eluiert.
Die CNBr-Matrix wurde 1 min bei 16.000 g zentrifagi und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal3 Uberfuhrt. Die Proben wurden arefgbdhd sofort in flissigen Stickstoff

schockgefroren und fir die weitere Analyse bei*@Qelagert.

2.2.9. 2D-SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (2D-SPAGE)

Bei der 2D-SDS-PAGE nutzt man die Trennung von démenh sowohl nach ihrer
Ladung bzw. isoelektrischem Punkt (1. Dimensios)aalch nach ihrer Grél3e (2. Dimension).
Die Auftrennung in der 1. Dimension erfolgt in eimenativen Gel mit entsprechendem pH-
Gradienten (meist pH 3-10) unter Anlegen einer hoSpannung. Alle Gerate wurden vor
Gebrauch mit 0,5 % (w/v) SDS sowie 70 % EtOH gegtin

2.2.9.1. GielR3en von diskontinuierlichen Polyacrylaigelen

PA-Gele mit einem Format von 25,5 x 20 cm wurderomatisch mit einer
a2DEoptimizerApparatur (nextgensciences) nach Angaben des éflerst gegossen. Die
Glasplatten wurden hierflr in eingttan DALTtwelveGelgieRapparatur (GE Healthcare)
eingespannt. Es wurde ein diskontinuierlicher Gradivon 5-15 % (v/v) Polyacrylamid
gewahlt. Nach dem GielRen der Gele wurden diesémhi®o (w/v) SDS Uberschichtet, zur

vollstéandigen Polymerisation .N. bei RT inkubiend danach sofort verwendet.

2.2.9.2. Passive Rehydrierung

Um ein diskretes Laufverhalten der einzelnen Pneteinabhangig von der Anzahl der
Disulfidbriicken zu gewéhrleisten, wurden diese ledkly Zunachst erfolgte die Reduktion
durch Inkubation der Probe mit 15 mM DTT fur 15 naiaf Eis. AnschlieRend wurden die
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freien Cysteine durch Inkubation der Probe mit 18 A fur 15 min auf Eis alkyliert. Die
so behandelten Proben wurden auf ein Gesamtvolumoen 450 pL mit RSS-Puffer
aufgeflllt. Das gesamte Volumen der Proben wurde in einbray (GE Healthcare)
gleichmalig verteilt. Auf die Proben wurden jeweld cm Gelstreifen (GE Healthcare)
luftblasenfrei mit der Gelseite nach unten aufgelegd anschlieBend mit Ol tiberschichtet.
Die kommerziell erhdaltlichen Gelstreifen enthielteareits den pH-Gradienten (3-10 nicht
linear). Die Rehydrierung erfolgte bei 20 °C .5 Anschluss wurden die Gelstreifen direkt

fur die isoelktrische Fokussierung eingesetzt.

2.2.9.3. Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Die isoelektrische Fokussierung erfolgte mittetsan IPGphor 3(GE Healthcare).
Die Gelstreifen wurden mit der Gelseite nach olredie dafir vorgesehene mit Ol gefiillte
Kammer des Gerates uUberfiihrt. Auf beide Enden adst@ifen wurden ca. 1 cm lange in
ddH,O angefeuchtete Papierstreifen gelegt, welche aderiakt zur Elektrode vermitteln. Die

elektrische Fokussierung erfolgte U.N. mit folgemderogramm (Gesamtdauer ca. 22 h):

Schritt Spannung Dauer
1. Entsalzen 150V 375 Vh (2:30 h)
2. Probenauftrag 300V 2.700 Vh (9:00 h)
3. Pra-Fokussierung 500 V 500 Vh (1:00 h)
4. Pra-Fokussierung 1.000 V 2.625 Vh (3:30)
5. Fokussierung 10.000 V| 16.500 Vh (3:00
6. Fokussierung 10.000 V 25.000 Vh (2:30)

Nach der isoelektrischen Fokussierung wurden didstfeden entweder direkt

weiterverwendet, oder bei -87 °C gelagert.

2.2.9.4. Diskontinuierliche SDS-PAGE (zweite Diméors)

Die Gelstreifen wurden zunachst in je 10 mL 2D-SPSSE-Aquilibrierungspuffer
mit 100 mg DTT fur 15 min bei RT inkubiert. Ansaiftiend erfolgte die Alkylierung in 10
mL 2D-SDS-PAGE-Aquilibrierungspuffer mit 250 mg IA&benfalles fur 15 min bei RT.
AnschlieRend wurden die Gelstreifen kurz in d@Habgespdult, luftblasenfrei auf das SDS-
PA-Gel aufgelegt und mit warmer 0,5 % (w/v) Agarasderschichtet. Die PA-Gele wurden
in einer Ettan DALTtwelveGellaufapparatur in 1 x 2D-SDS-PAGE-Laufpuffer der
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Elektrophorese unterzogen. Dazu wurden folgendenBadgen gewahlt: 45 min, 2 W/Gel;
4:15 h, 17 WI/Gel; bei 24 °C. Nach der Elektropheresurden die Gele ca. 20 min in
Entfarberlosung unter Schwenken inkubiert. Ans@died erfolgte die Farbung in
colloidalem Coomassie unter Schwenken bei RT uNd U.

Nach der Farbung der Gele wurden diese mit @nter leichtem Schwenken bis
zum gewinschten Grad entfarbt. Anschlie3end wurenProteinbanden mit Hilfe einer
sterilen abgeschnittenen Pipettenspitze aus dema@gestochersgot-picking und in ein
Eppendorf-Gefald transferiert. Die Gelstlicken wuriefilissigen Stickstoff schockgefroren

und bis zur weiteren Analyse bei -87 °C gelagert.

2.2.10. Massenspektrometrische Identifizierung voRroteinen

Die massenspektrometrische Identifizierung der esteghenen Proteinbandep¢tg
erfolgte in  Zusammenarbeit mit Dr. Henning UrlaubVak-Planck-Institut fur
Biophysikalische Chemie, Goéttingen). Vor der Meggw@nfolgtein situ der proteolytische
Verdau der Protein-Proben mittels spezifischer dasgn. Soweit nicht anders angegeben,
wurde hierfur Trypsin verwendet. Die Analyse erfelg mittels time of flight
Massenspektrometrie (TOF MS), Ubalectrospray ionizatior(ESI) mit einem VG Bio-Q
Tripel-Quadrupol Massenspektrometer (Fisons Insénis).

Suchparameter Funktion
PeakListenformat Mascot Generic
Datenbank NCBInr
Gesamtanzahl der Sequenzen 10320604
Gesamtanzahl der Reste 3520861843
Anzahl der Sequenzen nach Taxonomie-Filterung 714438
Anzahl der Eintrage 6252
Taxonomie-Filter Mammalia
verwendetes Enzym Trypsin
max. Anzahl nicht-stattgefundener Spaltungen 2
Modifizierung der Peptide Carbamidomethyl, Oxidatjo
Toleranz der Peptid-Masse 0,8 Da
Toleranz der Fragment-Masse 0,6 Da
Werte der Atom-Massen monoisotopisch
Typ des verwendeten Instrumentes ESI-QUAD-TOF
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Die massenspektrometrischen Ergebnisse wurden Isnigi@er nicht-redundanten
NCBI-Proteindatenbank ausgewertet. Fir die Datekdarhe wurde die MASCOT-
Datenbank-Suchmaschine V2.2.06 (Matrix Sciencewegedet [221]. Die identifizierten
Proteine wurden anschlieBend mit ihrem Gen-NamenPdoteingréf3e sowie der Anzahl der
ermittelten Peptidbruchstiicke tabellarisch zusang®aksst (s. Abschnitt 3.8.). Fur die
Identifikation der Proteine wurden die Suchparame#eh obenstehender Tabelle verwendet.

2.2.11. Proteinkristallisation

2.2.11.1. Ansetzen unterschiedlicher Kristallisatgbedingungen

Fur die Kristallisationsansatze von P5-Variantend ucRp46 wurden die
StandardkristallisationspuffeBigma Cryo Kit Sigma Basic Kijt Jena Bioscience 1-10
Hampton Research, Home Factorial Solutiomsi Molecular Dimensiongerwendet (genaue
Zusammensetzung s. Herstellerangaben). Die Kisdaitbnspuffer wurden in 9%l Platten
mit 96 unterschiedlichen Kristallisationsbedingumge pipettiert. Jede der 96
Kristallisationsbedingungen unterschied sich dabeZzusammensetzung und pH-Wert des
Kristallisationspuffers. Es wurden unterschiedlicieuffersubstanzen, Additive und
Préazipitierungsreagenzien verwendet. Darliber hirentkielten die Kristallisationsansatze
z.T. verschiedene Konzentrationen an gebundenetideepsowie niedermolekularen PDI-
Inhibitoren. Der Kristallisationspuffer befindethkiin einem Reservoir von 11Q.. Dartber
wurden 200 nL eines 1:1 Gemisches von ProteinlosumagKristallisationspuffer separat mit
Hilfe eines Pipettierroboters (Cartesian) platzieMit der Zeit stellt sich durch
Gasphasendiffusion ein Gleichgewicht hinsichtlicker dZusammensetzung zwischen
Reservoir- und Proteinlésung ein. Dabei verringgech das Volumen der Proteinlésung, so
dass es zu einer Aufkonzentrierung komsittiog drop vapour diffusion

Fur die Kiristallisationsanséatze wurden untersciobdl Proteinkonzentrationen
verwendet (i.R. 5-40 mg/mL gereinigtes Protein)e @weiligen Proteine wurden zuvor U.N.
bei RT in Kiristallisationspuffer dialysiert und ah$ielend bis zur gewilnschten
Konzentration aufkonzentriert. Danach erfolgte gegntrifugation fir 20 min bei 16.000 g
bei RT. Alle Ansatze wurden in der Regel bei 14 GBer mehrere Monate inkubiert.
Alternativ erfolgte das Ansetzen der unterschiédlic Kristallisationsbedingungen
(vorwiegend zum Feigereening in 24well Platten. In diesem Falle wurden 2 pL der
Proteinlésung mit jeweils 2 uL Kristallisationsperff gemischt und Uber einem 1000 pL

Reservoir mit Kristallisationspuffer kopfuber lufttt platziert banging drop vapour
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diffusion). Hierbei wurden einige Platten auch bei RT undrfofl °C inkubiert. Der Verlauf
der Kristallisation im 96well Mal3stab wurde vollautomatisch mittels eines Riattgagers
(OASIS LS3I; Vecco) verfolgt und dokumentiert. Ztwigh erfolgte die Analyse bei
ausgewahlten Platten manuell unter einem Mikrosko Platten im 24well MaRRstab
wurden generell unter dem Mikroskop manuell ausgmtveund dokumentiert. Nicht
verbrauchtes Protein wurde bei 4 °C bzw. -20 °G/¢&iolstock als Ruckstellprobe gelagert.

2.2.11.2. Datenmessung und Strukturbildung

Ein Proteinkristall aus dem Kristallisationsansatm ERp46 im 9@well Format
wurde mittels Kryo-Schleife (Hampton Research) @emm Kristallisationspuffer gehoben und
in Kryopuffer (25 % (v/v) Ethylenglycol) UberfihrDer Kristall wurde anschlieRend unter
Stickstoffstrom bei -180 °C mit dem Réntgengeneré®igaku Micromax 0074 = 1,5418 A;

1 min Belichtungszeit; CCD-Detektor, Rigaku Saturéd44; Abt. Physikalische
Biotechnologie, Institut fir Biochemie und Biotectogie, MLU Halle-Wittenberg) auf seine
Streukraft getestet. Es wurde 0.N. ein erster kettgyl Datensatz aufgenommen. Es konnten
Rontgenbeugungsreflexe bis 2,8 A beobachtet werben.Kristall wurde anschlieRend in
flissigem Stickstoff bis zur Vermessung am SynebrotBESSY (Helmholtz-Zentrum
Berlin), Beamline1l4.1 ¢ = 0,9184 A; 3 sec Belichtungszeit; CCD-Detektoay®hics MX-
225) gelagert. Die Aufnahme, Auswertung des Dateresaund Strukturbildung erfolgte
durch Herrn Dr. Christoph Parthier (MLU Halle-Witteerg).

Die Rontgenbeugungsbilder wurden mit dem Progravimsflm [222] integriert. Die
Skalierung der Daten erfolgte mit dem Progra®eala(CCP4); [223]. Die Datenanalyse mit
dem ProgramniPhenix.Xtriagg224] deutete darauf hin, dass der Kristall ztesingewissen
Ausmall merohedral verzwillingt ist. Die Struktur nkbe mittels der Methode des
Molekularen Ersatzesnolecular replacemepturch Verwendung des NMR-Strukturmodells
der dritten Doméane de$hioredoxin domain-containing proteid (pdb: 2diz) berechnet
werden. Dazu wurde das Progranihaser[225] verwendet. Mittels der Programr@mot
[226] und Refmac5[227] wurde die Struktur der ERpdéDomane manuell gebaut und
konnte durch ein@mit mapsowie durch gewichtete Differenzelektronendichtekar(2Fo-
Fc, 3Fo-2Fc, Fo-Fc) bestéatigt werden. Die Verfaingr mit Refmac5 erfolgte unter
Einbeziehung von TSL-Mobilitatanslation, libration, screw axjdes Molekils sowie einer
6 %igen Verzwilligung (Zwillingsoperator: -h, -kl).- Die Strukturvalidierung erfolgte im
Anschluss mit dem ProgramMolProbity [228]. Die atomaren Koordinaten wurden in der
RCSB Protein Datenbank PDB (www.pdb.org; [229]) datm PDB Code: 3ujl hinterlegt.
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3. Ergebnisse

3.1. Klonierung der P5a, -a' und -aa' Konstrukte

Die mittels PCR amplifizierten kodierenden Sequerdera- bzw.a'-Doméane von P5
sowie des P&a'-Fragmentes wurden in pQE-30 bzw. pQE-60 Vektonserert. Die Grolie
sowie der korrekte Einbau der jeweiligen Fragmentalie Vektoren wurde durch einen
Testverdau Uberprift (Daten nicht gezeigt). Zugétavar es moglich, sowohl die isolietbe
Domane von P5 als auch diedPBoméne als Fusion mit GST sowie als Fusionskokisimit
der P&'-Domane zu klonieren. Eine Expression scheitededk in allen genannten Fallen.
Als mdgliche Ursache koénnen evtl. falsch definielemanengrenzen angesehen werden
(vgl. [43, 134]). Die Sequenzierung der cDNA deasrkerten Konstrukte (SeqglLab) bestatigte

deren Sequenzidentitat und korrekten Einbau in\tekior.

3.2. Expression und Reinigung von PDIs

Die Herstellung der einzelnen Proteine erfolgteonskinant inE. coli. Trotz des
Vorhandenseins von mehreren Disulfidbriicken, kamraéle Proteine in l6slicher Form
exprimiert werden. Die z.T. vorhandenen Redoxalien bzw. Chaperon-Eigenschaften der
heterologen Proteine verhindern vermutlich die &g voninclusion bodiesNach mehreren
Schritten der Affinitatsreinigung, lonenaustausemd Grof3enausschlusschromatographie

lagen die Proteine als ca. 95 % homogene Fraktivoe(s. Abb. 12).
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Abbildung 12: Ergebnis der chromatographischen Aufeinigung von PDIs.Die jeweiligen Proteine wurden
mittels Ni-NTA- bzw. GSH-Agarose-, MonoQ- sowie BGehausschlusschromatographie gereinigt. Die SDS-
PA-Gele zeigen die aufkonzentrierten Fraktionenaleeelnen Peaks nach Gelfiltration (s. Abb. 79hamg).

Die theoretischen GréRRen der verschiedenen ProseideTabelle 7 (Anhang) zu entnehmen. Gereinigteg29
zeigt stets eine putative Dimer-Bande (*). Verwenaarden jeweils 12 %ige bzw. 15 %ige SDS-PA-Gelten
reduzierenden Bedingungen. M = GréRenmarker in kDa.

Alle Proteine (aul3er ERp29 und RDI-aW35A) wurden in einem letzten
Reinigungsschritt tber eine Gelfiltration gereinigtd zeigten in ihrem Elutionsprofil einen
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scharfen Peak, was auf eine homogene Spezies ketdéu Abb. 79, Anhang). Das
Elutionsprofil von P5 zeigte dagegen nach der Tlmospaltung drei Peaks mit
unterschiedlichen Retentionsvolumina. Diese ertmeheben P5 auch ungespaltenes GST-
P5 Fusionsprotein sowie abgespaltenes GST. Waltien®®'-Doméane sowie das B&'-
Fragment wahrend der Gelfiltration die ihrem Molekgewicht entsprechenden
Elutionsprofile zeigten, eluierte die &B®omane schon unmittelbar nach dem
Ausschlussvolumen (Daten nicht gezeigt). Dies dewaf eine Aggregation oder
Oligomerisierung der isolierten BEomane hin. Ein Grund hierfir liegt vermutlich den
fehlenden intramolekularen, stabilisierenden Koteak

Vor der Durchfiihrung von Protein- bzw. Peptid-Bingastudien (s. Abschnitt 3.6. ff)
sollte eine nahere biochemische und biophysikadisCimarakterisierung der verwendeten
PDIs, insbesonere von ERp46 und P5, erfolgen (schitt 3.3. ff).

3.3. Bestimmung des Oligomerisierungsgrades von ERG

Fur PDI wurden bisher sowohl monomere als auch ©imeSpezies
nachgewiesen [112]. Uber den Oligomerisierungsnastier meisten PDI-Familienmitglieder
herrscht indess weitestgehend Unklarheit (s. Tal®&llAnhang). In diesem Teil der Arbeit
sollte die potentielle Oligomerisierung von ERp4tlggf. weiterer PDIs untersucht werden.

Die Durchfihrung einer analytischen Gelfiltratiomeférte naherungsweise die
theoretischen Oligomerisierungsgrade der jeweilig&is bzw. der einzelnen Domanen (s.
Tabelle 8, Anhang). Danach eluieren dieaP5ERp4&-, und ERp46&'-Domane sowie
ERp18 als Monomer. Auf der anderen Seite zeigenPis mit mehreren Domanen ein
ungewohnliches Elutionsverhalten. Beispielsweisgeedn Paa’, ERp27, ERp46, ERp57,
PDI und PDIp alle tendenziell als Dimere. Darubierabs ist im Elutionsprofil von PDI ein
zusatzlicher Peak zu erkennen, der einem PDI-Tetrantspricht (s. Abb. 79, Anhang). P5
eluiert wahrend der analytischen Gelfiltration &&tramer, was ebenfalls auf die Beteiligung
der C-terminalen Doméne bei dessen Oligomerisiehimgeist.

Die Problematik der Ermittlung des Oligomerisiersgiades von PDIs mittels
analytischer Gelfiltration ist am Beispiel von ERp4ufgezeigt. Aus Tabelle 1 wird
ersichtlich, dass die ermittelten Molekulargewicttd. signifikante Abweichungen zum
theoretischen Molekulargewicht aufweisen (max. B6,@bweichung fir ERp46). Wéhrend
die a- unda'-Domanen von ERp46 nahezu als reine Monomere elui@ligomerisierungs-
grad = 1,1), zeigt ERp46 ein ungewodhnliches Elgoofii mit der Tendenz zur
Dimerisierung (Oligomerisierungsgrad = 1,7); (sbAh3 und Tabelle 1).
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Abbildung 13: Analytische Gelfiltration von ERp46 und den isolierten katalytischen Doménen.Die
analytische Gelfiltration von ERp46—), der &’ (----- , @ (---) und a'-Doméane () wurde mit einer
Superdex 20@rep grade HiLoad26/60 Gelfiltrationssaule (GE Healthcare) bei 4ifiGGelfiltrationspuffer A
durchgefiihrt. Es wurden jeweils 2,5 mL Protein miiter Konzentration von ca. 1 mg/mL aufgetragent Mi
Hilfe der Kalibrierungsgeraden (kleine Grafik) kearniber den Verteilungskoeffizienten (K das jeweilige
Molekulargewicht berechnet werden. Danach eluigliera- und a'-Doméane von ERp46 als reine Monomere,
wahrend diea’-Domane ein anomales Laufverhalten zeigt. ERp4@rtlabenfalls weder als reines Monomer,
noch als reines Dimer.

Protein A (mL) K, | MW exc (kDa) MW (kDa) | AMW (kDa) | Fehler (%) | N

ERp46 205 0,46 73,4 45,4 -7,7 -16,9 1,7
ERp4610 231 0,58 30,9 18,5 -3,0 -16,2 17
ERp4@ 247 0,66 17,8 15,9 1,8 11,5 1)1
ERp4&' 247 0,66 17,8 15,6 2,3 14,6 1)1

Tabelle 1: Bestimmung des Oligomerisierungsgradesom ERp46 und den einzelnen Domanemingegeben
sind die aus den ElutionsvoluminagWind Verteilungskoeffizienten ¢§) von ERp46 bzw. seinen isolierten
katalytischen Doménen experimentell ermittelten ékalargewichte (MW,). Diese wurden mit den
theoretischen Molekulargewichten (MM verglichen und die DifferenAMW) berechnet. Die Abweichungen
zum theoretischen Molekulargewicht (in %) sind dabs angegeben. Aus dem Verhéltnis der experinliente
und theoretisch ermittelten Molekulargewichte wudeée hypothetische Oligomerisierungsgrad (N) bemeth

Der Grund fur das anomale Laufverhalten liegt in nieht-globularen Struktur von
ERp46. Eine Anderung des hydrodynamischen Radius RDIs mit mehreren Domanen
resultiert aus der konformationellen Flexibilité&#rdvolekile [100]. Ahnlich wie im Falle von
PDI kann angenommen werden, dass die drei DomaonenBERp46 raumlich nicht eng
gepackt sind, sondern eher eine lineare Anordnumgtamen konnen. Im Gegensatz aur
und a'-Domane von ERp46, zeigt die N-terminale ERgf4Bomiane ebenfalls ein
abweichendes Laufverhalten (s. Abb. 13). Der Gruoiedfur liegt jedoch vermutlich an den
fehlenden Wechselwirkungen mit derDoméne in ERp46 (vgl. Abschnitt 3.5.3.). Die
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3. ERGEBNISSE

ermittelten Oligomerisierungsgrade stellen demmaghNaherungen dar und sollten mit Hilfe
weiterer Methoden (z.B. MALS, analytische Ultrazéagation) verifiziert werden.

Fur ERp46 ergab der Gleichgewichtslauf der anallygs Ultrazentrifugation ein
Molekulargewicht von 45,8 kDa, was mit dem theaaten Molekulargewicht von 45,5 kDa
gut Uberein stimmt (s. Abb. 14). Dies entsprichnommerem ERp46. In Sedimentationslaufen
wurden keine hoher-oligomeren Spezies oder Aggeetgstgestellt (Daten nicht gezeigt).
Der s-Wert von ERp46 wurde zu 3,0 S ermittelt. B&¥ert flr ein globuléres Protein dieser
GroRRe sollte bei ca. 3,5 S liegen. Ein kleineréWext fir ERp46 bedeutet demnach eine
tendenziell gestreckte Konformation. Dies stimmt mién Ergebnissen der analytischen
Gelfiltration gut Uberein.
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Abbildung 14: Analytische Ultrazentrifugation von ERp46. Gezeigt ist der Gleichgewichtsverlauf bei
12.000 rpm Uber 45 h bei 20 °C. Als Puffer wurddfi@mtionspuffer A ohne Triton X-100 verwendet.idd
Proteinkonzentration wahrend der Messung betrugr@/@nL. Fur ERp46 ergibt sich ein Molekulargewigbn
45,8 KDa, was der monomeren Spezies entspricht. sB&fert wurde zu 3,0 S ermittelt und ist signifikan
niedriger als es fir ein globuléres Protein digSed3e erwartet wird. ERp46 nimmt daher vermutliaiee
tendenziell gestreckte Konformation ein. Desidualsgeben die Abweichung wahrend der Messung an. Die
Messungen wurden von PD Dr. Hauke Lilie (Abt. Tésbhe Biochemie, MLU Halle-Wittenberg) durchgefuhrt

3.4. Bestimmung der Redox- und Chaperon-Aktivitat wn PDIs

3.4.1. Bestimmung der Reduktase-Aktivitat

Die in vitro-Redoxaktivitat von PDI und der meisten anderen-P&rilienmitglieder
ist relativ gut charakterisiert (s. Tabelle 6, Anbgg [63]. Im Folgenden sollte die
Redoxaktivitdt von ERp46 und seiner isolierten kditchen Domanen néher analysiert und
quantitativ mit der weiterer PDIs verglichen werd@®es Weiteren sollte der Einfluss der

vermeintlicherb-Domane von P5 auf dessen Redoxaktivitat untersuetden.
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3. ERGEBNISSE

Die Reduktase-Aktivitat wurde im Folgenden mitteisulin-Reduktionstest ermittelt
(modifiziert nach [61]). Hierbei nutzt man die Hgiation der B-Kette von Insulin nach
Reduktion. Die Oxidase-Aktivitat von PDIs wurde clurden RNase-Rickfaltungstest
ermittelt [62]. In diesem Fall wird die oxidativeeRaturierung von RNaseA Uber deren
katalytische Aktivitdt bestimmt. In der Regel stelldie genannten Reaktionen komplexe
Mehrstufen-Reaktionskinetiken dar. Es wird indirekbwohl die Substratbindungs-
eigenschaft, Inhibierung der Aggregation (Chapdfanktion) sowie die Redoxaktivitat von
PDIs in Kombination beobachtet. Auch spielen umtgedliche Einflisse auf bestimmte
Faltungsintermediate wahrend der Renaturierung efmle. Um die Kkatalytischen
Eigenschaften der verschiedenen PDIs ndherungsweisecinander vergleichen zu kénnen,
wurde die allgemein gebréauchliche Verzdgerungs-®hdag-Phase) der Reaktion
bestimmt [63]. Die Verzbgerung ist hierbei die Zpdnne bis zum Erreichen einer
Absorption von 0,1 AU. Die relative Reaktivitat wier aus der reziproken Verzdgerungs-

Phase, normiert auf die molare Konzentration dévehk Zentren, bestimmt.
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Abbildung 15: In vitro Reduktase-Aktivitat von PDIs. Ermittelt wurde die Reduktase-Aktivitdt von PDlseiib
die Reduktion der Disulfidbriicke in nativem Insulidie Reduktion fuhrt zur Prazipitation der B-Ketteelche
durch Messung der Absorption bei 650 nm bestimmideuDie Zeitspanne bis zum Erreichen der Absonptio
von 0,1 beschreibt die VerzégerungtPhase) der Reaktior(a) PDI (m) katalysiert die Reaktion am
schnellsten, wéhrend die restlichen PDIs eine \ya®#é Reaktion zeigen. Wéahrend ERp4§ @ur eine
geringfiigige Verzoégerung der Insulin-Aggregatiorfvaist, zeigen ERp57 ) und P5 () eine langere
Verzégerungs-Phase. ERp18) (zeigt im angegebenen Zeitraum keine Reduktionvid&t. (b) Auch die
isolierten katalytischen Doméanen von ERp46 weisea Reduktase-Aktivitat auf. Im Gegensatz zum Witdt
Protein @) zeigen die einzelnen katalytischen Doméanen vop4bRjedoch eine stark verzdogerte Reaktion.
Wihrend die ERp46- (0) und ERp4&'-Doméne ) identische Verzégerungs-Phasen aufweisen, bedient
Reaktion im Falle der ERpda@omane ¢) signifikant friiher. Als KontrolleA) wurde Insulin ohne Zusatz von
PDI-Protein verwendet. Fiur die Reaktion wurden jesn@&28 uM fur jedes PDI-Protein eingesetzt.

Wie erwartet besitzen nur PDI, ERp57, ERp46 undRe8uktase-Eigenschaften (s.
Abb. 15); (vgl. Tabelle 6, Anhang). Hierbei ist aldr Zeitskala die Reduktase-Aktivitat von
PDI und ERp46 mit einer Verzégerung von 610 sec.840 sec noch am grofdten. Auf der
anderen Seite zeigen ERp57 und P5 mit 1560 sec Bi®0 sec eine deutlich langere
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3. ERGEBNISSE

Verzogerung der Insulin-Reduktion. Vergleicht mae duf die molare Konzentration an
aktiven Zentren normierte reziproke Verzdgerungasehder verschiedenen PDIs, so zeigt
sich, dass PDI die hdchste relative Reaktivitdivaigst. Die Reaktivitaten von ERp57 und
ERp46 sind nahezu identisch und betragen ca. 4@r9Reaktivitat von PDI. Dagegen ist die
relative Reaktivitat von P5 mit ca. 30 % der PDBR@vitat signifikant niedriger (s. Abb. 16).
Interessanterweise zeigen die isolierten katalygacDomanen von ERp46 ebenfalls
Reduktase-Eigenschaften. Obwohl die Verzdgerungséth der einzelnen katalytischen
Doméanen von ERp46 mit 2200 sec-2680 sec erheldioher ausfallen, sind die normierten
Reaktivitdten nahezu identisch mit dem Wildtyp-Brot(s. Abb. 16). Lediglich die ERpd6
Domane zeigt eine signifikant hohere Reaktivitat diesulin-Reduktion. Die isolierten
katalytischen Domanen von ERp46 sind daher ausedhfir die Reduktion der

Disulfidbriicken in nativem Insulin.
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Abbildung 16: Quantitative Auswertung der ReduktaseEigenschaften von PDIs. (afeigt die quantitative
Auswertung der Verzogerung der Insulin-Reduktiors aéAbb. 15. PDI und ERp46 zeigen die geringste
Verzégerung, wahrend die tbrigen PDIs eine deutglgere Verzégerungs-Phase aufweisen. Die isefiert
katalytischen Doméanen von ERp46 katalysieren diduReéon von Insulin im Vergleich zum Wildtyp-Protei
erst deutlich spater(b) Bestimmt man die reziproke Verzdgerungs-Phase modniet auf die molare
Konzentration an aktiven Zentren, so ergibt sighrélative Reaktivitat des jeweiligen PDI-Proteibge redox-
aktiven Zentren von PDI zeigen demnach die hocRst&ktivitat der Reduktion von Insulin (als 1 festgt).
Die relativen Reaktivitaten der tbrigen PDI-Mitgler sind deutlich geringer. ERp46 und ERp57 zeitgrezu
eine identische Reaktivitat ihrer aktiven ZentrBrie isolierten katalytischen Doméanen von ERp46 erigine
ahnliche Reaktivitat wie das Wildtyp-Protein. DiedRtivitat der ERp4&Domaéane ist jedoch signifikant gréRer.
ERp18 besitzt im beobachteten Zeitraum keine RedekAktivitat und ist daher nicht mit angegebenre Di
Fehlerbalken geben die Standardabweichung ausMessungen an.

3.4.2. Bestimmung der Oxidase-Aktivitat

Wie erwartet besitzen PDI, ERp57, P5 und ERpl18 Fh&igkeit zur oxidativen
Renaturierung von RNaseA (s. Abb. 17); (vgl. Tabd| Anhang); [63]. Erstmals konnte
auch fir ERp46 eine Oxidase-Eigenschaft nachgewieserden. Vergleicht man die
Oxidase-Aktivitat der einzelnen PDIs, so zeigt sitass P5, ERp57 und ERp46 mit 460 sec,
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3. ERGEBNISSE

530 sec bzw. 560 sec intermediare VerzogerungseRhasfweisen. Die ERpl18-katalyiserte

oxidative Renaturierung von RNaseA ist um ca. 1€80zeitverzogert.
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Abbildung 17: In vitro Oxidase-Aktivitdt von PDIs. Ermittelt wurde die Oxidase-Aktivitdt von PDI-
Familienmitgliedern Uber die oxidative Renaturigguaon reduzierter und denaturierter RNaseA. Native
RNaseA wird indirekt Gber die Hydrolyse des SulisgacCMP zu CMP, durch Messung der Absorption bei
296 nm, nachgewieseifa) In Analogie zur Reduktion von Insulin, katalysié?Dl () auch die oxidative
Renaturierung von RNaseA am schnellsten. Die Ubrig®Ise zeigen eine verzégerte Reaktion. Wahrend
ERp46 @) und ERp57 A) ahnliche Verzégerungen der Reaktion zeigen, kst P5 () die oxidative
Renaturierung von RNaseA signifikant schneller @agensatz zur Insulin-Reduktion zeigt ERpiBdeutliche
Oxidase-Aktivitat. Die Verzdogerungs-Phase bis zumeiEhen der Absorption von 0,1 wurde aus den jkgesi
Anstiegen abzuglich der unkatalysierten Reaktiostibent. (b) Die isolierten katalytischen Doménen von
ERp46 (ERp4&° (0), ERp46 (o) und ERp4@' (V)) zeigen eine deutliche Oxidase-Aktivitat. Diesejedoch

im Vergleich zum Wildtyp-Protein signifikant verzég. (c) Im Vergleich zum Wildtyp-Protein zeigt die C-
terminale Deletionsmutante 88 () eine identische Oxidase-Aktivitat. Die isolieR&'-Domane {) besitzt
ebenfalls Oxidase-Aktivitat. Die katalytischen Doreé von P5 und ERp46 sind demnach ausreichenddur d
oxidative Renaturierung von RNaseA. Als Kontroll§ (vurde reduzierte denaturierte RNaseA ohne Zusatz
PDI-Protein verwendet. Fir die Reaktion wurden jesv2 uM PDI bzw. 5 uM des jeweiligen PDI-Proteins
eingesetzt. Iifc) wurden jeweils 2,5 uM P5 und &%zw. P&a’' verwendet.

Die Berechnung der auf die aktiven Zentren norrarefReaktivitdten der einzelnen
PDIs zeigt, dass PDI wiederum die hochste relaReaktivitat aufweist (s. Abb. 18). Im
Vergleich dazu besitzen P5, ERp57 und ERp18 nultalo, 19 % bzw. 18 % der PDI-
Reaktivitat. Die relative Reaktivitéat von ERp46 dstgegen mit ca. 12 % der PDI-Reaktivitat
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signifikant niedriger. Obwohl die isolierten kataéghen Domanen von ERp46 eine langere
Verzdgerung der Reaktion zeigen, ist ihre relalReaktivitat im Vergleich zum Wildtyp-
Protein um den Faktor 2,3 erhoht. Ein Grund hieki@mnte in der niedrigeren Affinitat und
der damit verbundenen héheren Umsatzraten{ove)) fur die Bindung und Freisetzung des
Substrates liegen. In Analogie dazu besitzen digerte P&'-Domane sowie die C-terminale
Deletionsvariante R@' im Vergleich zum Wildtyp-Protein eine nahezu idgsctie relative
Reaktivitat bei der oxidativen Renaturierung vonalR8A (s. Abb. 17 und Abb. 18). Daraus
kann geschlussfolgert werden, dass die putdtizmmaéane von P5 nicht fur die katalytische
Aktivitdt des Proteins benotigt wird. Die isolieméatalytischen Domanen von P5, ERp46
und ERp18 sind demnach ausreichend, sowohl furSdilestratbindung als auch fur die

Oxidation von Disulfidbrticken.
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Abbildung 18: Quantitative Auswertung der Oxidase-Egenschaften von PDls.In (a) ist die quantitative
Auswertung der Verzégerung der oxidativen Renatunig von RNaseA aus Abb. 17 dargestellt. PDI besitz
wiederum die niedrigste Verzdgerungs-Phase, wahitmidden Ubrigen PDI-Mitgliedern, insbesondere bei
ERp18, die Reaktion deutlich verlangsamt {b). Der Vergleich der auf die molare Konzentrationmiarten
Verzogerungs-Phase zeigt, dass die Reaktivitaeieelnen PDI-Familienmitglieder im Vergleich zu IRDnit

1 festgelegt) stark erniedrigt ist. Wahrend ERpBRp18 und P5 ahnliche relative Reaktivitaten italeiven
Zentren aufweisen, zeigt ERp46 eine signifikantdrigere Oxidase-Aktivitat. Interessanterweise sitid
relativen Reaktivitaten der isolierten katalytissHegomanen von ERp46 um den Faktor 2,3 im Vergleigim
Wildtyp-Protein erhéht. Ein Grund hierfir kdnnte der niedrigeren Affinitat und der damit verbundene
héheren Umsatzrate fir die Bindung und FreisetzleggSubstrates liegen. DiesdP®oméane sowie das B&'-
Fragment besitzen die selbe Reaktivitdt wie dasdifitProtein. Die C-terminale putative l2Bomaéane ist
demnach nicht essentiell fur die oxidative Renaturig von RNaseA. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung aus zwei Messungen an.

Die Verwendung eines redox-inaktiven PDI-ProteiER29) zeigte einen nahezu
identischen Reaktionsverlauf wie die Kontroll-Reaktohne PDIs (Daten nicht gezeigt).

3.4.3. Bestimmung der Chaperon-Aktivitat
Ein klassisches Experiment zur Bestimmung der QiospEigenschaft von PDI-
Familienmitgliedern in vitro stellt die Inhibierung der thermalen Aggregationnvo

Modellproteinen ohne Disulfidbriicken dar. In diegebeit wurde die Chaperon-Aktivitat
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von PDIs Uber die Inhibierung der Aggregation voitzddenaturierter Citratsynthase
bestimmt [215]. Insbesondere sollte der Beitragkdealytischen Domanen fur die Chaperon-
Aktivitat von ERp46 néher untersucht und mit waiteiPDIs verglichen werden. Dariber
hinaus sollte der Beitrag der 2®omane auf die Chaperon-Eigenschaft analysierterer

In Ubereinstimmung mit friiheren Studien konnte ggtagerden, dass PDI und P5 die
thermische Aggregation von Citratsynthase inhilmegise Abb. 19); (vgl.Tabelle 6, Anhang);
[124, 230]. Hierbei inhibiert PDI die Aggregationorv Citratsynthase am stéarksten.
Interessanterweise ist der Effekt des&53-ragmentes nahezu identisch. Einen intermediaren
Effekt auf die Unterdriickung der Protein-Aggregatlzesitzen dariber hinaus auch ERp46,
ERp18, und P5. Dagegen bewirkt ERp57 keine Inhilpigrder Aggregation von hitze-
denaturierter Citratsynthase. Die Inhibierung vorot&n-Aggregationen ist jedoch kein
alleiniges Merkmal von Chaperonen, da auch andes&eiRe (z.B. BSA) die Aggregation

von Citratsynthase in geringem Umfang unterdridéi@men [231].
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Abbildung 19: In vitro Chaperon-Eigenschaften von PDIsDie Eigenschaften als Chaperon wurden anhand
der Inhibierung der Aggregation von thermisch denetter Citratsynthase analysiert. P&l und P&a' ()
zeigen dabei den grof3ten Effekt. ERp4%, ERp18 () und P5 () verringern die Aggregation in geringerem
MalRe. ERp57 4) zeigt dagegen keinen Chaperon-Effekt. Verwendeten 0,15 uM PDI bzw. 0,25 pM PDI-
Protein. Als Kontrolle 4) diente Citratsynthase ohne Zugabe von PDI-Prof@i@ Proteinaggregation erfolgte
bei 43 °C und wurde Uber die Messung der Lichtsingubei 500 nm bestimmt.

Fur das PDI-Homploge PDIp konnte kurzlich ein pktter Effekt auf die
Sensitivitat vonE. coliZellen gegenlber Hitzebehandlung nachgewiesenenefts6]. In
der vorliegenden Arbeit sollte nunmehr dewvivo-Chaperon-Effekt von ERp46 wahrend des
Hitzeschocks voik. coli untersucht werden. PDIp wurde hierbei als Positikolle, ERp57
als Negativkontrolle verwendet. Wie in Abb. 20 elnglich ist, zeigen ERp46-exprimierende

Zellen eine signifikant verringerte Sensitivitatggauber Hitzebehandlung im Vergleich zu

84



3. ERGEBNISSE

nicht transfizierten Zellen (Kontrolle). Dieser ekt ist allerdings im Vergleich zu PDIp-
exprimierenden Zellen weniger stark ausgepragt.46Rmthalt im Gegensatz zu PDIp keine
b/b'-Domane, so dass eine mogliche Ursache in dengmch geringeren Chaperon-Aktivitat
von ERp46 gegeniiber PDIp zu sehen ist. In Ubeiginaing mit den Ergebnissen des
Citratsynthase-Aggregationstests zeigt ERp57 amclvivo kaum einen Effekt auf die
Sensitivitat von E. coli gegenuber Hitzebehandlung. Dies verdeutlicht efdisnfdie
Bedeutung der hydrophoben Substratbindungstasamerhialb derb/b’-Doméane fir die
Chaperon-Aktivitat von PDIs.

Kontrolle
(pET 23)
. ,

ohne
Hitzebehandlung

50 °C; 20 min

50 °C; 60 min

* %k %k * %k *

Abbildung 20: E. coli-Hitzeschock Analyse.Ebenso wie PDIp, besitzt auch ERp#6 vivo Chaperon-
Eigenschaften. Diese PDI-Familienmitglieder vereimg die Sensitivitdt vonE. coliZellen gegeniber
Hitzebehandlung. Der Effekt ist fir PDIp im Verglkizu ERp46 am starksten ausgepragt. Die Expression
ERp57 fuhrt hingegen nur zu einem auBerst gerigptmutz der Zellen gegeniber thermischer Einwirkuvas
auf eine geringere Chaperon-Aktivitat hindeutet.s AKontrolle wurden mit dem leeren pET23-Vektor
transfizierte Zellen verwendet. Ausplattiert wurdgweils Aliquots von verschiedenen Verdinnungen de
gleichen OB%"™von behandelten bzw. nicht behandelten Zellen.Adieahl der gewachsenen Kolonien wurde
anschlieBend qualitativ ausgewertet. *** = hohen 8z, ** = geringer Schutz, * = kaum Schutz vorrihéscher
Einwirkung. Die Expressionsgrade der untersuchtets Waren ahnlich (Daten nicht gezeigt).

3.5. Strukturelle Charakterisierung von ERp46 und B

Bisher exisitieren nur wenige strukturelle Datem Rp46 und P5 (s. Tabelle 6,
Anhang). Beide Proteine besitzen einen sehr arerichAufbau hinsichtlich der
Zusammensetzung ihrer Trx-homologen Domanen. WdhR& aus zwea-Doméanen und
einer putativerb-Domane aufgebaut ist, setzt sich ERp46 aus ditaiyitsschen Domanen
zusammen (s. Abb. 5). Im Gegensatz zu P5 sindrdieadDomanen von ERp46 vermutlich

Uber ca. 20 Aminosaurereste latigier-Regionen miteinander verbunden [63].
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3.5.1. Spektroskopische Analyse der Sekundéar- undeftiarstruktur

Neben der katalytischen Aktivitdt dient auch diesBamung der Sekundar- und
Tertiarstruktur zum Nachweis des nativen Zustamiless Proteins. Die Sekundarstruktur der
verschiedenen PDIs wurde mittels Fern-UV-CD-Messungestimmt. Alle Proteine zeigen
das klassische CD-Spektrum der Thioredoxin-Faltomga-helicalen Elementen sowig
Faltblattern. Diea-Helices dominieren i.R. das CD-Spektrum des gesanfroteins. Sie
zeigen ein Maximum bei ca. 195 nm und Minima be8 20id 222 nm. Wahrend die CD-
Spektren der meisten PDI-Familienmitglieder sehiliédh sind, zeigen P5 und ERp46 eine

leicht abweichende Zusammensetzung ihrer Sekumdiinstelemente (s. Abb. 21).

] ——PDI
100004 ;"\ - - —ERp46

[6],,,, (dEQ * M2 * dmol™)
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Abbildung 21: Fern-UV-CD-Spektren von ERp46 und P5Die Analyse der Fern-UV-CD-Spektren von PDIs
liefert Aussagen zur Zusammensetzung ihrer Sekstrdéturelemente. Die meisten der untersuchten|Migr

der PDI-Familie zeigen zeigen ahnliche CD-Spektesmtsprechend den Sekundarstrukturelementen der Trx
Faltung. Im Vergleich zu PDI-{—) zeigen die CD-Spektren von ERp46 (-----) und P5-)( signifikante
Unterschiede. ERp46 zeigt eine Verschiebung sdifiesnums hin zu gréReren Wellenlangen. P5 zeigt ein
starker ausgepragtes Maximum bei 195 nm. Das Chi&pe des P&a'-Fragmentes () ahnelt dem des
Wildtyp-Proteins. Fur die Messungen wurden Kivetten0,1 cm Schichtdicke und Proteinkonzentrationen
0,15-0,30 mg/mL verwendet. Gemessen wurde in Stdpdéer A bei 20 °C. Fur alle Spektren wurden 15
Akkumulationen aufgenommen und gegen den Puffeidiert.

Das Maximum von P5 bei 195 nm und das Minimum b@8 2m sind starker
ausgepragt. Dies deutet neben einer hohen Betajigon a-helicalen Elementen auch auf
einen signifikanten Beitrag vorFaltblattern in der Struktur hin. Die CD-Spektreon P5
und des P&a'-Fragmentes unterscheidet sich kaum voneinandes BMaximum und
Minimum sind bei P&a' weniger stark ausgepragt. Man kann davon ausgelass, die C-
terminale Domane von P5 ebenfalls eine Trx-ahnlieakung aufweist, wobei der Anteil an
B-Faltblattern hier trotzdem hoher zu sein scheduf. der anderen Seite besitzt ERp46 eine

geringe Verschiebung seines Maximums zu 198 nm Bias Minimum liegt deutlich
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verschoben bei 220 nm. ERp46 weist demnach verhuginen hdheren Anteil ao-
helicalen Sekundarstrukturelementen auf. Das geriagsgepragte Minimum bei 208 nm ist
ein Indiz fur das Vorhandensein von ungeordné&iep-Regionen in der ERp46-Struktur. Das
CD-Spektrum von ERp46 ahnelt dartiber hinaus stank don Thioredoxin (nicht gezeigt).

Die Analyse der Fluoreszenzemissionsspektren vors Bibt Aufschluss Uber ihre
Tertiarstruktur (s. Abb. 80, Anhang). Uber die gemaage der einzelnen Trp-Reste innerhalb
der dreidimensionalen Struktur des jeweiligen Rnstekann jedoch kaum eine Aussage
getroffen werden, da die meisten PDIs mehrere TagidR enthalten, die alle zur
Fluoreszenzemission beitragen. Zur genaueren Amalgs Tertiarstruktur von ERp46 und P5

waren deshalb weitere biochemische und biophysitiadi Methoden erforderlich.

3.5.2. Strukturelle Untersuchungen mittels Denaturungsmittel-abhangiger Ubergange
Im Hinblick auf folgende Kristallisationsversuchelleen ERp46 und P5 in ihrer
Stabilitat naher charakterisiert werden. ERp46 &ntl8 Trp, welche eine intrinsische
Fluoreszenz mit einem durchschnittlichen Emissiamsmum bei 333 nm zeigen (s. Abb.
22). Das Emissionsmaximum wird wahrend der Gdm@imerten Denaturierung zu
hoéheren Wellenlangen hin verschoben und liegt béstandiger denaturiertem ERp46 bei
358 nm. Gleichzeitig erhoht sich die Fluoreszemisitéat in denaturiertem ERp46, was mit

einem verringertequenchEffekt erklart werden kann.
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Abbildung 22: Fluoreszenzemissionsspektren von nagm und denaturiertem ERp46 und P5Gezeigt sind
die Fluoreszenzemissionsspektren von nativem) und in 6 M GdmCI denaturiertem (-----) ERp46 (sid

P5 (b). Die intrinsische Trp-Fluoreszenz von ERp#@erliegt im nativen Zustand eineguenchEffekt.
Wahrend der Denaturierung kommt es zu einer Zunakenéluoreszenzintensitat. Bei P5 kann der umgékeh
Fall beobachtet werden. Das Emissionsmaximum vdivera ERp46 liegt bei ca. 333 nm, das Emissions-
maximum von P5 bei ca. 331 nm. Die vollstandig deme@rten Proteine besitzen ein Emissionsmaximuntée
358 nm. Verwendet wurden jeweils 5 uM P5 bzw. ERp@6émessen wurde in Standardpuffer A bei einer
Anregungswellenlange von 280 nm und bei 20 °C.
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P5 enthalt 10 Trp-Reste, die eine Fluoreszenz nmene durchschnittlichen
Emissionsmaximum bei 331 nm zeigen (Abb. 22). Wadhreler GdmCl-induzierten
Denaturierung kommt es zu einer Verschiebung desdtomsmaximums hin zu gréRReren
Wellenlangen. Vollstédndig denaturiertes P5 zeigt Emissionsmaximum bei 358 nm. Im
Gegensatz zu ERp46 zeigt P5 im nativen ZustancekeansgepragtegquenchEffekt und die
Fluoreszenzintensitat ist in denaturiertem P5 agert.

Um einen genaueren Einblick in die strukturelle @tmgng der Trp-Reste innerhalb
einer einzelnen katalytischen Doméne von ERp46riamngen, wurden Fluoreszenzspektren
der C-terminalen ERp46-Doméne aufgenommen. Jede der drei katalytischendben von
ERp46 enthalt zwei konservierte Trp (s. Abb. 81h&mg). Einer dieser Trp befindet sich in
unmittelbarer Nachbarschaft zum CGHC-Motiv, wahreled andere Trp-Rest innerhalb der
Primarsequenz weiter entfernt liegt. Allgemein wamdgenommen, dass die Fluoreszenz des
Trp-Restes im aktiven Zentrum durch die Disulfidik& einemquenchingEffekt unterliegt
[66, 232]. Das Fluoreszenzspektrum von nativem BRp4eigt zwei eigenstandige

Emissionsmaxima bei 316 nm bzw. 325 nm (s. Abb. 23)
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Abbildung 23: Fluoreszenzemissionsspektren von natr und denaturierter ERp46a’-Doméne. (a)Die
ERp4&'-Doméne zeigt im nativen Zustand-) im Fluoreszenzemissionsspektrum zwei Emissiongmeabei
316 bzw. 325 nm. Die Denaturierung in 6 M GdmCi-§-fiihrt zur Zunahme der Fluoreszenzintensitat an
einem Emissionsmaximum bei ca. 358 ifh). Die beiden Emissionsmaxima werden vermutlich duliehzwei
Trp-Reste innerhalb der ERp#@Domane hervorgerufen. Einer der Trp-Reste liegt unmittelbarer
Nachbarschaft zum CGHC-Motiv, wahrend der andeq@Rest im hydrophoben Inneren verborgen ist. Die
Inkubation mit geringer GdmCI-Konzentration im Biele von 0,0-1,5 M fuhrt zu einer Dislokation des
putativen quencher und damit zu einer Zunahme der intrinsischen [Espenzintensitat. Die
Fluoreszenzintensitat des Emissionsmaximums beind2%grauer Pfeil) erhoht sich bei Denaturieruriyhstr

als das Emissionsmaximum bei 316 nm (schwarzel) Pégrwendet wurden 5 pM ERp46. Gemessen wurde in
Standardpuffer A bei einer Anregungswellenlédnge 288 bzw. 295 nm und bei 20 °C. [GdmCI] = 0 M),
0,2M(),0,8M (=--)und 1,5 M (-----).

Die ausgepragte Blauverschiebung des Emissionsnaxsndeutet darauf hin, dass

die beiden Trp-Reste vollkommen bzw. partiell vordsiingsmittel ausgeschlossen sind.
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Ahnliche Beobachtungen wurden im Fluoreszenzspektder PDh-Doméne gemacht,
welche ebenfalls zwei Trp enthalt (Daten nicht ggze In Analogie zu PDI kann
angenommen werden, dass auch der Trp-Rest des WaQ@GiHCs in ERp4&' ein
Emissionsmaximum bei ca. 325-330 nm zeigt (vgl.3]R3Das Emissionsmaximum bei
316 nm ist daher vermutlich auf den Trp-Rest imrbptioben Inneren der ERpeEDoméne
zuruckzufahren (vgl. Abb. 30). Die intrinsische TFjuoreszenz unterliegt im nativen
Zustand der ERp46-Domane einem noch starkergnenchEffekt, als im Vergleich zum
Wildtyp-Protein. Die GdmCl-induzierte Denaturierunijihrt zu einer Zunahme der
Fluoreszenzintensitat. Ungewohnlich ist, dass dieffekt schon bei relativ geringer GdmCI-
Konzentration im Bereich von 0,0-1,5 M GdmCI auftrDie Fluoreszenzintensitat erhoht
sich in diesem Bereich um den Faktor von ca. zalaie eine Verschiebung der Wellenlange
des Fluoreszenzmaximums (s. Abb. 23). Es kann gesfblgert werden, dass es bei
niedrigen GdmCl-Konzentrationen zu einer lokalemidtirellen Anderung in der Nahe der
beiden Trp innerhalb dea'-Domane kommt. Dies fuhrt vermutlich zu einer rachgn
Dislokation des putativegquencher Die Disulfidbriicke kann alguencherausgeschlossen
werden, da es zu keiner Anderung der Fluoreszemmsitéit nach Inkubation mit 1 mM DTT
kommt (Daten nicht gezeigt).

Schon wéhrend der Proteinexpression und -reinigengge sich, dass P5 bei héheren
Konzentrationen, schwankenden Temperaturen sowiersedrigen und hohen lonenstarken
des Puffers zur Aggregation neigt. Dagegen war BRp#ativ unempfindlich gegentber den
genannten Bedingungen. Die intrinsisch geringerabitit von P5 gegenuber ERp46
spiegelt sich auch in den GdmCl-induzierten Dematungstubergdngen wider (s. Abb. 24).
P5 zeigt eine geringere Kooperativitat wahrend Eletfaltung als sein Homologes ERp46.
Auch der Ubergangsmittelpunkt (([Gdm@J] liegt im Falle von P5 bei einer geringfiigig
niedrigeren GdmCI-Konzentration. Die tendenzieltiggere Stabilitat von P5 im Vergleich
zu ERp46 zeigt sich auch in dessen héherer fremhapiednderung der Denaturierung unter
nativen BedingungenAG(H20)). Die m-Werte beider Proteine sind &ahnlich, was
vergleichbare Oberflachenanderungen wahrend der atDeerung hindeutet. Diese
Ahnlichkeiten wahrend der Denaturierung sind nigbérraschend, da bekanntermaRen beide
Proteine aus drei Trx-ahnlichen Doméanen bestehea. deringen Unterschiede kodnnen
beispielsweise mit einer unterschiedlichen intrawie intermolekularen Assoziation der
einzelnen Domanen erklart werden. Der Ubergangsimithkt der Denaturierung bei 1,5 M
bzw. 1,8 M GdmCI entspricht etwa dem einer einzelifiex-Doméane von PDI (s. Abb. 24);
(vgl. [160, 234]).
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Abbildung 24: Denaturierungsiibergdnge von P5 und EPR46. Die GdmCl-induzierte Denaturierung von
P5(a) und ERp4§b) erfolgt kooperativ nach einem ZweizustandsmodBdide Proteine zeigen einen einzigen
Ubergangsmittelpunkt bei ~1,5 bzw. 1,8 M GdmCl. die entspricht der Entfaltung einer einzigen Trx-
ahnlichen Doméne von PDI. P5 zeigt eine geringemopérativitdt der Entfaltung sowie eine geringere
thermodynamische Stabilitat als ERp46. Oir der Messwerte erfolgte sigmoidal unter Annahmee®in
Zweizustandsmodells. Die GdmCl-induzierten Denaturigen beider Proteine waren vollkommen reversibel
(Daten nicht gezeigt). Die Denaturierungsiibergangeden mittels Fluoreszenzspektroskopie bei einer
Anregungswellenldnge von 280 nm und bei 20 °C ¢efhit Die thermodynamischen Parameter der
Denaturierungsibergénge ([Gdmgllm undAG(H,0)) sind im jeweiligen Graphen als Einschub angegeb

Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die Amkelhien Domanen von P5 und
ERp46 simultan bzw. unabhangig voneiander entfalted keinen intramolekularen,
stabilisierenden Effekt aufweisen. Dagegen konatePDI auch eine stufenweise Entfaltung
seiner einzelnen Doméanen beobachtet werden [23].AG(H.O)-Werte beider Proteine
sind allerdings niedriger als die der isoliertenl&Domane [160]. Die isolierten ERpd6
Doméne zeigt dagegen eine vergleichbare Denatagskurve wie das Wildtyp-Protein mit

einer lokalen Entfaltung bei niedrigen GdmCI-Konzationen (Daten nicht gezeigt).

3.5.3. Struktureller Vergleich von P5 und ERp46 mitels limitierter Proteolyse

Strukturelle Eigenschaften eines Protein lasseh sigsch durch dessen partielle
Proteolyse, z.B. mit Trypsin, gewinnen. Dabei werdkirch die Protease hauptsachlich
unstrukturierte Regionen innerhalb des Proteinsst@gebaut. Die Trx-&hnlichen Doménen
von PDIs sind gegeniber proteolytischem Abbau kbeze Zeit relativ stabil (vgl. [100]).
Um die mittels analytischer Gelfiltration identifzte intramolekulare Flexibilitat von ERp46
und P5 naher zu charakterisieren, sollten unstrigkta Bereiche in den Proteinen durch
limitierte Proteolyse identifiziert werden.

Wie in Abb. 25 gezeigt, wird P5 schon nach kurzeit Zlurch Trypsin in drei

markante Fragmente abgebaut. Wie mittels spezdrsciKDEL Antikorper durch Western-

90



3. ERGEBNISSE

Blot nachgewiesen werden konnte, handelt es siclidre entstandenen Fragmenten neben
dem intakten Protein um die N-terminalddoméane sowie dagb-Fragment von P5. Daraus
kann abgeleitet werden, dass di®omane mit dem Rest des Proteins vermutlich Ulveme
flexiblen linker verknipft ist und dass dasb-Fragment eine kompaktere (proteolytisch
stabile) Einheit bildet. Dies stimmt zudem mit deatsache Uberein, dass sich diebP5

Domaéne nicht isoliert exprimieren lasst.
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Abbildung 25: Limitierte Proteolyse von P5.Gezeigt ist der Verdau von P5 durch Tryp&h Bereits nach
kurzer Zeit wird das gesamte Protein (Dreifachpfail einem stabilen ca. 35 kDa grolien Fragment
(Doppelpfeil) abgebaut. Zusatzlich entsteht ein D&.kDa groles Fragment (schwarzer Einfachpfeigr D
Nachweis des C-terminalen Proteinbereiches mitiehkdDEL Antikdrper (b) lasst vermuten, dass P5 durch
Trypsin in seinea-Doméane und daa'b-Fragment gespalten wird. Ein weiteres Fragmentemiér Gro3e von
ca. 23 kDa (grauer Einfachpfeil) stellt vermutlidie b-Doméane mit einem Teil der'-Doméane dar (rechts). Das
N-terminaleaa’-Fragment von P5 wird durch die Antikdrper wie em@anicht erkannt. Der tryptische Verdau
von P5 erfolgte durch Inkubation auf Eis mit eingarhaltnis Trypsin:P5 von 1:100 (w/w). 12 %iges SBA.
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Abbildung 26: Limitierte Proteolyse von ERp46.(a) Gezeigt ist der Verdau von ERp46 (Dreifachpfeilyah
Trypsin. ERp46 ist gegenlber tryptischen Verdauemtieh stabiler als P5. Nach 20 min sind immermoc
signifikante Mengen von nicht-abgebautem Proteke®nbar. Erst nach langerer Inkubation mit Trypsird
ERp46 vollstandig zu einem ca. 32 kDa grofRen Fragr{ioppelpfeil) abgebaut. Dieses ist jedoch wenige
stabil als das RBb-Fragment. Die einzelna'-Doméane bei ca. 12 kDa (schwarzer Einfachpfeil) kiatim
nachweisbar. Dariiber hinaus ist ein Fragment mérebrof3e von ca. 18 kDa (grauer Einfachpfeil) ikeenen.
Der tryptische Verdau von ERp46 erfolgte durch létion auf Eis mit einem Verhaltnis Trypsin:ERp4ghv
1:10 (w/w). Die Inkubation mit einem Verhaltnis psin:ERp46 von 1:100 (w/w) zeigte auch nach eirditjar
Inkubation auf Eis nahezu keinen Proteinabbau. Bdgebnisse der limitierten Proteolyse sind schesohtin
(b) zusammengefasst. Der Pfeil symbolisiert die péifieelle Trypsin-Schnittstelle.
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Demgegeniber zeigt sich ERp46, trotz nahezu iddrdm Domanen-Aufbau,
gegenuber proteolytischem Abbau relativ stabilAlsb. 26). Die langeren putativdimker-
Regionen, welche die einzelnen katalytischen Doméwerbinden, scheinen gegenuber
tryptischen Verdau bemerkenswert stabil. Erst n#épmgerer Inkubation mit hdheren
Konzentrationen an Trypsin wird ERp46 zu einata-Fragment abgebaut. Dieses ist jedoch
im Vergleich zum P&Db-Fragment proteolytisch weniger stabil. Dartberahs wird die
abgespaltena’-Doméane von ERp46 rasch abgebaut (s. Abb. 26; Aigh. 27, Abschnitt
3.5.4.1.). Allelinker-Regionen in P5 und ERp46 enthalten potentiellg3irySchnittstellen.

In der linker-Region, welche diea- und a'-Domane in ERp46 verbindet, sind mehrere
potentielle Trypsin-Schnittstellen angereicherheEpraferentielle tryptische Proteolyse dieser
Bereiche wéare demnach denkbar.

Die durch spektroskopische Charakterisierungen,itbamg der thermodynamischen
Proteinstabilitdt sowie durch limitierte Proteolyse Kombination gewonnenen Ergebnisse
zeigen signifikante strukturelle Unterschiede zWwet ERp46 und P5, trotz der
vorhergesagten Ahnlichkeiten in ihrem Domanen-AufbaDie hier ermittelten
Proteineigenschaften wurden dariber hinaus bei ddanung von folgenden
Kristallisationsversuchen von P5 und ERp46 mit erdgen (s. Abschnitt 3.5.4.).

3.5.4. Proteinkristallisation

3.5.4.1. Kristallisations-screening von P5 und ERp4

Wahrend des Kiristallisatiorsereeningvon P5 kam es im Durchschnitt bei ca. 50 %
der Kristallisationsbedingungen innerhalb der ersteage zur Prazipitatbildung bzw. zum
Auftreten so genannter Spharuliten. Dabei handelt sich um amorphe "Quasi-
Proteinkristalle” ohne geordnete molekulare Struklemgegeniber zeigte ERp46 wahrend
der Kristallisationsversuche mit durchschnittlich. 80 % Aggregation bei den einzelnen
Bedingungen eine geringere Tendenz zur Prazipidathg. Das Kristallisationsereening
von ERp46 lieferte nach etwa 30 Tagen einen einzigeteinkristall (s. Abb. 27). Dieser
konnte auf sein Streuungsvermégen hin getestet emerirste Messungen mittels Haus-
eigenem Rontgengenerator ergaben eine AuflosungaoB,1 A. Der ERp46-Kristall wurde
bis zur weiteren Vermessung in flissigem Sticksgetagert.

Eine Analyse der fur die Kristallisation von ERpd&wendeten Originalprobe mittels
SDS-PAGE zeigte neben der ERp46-Bande zwei marlk@&ibaubanden (s. Abb. 27). Eine
Analyse der Probe mittels Western-Blot, mit gegem €-Terminus gerichtetesrKDEL-
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sowie gegen den N-Terminus gerichtetefHis)s-Antikbrpern, deutet auf eine proteolytische
Spaltung des Proteins hin (Daten nicht gezeigtpddavurde ERp46 in die C-terminae-
Domane und dasa’a-Fragment gespalten. Die fir die Kristallisation rwendete
Originalprobe wurde anschlieRend tber zwei Wocla®5C gelagert. Eine Degradation des

Proteins aufgrund von Kontamination mit Proteaséxdaher wahrscheinlich.
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Abbildung 27: Kristallisation von ERp46. (a) Das Kristallisationscreeningvon ERp46 im 9évell Mal3stab
lieferte erste Kristalle nach ca. einem Monat. Gig3e und Qualitdt des Kristalls war ausreichernddié
Aufnahme von Beugungsdaten. Die Kristalle von ERpd@inten ebenfalls im 2dell Mal3stab unter
identischen Bedingungen mit der selben Proteinéhamgproduziert werden (Daten nicht gezeigt). Die
stabchenférmigen Kristalle zeigten jedoch starkewéehsungen und waren flr eine Vermessung ungeeigne
Die Inkubation der Kristallisationsansatze erfolgtellen Fallen bei 14 °C nach desitting-drop (96-well) bzw.
hanging-drop (24well) Verfahren. Kristallisationsbedingungen: 20 mg/BRp46; 0,1 M HEPES (pH 7,5);
20 % (w/v) PEG 10.000 (Hampton Resear¢gzeigt sind jeweils die automatisch aufgenommeBiketer der
Kristallisationstropfen sowie ihre UV-Absorption ib220 nm. Proteinkristalle zeigen dabei helle Us®is
Unterhalb der Bilder ist jeweils die Anzahl der €agach Ansetzten der Kristallisation eingefig). Die bei

4 °C Uber zwei Wochen gelagerte Ruckstellprobe ElRRp46-Kristallisationscreeningzeigt neben geringen
Mengen intaktem ERp46 (Dreifachpfeil) auch eine &ltiande bei ca. 30 kDa (Doppelpfeil) und ca. 15 kDa
(Einfachpfeil) Die Western-Blot-Analyse mit-KDEL sowie a-(His)s-Antikdrpern deutet darauf hin, dass das
Protein wahrend der Kristallisation in da%-Fragment sowie di@'-Domane gespalten wurde (Daten nicht
gezeigt). Die Degradation riihrt wahrscheinlich vidantaminationen mit Proteasen her. Beide Fragmente
blieben jedoch bei 4 °C Uber mehrere Wochen hinilste2 %iges SDS-PA-Gel.

Die primare Kiristallisationsbedingung lie3 sich indem identischen
Kristallisationspuffer und in leicht modifizierteRuffersystemen in 24ell Platten mit
hangendem Tropfen bei gleicher Temperatur und lgdeicProteinkonzentration sowie
Proteinreinigungscharge wiederholen (Daten niclgeqg). Die Kristalle wuchsen bereits
nach ca. 10 Tagen, zeigten jedoch eine sehr st&k@achsung. Eine weitere Optimierung

der Kristallisationsbedingungen gelang nicht.
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3.5.4.2. Datensammlung und Strukturlésung des Crenalen ERp46-Fragmentes

Folgende Aufnahmen des Proteinkristalls lieferteime® Datensatz mit einer
verbesserten Aufldsung von 2,65 A unter Synchratiahlung (BESSYpeamelinel4.1;
Berlin). Die Datenaufnahme und Auswertung erfoldtech Dr. Christoph Parthier (Abt.
Physikalische Biotechnologie, MLU Halle-Wittenberg)

Datenprozessierung ERp46a’
Strahlenquelle BESSY BL14.1
Wellenlange (A) 0,91840
Auflosungsbereich (A) 55-2,65 (2,79 — 2,65
Raumgruppe P321
a:b;c(h) 63,6 ; 63,6; 68,7
o; By (°) 90; 90; 120
Rimerge(%0)" 7,7 (41,4)
Vollstandigkeit (%) 98,9 (99,0)
Multiplizitat 3,7 (3,7)
<l/o(1)> 12,0 (3,5)
Wilson B-Faktor (A2) 61,2
Strukturverfeinerung
Anzahl Reflexe\orking set test selt 4602 / 239
Rwork (%)B 22,9
Riree (%0)° 25,9
Anzahl Atome

Protein 772

Wasser 23
Mittlere B-Faktoren (A2?)

Protein 55,3

Wasser 49,1
Abweichung von Idealwerten (RMSD)

Bindungslangen (A) 0,018

Bindungswinkel (°) 1,79
Ramachandran-Analyse

in bevorzugten Bereichen (%) 91 (95,8)

in noch erlaubten Bereichen (%) 4 (4,2)

in nicht-erlaubten Bereichen (%) 0 (0)
PDB-Code 3ujl

Tabelle 2: Statistische Werte der Datensammlung uné&trukturlésung der ERp46a’-Doméne.Es sind die
Werte der Datensammlung, Strukturlosung und Veefeing der ERp46-Doméne zusammenfassend
dargestellt. Die ERp46-Domane kristallisierte in der trigonalen Raumgreipp321. Die Werte aus der
Datenprozessierung fur die &uBere AufldsungssdBaf®-2,65 A) sind in Klammern angegebéﬁmerge= 2I-
O=; BRcryst = 3||Fo|-|Fc|E|Fo[; “Der Freie R-Faktor wurde wie der3; berechnet. Der Faktor basiert auf
dem Test-Set, bestehend aus 5 % der Daten, dieimdRefinementerwendet wurden.

Das C-terminale ERp46-Fragment kristallisierte @ tfigonalen Raumgruppe 23
mit einem Molekldl pro asymmetrischer Einheit. Diéatstik der Datensammlung, der
Strukturlésung und -verfeinerung ist in Tabelle @sammengefasst. Das Strukturmodell
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konnte bis zu einem R-Faktor von 0,24 und einemeRrd&k-Faktor von 0,26 optimiert
werden. Eine weitere Verbesserung des Freien ReFakgelang, vermutlich auf Grund der
Heterogenitat des Proteinkristalls, nicht. Trots dehdhten Freien R-Faktors zeigt das finale
Strukturmodell eine gute Ubereinstimmung mit deekfilonendichte (s. Abb. 32). Die
Struktur wurde in der RCSB Proteindatenbank uneen € DB-Code 3ujl hinterlegt.

Das finale Strukturmodell des C-terminalen ERp4&gRnentes bestétigte, dass es sich
hierbei um diea’-Domane handelte (vgl. Abschnitt 3.5.3.). In Ubeséimmung mit den
Daten der analytischen Gelfiltration liegt die EB@4Doméane als Monomer in der
Elementarzelle vor. Das kristallisierte Fragmenthéh 105 Aminosduren und umfasst die
Reste V324 bis A428 der ERp@Domane, wobei das C-terminale KDEL-Retentionsdigna
nicht in der Elektronendichte enthalten war (s. ABB). Ebenso zeigen die Reste K366-
A372, welche die Schleife zwische2 und 3 bilden, keine Elektronendichte. Dies deutet
auf eine gewisse Unordnung dieser Schleifen-Relgiion

‘

0
a a a
v

ERp46 N# CGHC H CGHC H CGHC FKDELC

36 160 170 295 315 324 428 432

Kristallstruktur

B1 al B2 a2 B3 o3 B4 B5 od
e A e S — ) ) —) —) —
324 TVLALTENNFDDTIAEGITFIKFYAPWCGHCKTLAPTWEELSKKEFPGLAGVKIAEVDCTAERNICSKYSVRGYPTLLLFRGGKKVSEHSGGRDLDSLHRFVLSQA 428

Abbildung 28: Domé&nenanordnung von ERp46 und Zuordomng der Sekundarstrukturelemente der
kristallisierten a'-Doméne. ERp46 besteht aus drei Trx-dhnlichen Doménen enikejls einer katalytischen
CGHC-Sequenz (Abb. oben). Im Gegensatz zu deneéiiRpI-Familienmitgliedern, jedoch ahnlich zu ERp72
sind die drei redox-aktiven Doméanen uber langegrilile linker-Regionen miteinander verbunden. Die Lange
dieserlinker-Regionen betrégt ca. 10 bis 20 Aminoséuren, wdeelinker, welcher diea- und a'-Doméanen
verbindet am langsten ist und vermehrt Trypsin-8tdiellen aufweist (Pfeil). Die geldste Kristatigktur
umfasst 105 Reste. Die Kristallstruktur der ER@g4Bomane zeigt eine Zusammensetzung des Proteingexus
a-Helices @l-04; weiRe Zylinder) sowie funf-Faltblattern §1-85; schwarze Pfeile) mit der Reihenfolge
BaBafafpa (Abb. unten). Dies entspricht der klassischen Anang der Sekundarstrukturelemente einer Trx-
ahnlichen Faltung. Die katalytische CGHC-Sequemzefistrichen) befindet sich am N-terminalen Endec@e
Helix. Die Nummerierung der Reste erfolgte ab destem Methionin der Signalsequenz.

Die Zuordnung der Sekundarstrukturelemente lieférdeHelices (1-04) sowie 5B-
Faltblatter f1-5) mit einer Thioredoxin (Trx)-typischen Reihenfelgyon Bofoafappfa (S.
Abb. 28). Diea2-Helix ist die langste aller enthaltenerHelices, an deren N-terminalen
Ende sich die reaktiven Cys-Reste der katalytisdM&EGHC-Konsensussequenz befinden.
Die ERp4&’'-Domane enthalt zudem zwei konservierte Pro-Réx36& und P397) mit einer
cis-Peptidyl-prolyl-Bindung. P358 befindet sich in deR-Helix und fuhrt zu einem
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charakteristischen Abknicken in der Mitte dieselixdeP397 befindet sich dagegen in einer
konservierten Schleife unterhalb des aktiven Zengris-Prolin Schleife; s. Abb. 30). Beide
Pro-Reste finden sich ebenfalls in den redox-aktemanen weiterer Mitgliedern der PDI-
Familie (s. Abb. 81, Anhang). Weitere z.T. konserteé Reste innerhalb der Primarstruktur
der ERp4@&'-Domaéne sind neben R415 auch K344 und E378 (s. &bbAnhang). Wéahrend
R415 in einer flexiblen Schleife zwisch@b unda4 liegt, befinden sich K344 und E378 in
hydrophoben Bereichen des Proteins innerhalbp2obzw.B3 (s. Abb. 30). Es konnte gezeigt
werden, dass im Falle von PDI alle drei Reste ekfiefluss auf die katalytische Aktivitat des
Proteins besitzen [66, 67, 235, 236]. Des Weitenethalt diea'-Domane von ERp46 zwei
charakteristische Cys-Reste (C381 und C388) inflertiaes CxC-Motivs, welches neben
dera’ unda’-Doméne von ERp46 sonst nur in der Priméarsequena-&®mane von ERp57
und PDI1p sowie in dea’-Doméane von PDIr zu finden ist (s. Abb. 81, Anhang)

Die Tertiarstruktur der ERp46Domane zeigt die charakteristische Trx-ahnliche
Faltung mit finf zentralen antiparallel@r~altblattern, die von vies-Helices umgeben sind
(s. Abb. 29). Wahrend dipg-Faltblatter hauptsachlich im hydrophoben Inneres Broteins
lokalisiert sind, befinden sich die-Helices v.a. in I6sungsmittelexponierten Bereicloes
Proteins.

(b)

Abbildung 29: Tertiarstruktur der ERp46a’-Domane und Vergleich mit der NMR-Struktur. Die
Kristallstruktur der ERp4&-Domane zeigt den typischen Trx-ahnlichen AufbauTstiarstruktura). Die funf
antiparalleler-Faltblatter p1-85) befinden sich hauptséchlich im hydrophoben lenates Proteins, wahrend
die viera-Helices (11-a4) v.a. in &uleren ldsungsmittelexponierten Bemxidbkalisiert sind. N bezeichnet den
N-Terminus, C den C-Terminus des Proteins. Einerldgerung der Kristallstruktur (griin) mit der inrde
Proteindatenbank hinterlegten NMR-Struktur (hellblpdb: 2diz) der ERp46-Doméne zeigt erwartungsgeman
eine starke Ubereinstimmun(p). Unterschiede bestehen hauptsachlich in den viedmhen Schieifen-
Regionen. Diese und folgende Abbildungen der PRmetmiktur wurden mit dem Programm Pymol V0.98,
DelLanoScientific 2005 dargestellt.

Fur die dritte Domane de$hioredoxin-Domanen-enthaltenden-Proteinswairde
bereits eine NMR-Struktur in der Proteindatenbamitenlegt (pdb: 2diz). Diese Struktur
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wurde bisher jedoch in keiner Fachzeitschrift nédbeschrieben und auch sonst nirgends
veroffentlicht. Ein direkter Vergleich der in deroniegenden Arbeit ermittelten
Kristallstruktur der ERp4&-Domane mit der NMR-Struktur zeigt wie erwarteteeistarke
Ubereinstimmung (s. Abb. 29). Die Uberlagerung 6eidStrukturen liefert eine
Standardabweichung von ca. 1,2 A uber alleA@me. Konformationelle Unterschiede
bestehen lediglich in den flexiblen Schleifen. Egenauere Analyse der Konformation der
einzelnen Reste in der Nahe zum aktiven Zentrumgt zégnifikante Unterschiede zwischen
der Kristallstruktur und NMR-Struktur (s. Abb. 30).

Abbildung 30: Konformationelle Unterschiede in derNéhe des aktiven Zentrums.Die Uberlagerung der
Kristallstruktur (griin) mit der NMR-Struktur (heldw; pdb: 2diz) der ERp46-Doméne zeigt signifikante
Unterschiede in der Konformation der Reste in déhdl zum aktiven Zentrum. Am deutlichsten ist die
unterschiedliche Konformation der Seitenkette voB49/ ausgepragt. Dieser konservierte Trp-Rest liegt
unmittelbarer Nachbarschaft zum N-terminalen reekti Cys-Rest (C353). Die rdumliche Dislokation des
flexiblen Trp-Restes betragt ca. 8,5 A (gemesserstiokstoffatom des Indol-Ringes). Das "Hinaussativea"
von W349 (Pfeil) fuhrt zu einer erhdhten Losungseatéixponiertheit von C350. Die beiden reaktiven -Rgste
des aktiven Zentrums (C350 und C353) liegen reduzi. Dagegen bilden die nicht-katalytischen Reste
(C381 und C388) eine Disulfidbriicke aus. Diesertukdt sich rAumlich gesehen unterhalb des aktivertrdies.
P397 liegt in decis-Konformation vor und befindet sich zusammen mi983n einer Schleifen-Region direkt
unterhalb des aktiven Zentrums. Die beiden gelauddeste K344 und E378 befinden sich im hydrophoben
Inneren des Proteins in der Nahe zum C-terminaahktiven Cys-Rest (C353). Im Gegensatzeromane von
ERp72 kann R415 keine Salzbriicke mit K344 ausbi(sigh [237]). Stattdessen bildet R415 mit dem @ard-
Sauerstoffatom von P397 eine Wasserstoffbriickggastrichelte Linie).

Am auffalligsten sind die unterschiedlichen Konfationen des Trp-Restes (W349)
in unmittelbarer Nachbarschaft des N-terminalenalgtischen Cys-Restes (C350). Der
Torsionswinkel 1) von W349 betragt in der Kristallstruktur -6'¢faQiché und in der NMR-
Struktur +53° @auché). In der NMR-Struktur der ERp46Domane liegt W349 in
raumlicher Néhe zu Y396 und schirmt hierdurch C3partiell ab ("geschlossene

Konformation"). Demgegeniber zeigt die Seitenkgtia W349 in der Kristallstruktur der
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ERp46'-Domane eine raumliche Dislokation von ca. 8,5 A.diesem Fall befindet sich
W349 nicht in raumlicher Nahe zu Y396. Als Resutteser unterschiedlichen Seitenketten-
Konformation ist C350 starker I6sungsmittelexpani€offene Konformation™). Es kann
angenommen werden, dass W349 als eine Art "flexbéekel" fungiert und auf diese Weise

die Zugénglichkeit des reaktiven N-terminalen Cysfes beeinflusst (s. Abb. 31).

“offene Konformation” “geschlossene Konformation”

Abbildung 31: Abschirmung des N-terminalen reaktiven Cys-Restes durch den flexiblen Trp-RestDer
flexible Trp-Rest (W349) befindet sich in unmittater Nachbarschaft zum N-terminalen reaktiven CgstR
(C350). In der Kristallstruktur der ERp@6Domane befindet sich W349 nicht in der Nahe vo®&,3sondern
ragt aus der Proteinoberflache hinaus (griin; Aibks). Hierdurch ist C350 (gelb) stark I16sungsntgttponiert.
Im Gegensatz dazu befindet sich W349 in der NMR#Str (pdb: 2diz) in der Néhe zu Y396 (hellblau;bAb
rechts). Als Resultat ist C350 weniger stark I6sumigielexponiert. Es kann angenommen werden, de&s0W
als eine Art ,Deckel” fungiert, wodurch die Zugaiogkeit des aktiven Zentrums maf3geblich beeinflugsd.
W349, C350, C353 und Y396 sind jeweils als Stabdtledell gezeigt.

Neben dem konservierten Trp-Rest zeigt auch H35Re eunterschiedliche
Konformation seiner Seitenkette. Der Torsionswinlgl betragt in der Kristallstruktur -65°
(gauché), wahrend in der NMR-Struktur -160tgns) gemessen werden konnten.

DarUber hinaus zeigt auch R415 eine geringfiigigenschiedliche Konformation
seiner flexiblen Seitenkette (s. Abb. 30). In fridrein silico Studien wurde angenommen,
dass dieser konservierte Arg-Rest innerhalb dedbilen Schleife in rdumliche Nahe des
aktiven Zentrums gelangen kann und dadurch depvp&rt des C-terminalen reaktiven Cys-
Restes beeinflusst [66, 67]. Kirzlich konnte gezeigrden, dass dieser konservierte Arg-
Rest dera-Doméane von ERp72 in den hydrophoben Bereich inNtdre des katalytischen
Zentrums inseriert und mit einem konservierten Bést eine Salzbriicke ausbildet [237]. Im
Falle der ERp4&-Domane bildet R415 jedoch eine Wasserstoffbrickedem Carbonyl-
Sauerstoffatom von P397 aus (s. Abb. 30). Zudemesbei den redox-aktiven Domanen der
meisten PDI-Familienmitglieder konservierte Glu-Resdera'-Domé&ne von ERp46 durch
einen Lys-Rest (K344) substituiert (s. Abb. 81, Any). Die Ausbildung einer Salzbriicke

von K344 mit R415 ist nicht méglich. Es kann datmrgenommen werden, dass die
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Beeinflussung des pKWertes von C353 des aktiven Zentrums durch elstdtische
Interaktion mit R415 im Falle dea'-Doméne von ERp46 vermutlich keine Rolle spielt.
Interessanterweise ist auch der ansonsten kongenligs-Rest in der Néhe des aktiven
Zentrums in der ERp46-Domane durch einen Glu-Rest (E378) substituient. dier
Kristallstruktur der ERp4&-Doméane kdnnen K344 und E378 eine Salzbricke alesbil(s.
Abb. 30).

In der Kristallstruktur der ERp46-Domane liegen die beiden Cys-Reste des aktiven
Zentrums in der reduzierten Form vor. Es ist kesieheitliche Elektronendichte zwischen
den beiden Resten zu erkennen (s. Abb. 32). DertaAbs zwischen den beiden
Schwefelatomen betragt ca. 3,5 A und ist damit grafls der erwartete Abstand von ca.

2,1 A innerhalb einer Disulfidbriicke.

Abbildung 32: Elektronendichte von Aminoséureresten des aktiven Zentrums. In (a) ist die
Elektronendichte der reaktiven Cys des aktiven Zen$ gezeigt. C350 und C353 liegen vorwiegend im
reduzierten Zustand vor. Es ist keine einheitliElektronendichte zwischen beidepAomen erkennbar. I(b)

ist die Elektronendichte von W349 innerhalb der ropthoben Tasche des Symmetrie-verwandten Molekiils
gezeigt. Die Seitenkette von W349 ist gut in dedrbphoben Tasche fixiert und die Elektronendickteniohl
definiert. Die ERp4&'-Domane ist jeweils in griin dargestellt, wahrend 8gmmetrie-verwandte Molekiil in
hellblau hervorgehoben ist. Die Elektronendichte derschiedenen Reste stammt aus derRRMifferenz-
elektronendichtekarte.

Ebenso deutet auch die NMR-Struktur auf eine Reduoktler reaktiven Cys-Reste
hin. Es wird zudem angenommen, dass die reduztenten der katalytischen Cys-Reste zu
einer verminderten konformationellen Flexibilitiéésd gesamten Proteins fuhrt, was einen
positiven Effekt auf die Kristallisation haben kdarj103]. Auf der anderen Seite liegen die
beiden nicht-katalytischen Cys-Reste (C381 und ¢88®&ohl in der Kristallstruktur als auch
in der NMR-Struktur (pdb: 2diz) in der oxidierterorfn vor (s. Abb. 30). Der Abstand
zwischen den beiden Schwefelatomen betrdgt in widsall ca. 2,0 A. Mittels Ellman-Test
konnte eine durchschnittliche Anzahl von 5,6 frei@ys-Resten in nativem sowie
denaturiertem ERp46 berechnet werden. Der Vergldeh Kristallstruktur der ERp46

Doméane mit publizierten Strukturen von redox-akiiveDomanen weiterer PDI-
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Familienmitglieder deutet jedoch nicht auf eineruldurellen Beitrag dieser Disulfidbriicke
hin. Redox-aktive Domanen, die keine derartige MDdorticke aufweisen zeigen trotzdem
eine ahnliche Tertiarstruktur (nicht gezeigt).

Innerhalb des Kristalls kommt es zu Kontakten dep&a'-Domane mit Symmetrie-
verwandten Molekilen. Wahrend die meisten Kontaktfen i.R. gering sind und vermutlich
auf der Packung bzw. Anordnung innerhalb des Kissberuhen, kommt es in der Nahe zum
aktiven Zentrum zu einer signifikanten Interaktiawischen den beiden Symmetrie-
verwandten Molekilen (s. Abb. 33).

Abbildung 33: Interaktion mit Symmetrie-verwandten Molekilen in der Néhe des aktiven Zentrumsln
der Nahe zum aktiven Zentrum interagiert die ERp4®omane (grun) innerhalb des Kristalls mit einem
Symmetrie-verwandten Molekil (blau). Diese Intei@kt beruht hauptséachlich auf der Aubsildung von
intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen (gdwite Linien) der Aminosaureseitenketten sowies de
Polypeptidriickgrates. V.a. did-Helix mit den benachbarten Schleifen-Regionegttzé dieser Interaktion bei.
Ein Asp-Rest innerhalb derl-Helix des Symmetrie-verwandten Molekuls bildeteeMWasserstoffbriicke mit
C350 aus. W349 ist in eine hydrophobe Tasche imtierties Symmetrie-verwandten Molekuls integrieie D
hydrophobe Tasche wird hauptsachlich durch Restea8dHelix gebildet. Erst die Dislokation von W349
ermdglicht die Zuganglichkeit von C350 durch dieskRederal-Helix des Symmetrie-verwandten Molekdls.
Reste in der Nahe des jeweiligen Symmetrie-verveaniitolekils sind als Stabchen-Modell gezeigt.

Die Interaktionsflache ist relativ gering und bgtréga. 500 A2 (PISA V1.18; [238]).
Neben elektrostatischen Wechselwirkungen beruht dieteraktion v.a. auf
Wasserstoffbriickenbindungen  zwischen den  Aminoséaitemketten sowie dem
Polypeptidrickgrat. Hierbei interagieren die Ami@aosen in der Nahe des aktiven Zentrums
hauptséachlich mit Resten derl- und a3-Helix sowie benachbarter Schleifen-Regionen
innerhalb des Symmetrie-verwandten Molekuls (s. .ABB). Reste decis-Prolin Schleife
tragen dagegen in geringerem Umfang zur Interakign

Interessanterweise kommt es zur Ausbildung einessétatoffbriicke zwischen einem
Asp-Rest (D334) und dem N-terminalen reaktiven C@GSMAbb. 33). Der Abstand zwischen
D334 deral-Helix und C350 betragt ca. 2,6 A. Die Zuganglieitkvon C350 und die
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Interaktion mit den Resten detl-Helix wird mal3geblich durch die Konformation des
flexiblen Trp-Restes bestimmt. Obwohl H352 ca. A,¢on D334 dernl-Helix entfernt ist,
konnte eine konformationelle Anderung von H352 éhiésh leicht zur Ausbildung einer
Wasserstoffbriicke fuhren. Eine Beteiligung von HB&2 Protonentransfer-Reaktionen ware
demnach denkbar. Neben W349 tragt auch der Gly-dRessCGHC-Motivs (G351) durch das
Fehlen einer Seitenkette zur verbesserten Zugarkgiicvon C350 bei.

Wahrend die Interaktion mit Resten deal-Helix hauptsachlich Gber
Wasserstoffbriickenbindungen erfolgt, liegt W34@imer hydrophoben Tasche innerhalb des
Symmetrie-verwandten Molekiils integriert (s. AbB).Die hydrophobe Tasche wird hierbei
v.a. durch die Reste F332, 1387 und Y391 gebilDetch die Interaktion von W349 mit der
hydrophoben Tasche wird dessen konformationellilbileéat eingeschrankt, was an der
wohldefinierten Elektronendichte von W349 zu erkamimst (s. Abb 32). Demnach fungiert
W349 nicht nur als "flexibler Deckel" sondern maglkerweise auch als eine Art "Greifarm”,
indem er in hydrophobe Bereiche des Symmetrie-vedtga Molekuls integriert und dadurch

die Interaktion stabilisiert.

Abbildung 34: Insertion des flexiblen Trp-Restes indie hydrophobe Tasche von Symmetrie-verwandten
Molekilen. Die Dislokation der Seitenkette von W349 fiihrt Bxposition von C350. Dariiber hinaus inseriert
W349 in eine hydrophobe Tasche innerhalb des Symeneatrwandten Molekils (blau). Auf diese Weisedwir
die Interaktion durch hydrophobe Wechselwirkungaséizlich stabilisiert. W349 fungiert demnach niolt
als flexibler ,Deckel”, sondern besitzt auch dienktion eines ,Greifarms”. Hierdurch kénnen hydropho
Reste, welche partiell im Inneren des Symmetriavaedeten Molekils liegen fir C350 zuganglich gerhach
werden. Reste in der Nahe des aktiven Zentrumsatin8tabchen-Modell gezeigt.

Die Analyse der Ladungsverteilung auf der Oberféacler ERp4&'-Doméane zeigt neben
einem kleinen hydrophoben Bereich in der Néhe #&gem Zentrums v.a. basische Reste (s.
Abb. 35). Diese Bereiche interagieren demnach Isécptich mit sauren Resten ddrHelix

sowie benachbarter Schleifen-Regionen des Symmedrigandten Molekils. Derartige
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elektrostatische Wechselwirkungen scheinen jedodh die Bindungsspezifitat eine
untergeordnete Rolle zu spielen (s. Abschnitt 3).7.2

Abbildung 35: Ladungsverteilung der Oberflache in der Nahe des aktiven ZentrumsDas elektrostatische
Oberflachenpotential der ERp&féDomane zeigt, dass neben einer kleinen hydroph@imrflache (weil) v.a.
basische Reste (blau) in der Né&he des aktiven dmstliegen. Dementsprechend zeigen die interagleren
Reste des Symmetrie-verwandten Molekils (cyan) tséeplich eine negative Ladung. Wahrend die Reste d
al-Helix und benachbarter Schleifen-Regionen haept&#h Uber Wasserstoffbriickenbindungen zur Intioak
beitragen, bilden die Reste F332, 1387 und Y39Z% digdrophobe Tasche, in die W349 des Symmetrie-
verwandten Molekuls inseriert. Negativ geladenet®é»t) kommen weniger stark gehauft auf der Qaeine

der ERp4@&'-Doméane vor. D334 innerhalb ded-Helix des Symmetrie-verwandten Molekils, welckéare
Wasserstoffbriicke mit C350 ausbildet ist zuséataicheinem gelben Stern markiert.

3.6. Protein-Bindungsstudien Far-WesternAnalyse)

3.6.1. Fluoreszenzmarkierung von PDIs

Die Bindungsaffinitaten von PDIs fir ihre Substrabed, wie fir Chaperone ublich,
naturgemald aufRerst schwach und liegen bestenfalleM-Bereich (s. Abschnitt 1.5.2.). Far
die Analyse der schwachen PDI-Substratinteraktiohdsung werden haufigross-linking
Strategien angewandt, um das Chaperon physisciseimmém Bindungspartner zu koppeln.
Die chemische Kopplung mitteleross-linker erfordert jedoch in der Regel hdhere
Proteinkonzentrationen sowie geeignete KopplundspufZudem koénnen die Protein-
Eigenschaften durch dasoss-linkingVerfahren verandert werden.

In dieser Arbeit wurde daher fur die Analyse von|{Dbstratinteraktionen die
Immobilisierung eines Bindungspartners gewahlt. IDienobilisierung fihrt zu einer héheren
lokalen Konzentration des Liganden. Dartber hinaind der I6sliche Bindungspartner durch
Interaktion mit dem immobilisierten Liganden aus désung entfernt wird, was wiederum
eine Verschiebung des Gleichgewichtes und dam& eenstarkte Bindung zur Folge hat. Die

Immobilisierung des Substrates fihrt jedoch haufidalls keine folgenden
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Renaturierungsschritte angewandt werden, zu dd3saaturierung. Die Detektion der PDI-

Substratinteraktion erfolgte anschlieBend entwemdtels spezifischer Antikdrper, oder

durch direkte Markierung des PDI-Proteins mit Faszenzfarbstoffen. Letzteres hat den
Vorteil eines geringeren Hintergrundsignals. Zudemdie Detektion von Protein-Protein-

Interaktionen durch Fluoreszenzmarkierung aul3erssisv. Die Fluoreszenzmarkierung von
PDIs erfolgte mittels Fluoreszenzfarbstoffen mitaktever NHS-Ester-Gruppe an die

Aminogruppen bzw. N-Termini der Proteine (s. Abstthn2.2.10.). Statistisch wurde jedes
funfte Protein einfach fluoreszenzmarkiert ("MinirRainzip").

Die Effizienz der Markierung mit dem Fluoreszenb&ioff ist abhangig von der
Grol3e des jeweiligen Proteins sowie der AnzahlZugiinglichkeit seiner Lys-Reste. Fur die
Fluoreszenzmarkierung der unterschiedlichen PDlsrdevujedoch flr eine bessere
Reproduzierbarkeit stets das gleiche Verhaltnis Rastein/Fluoreszenzfarbstoff verwendet.
Die Effizienz der Fluoreszenzmarkierung ist im Aligeinen fur alle untersuchten PDI-
Mitglieder ahnlich (s. Abb. 36).

PDI1p PDIp PDI b'x PDI b'x 1272A PDI RNase
ERp18 ERp27 ERp46 ERp46a® ERp46a GST
st L e— - - ——
ERp46a‘ P5 P5aa‘ P5a‘ ERp57 BiP
- —— O — S
~
DsbA ERp29 ERp29b ERp29D Agr2 Crt
————— ‘ | ——

Abbildung 36: Effizienz der Fluoreszenzmarkierung wn PDIs. Die verschiedenen PDI-Mitglieder wurden in
einem molaren Verhaltnis von 1:5 mit dem entspredea Fluoreszenzfarbsoff markiert. 1 uM bzw. 0,5 e
markierten Proteins wurden ifrar-Western Analysen bzw. fir Peptideray Analysen eingesetzt. Zur
Uberprifung der Markierungseffizienz wurde steta @lliquot des jeweiligen fluoreszenzmarkierten PDI-
Proteins auf ein SDS-PA aufgetragen und mittele€ityphoon TrioScanners (GE Healthcare) mit 520 nm
(DyLight 488) bzw. 580 nm (Cy3; DyLight 549) Emisssfiltern gescannt. Die Effizienz der Markierung m
dem Fluoreszenzfarbstoff ist abhangig von der GuiifteAnzahl der Lys-Reste des Proteins. Die Unkiéesie

in der Markierungseffizienz zwischen den einzelR&i-Mitgliedern sind gering.

Die Unterschiede in der Fluoreszenzmarkierung rialkkécht ins Gewicht, da die
Auswertung der Bindungseigenschaften v.a. innerbakbjeweiligen Proteins vorgenommen
wird (s. folgende Abschnitte). Vergleiche der Bindaeigenschaften zwischen den einzelnen
PDIs erfolgen immer auf Grundlage von (internenynmerten Werten bzw. Kontrollen.
Darlber hinaus erfolgte die Inkubation der fluoegsanarkierten PDIs mit den
immobilisierten Peptiden bzw. Proteinen unter geganh Bedingungen, d.h. mit einem

molaren Uberschuss an PDI-Protein.
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Fur folgende Bindungsstudien ist ebenfalls wichtigss die Proteineigenschaften
durch die Fluoreszenzmarkierung keine signifikafitelerung erfahren. Es konnte gezeigt
werden, dass die Kopplung mit Fluoreszenzfarbstoffie keiner strukturellen Veranderung
der PDIs fuhrt (s. Abb. 80, Anhang). Die Analysea datalytischen Eigenschaften von
fluoreszenzmarkierten PDIs zeigt ebenso keine Amuer(s. Abb. 80, Anhang). Der
Fluoreszenzfarbstoff beeinflusst demnach nichPdatein-Eigenschaften.

3.6.2. Bindung von PDIs an FKBP12.6 und FKBP13

Fur ERp29 konnte kirzlich gezeigt werden, dass &melung an immobilisiertes
(denaturiertes) FKBP13, nicht jedoch an das HonwleigBP12.6 erfolgt [24]. Dies ist umso
bemerkenswerter als beide Proteine nur geringerboiteede in ihrer Aminosauresequenz
aufweisen. Die Analyse der Interaktion weiterer gdéder der PDI-Familie mit den
Modellproteinen FKBP13/12.6, sollte Aufschluss Ube&in mdgliches generelles
Bindungsverhalten dieser Proteinklasse geben. BEsnt&o gezeigt werden, dass alle
untersuchten PDIs immobilisiertes FKBP13 bindenhne&d mit FKBP12.6 nahezu keine

Interaktion nachgewiesen werden konnte (s. Abb. 37)
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Abbildung 37: Far-Western Analyse der Interaktion von PDIs mit immobilisierten Proteinen.
Fluoreszenzmarkierte PDIs binden alle an immobitisis (denaturiertes) FKBP13. Dagegen ist naheme ke
Bindung an immobilisiertes FKBP12.6 detektierbarit{®&). Die Bindungseigenschaft ist unabhangig vemd
Fluoreszenzfarbstoff da auch nicht-fluoreszenzneai&iPDIs (z.B. PDI und P5) an FKBP13 hinden, wéthre
FKBP12.6 nicht gebunden wird (links). Die Detektierfolgte in diesem Fall mittels spezifischer Adtiger
gegen PDI bzw. P5. Die Unterschiedliche BindungFBP13/12.6 kommt nicht durch Unterschiede im
Transfer auf die Nitrozellulosemembran zustandeid®dProteine werden nahezu gleich gut immobilisiert
(rechts). Es wurden jeweils ca. 20 ug FKBP13/12féemn 15 %iges SDS-PA aufgetragen und mittels Bfast
Blot auf eine Nitrozellulosemembran Uberfuhrt. Bignzentration der fluoreszenzmarkierten PDIs befryavi.
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Die Interaktion ist spezifisch und wird nicht duratlen Fluoreszenzfarbstoff
beeinflusst, da fluoreszenzmarkierte RNaseA keindug aufweist. Ebenso bindet auch die
fluoreszenzmarkiert®-Domane von ERp29 weder FKBP12.6 noch FKBP13 [Réfuber
hinaus lasst sich ein nahezu identisches Bindumialten fir nicht-fluoreszenzmarkiertes
PDI und P5 auch mittels spezifischer Antikbrperhvageisen (s. Abb. 37). Die Unterschiede
in der Bindung an FKBP13/12.6 treten auch nicht aBfund unterschiedlicher
Immobilisierung der jeweiligen Proteine auf (s. ABG).

Es kann somit geschlussfolgert werden, dass diduBig von PDIs an FKBP13, nicht
aber an FKBP12.6, eine charakteristische Eigenseltlar PDI-Familienmitglieder ist. Ein
Nachweis der Bindung von PDIs an natives FKBP13Liisung mittels isothermer
Titrationskalorimetrie (ITC) scheiterte jedoch, wsdheinlich auf Grund der geringen

Bindungsaffinitdten (Daten nicht gezeigt).

3.6.3. Modulierung der Proteininteraktion durch Tyr-haltige Peptide

Aus vorangegangenen Bindungsstudien mit ERp29 ekarint, dass dessen Bindung
bevorzugt an Peptide mit aromatischen Resten sbaseschem Charakter erfolgt [24]. Es
sollte nunmehr untersucht werden, ob diese Bindceiggaschaft auch fir weitere Mitglieder
der PDI-Familie zutrifft und ob dadurch zwischem Bendung an FKBP13/12.6 diskriminiert
wird. Dazu wurde ein basisches Peptid mit Tyr-Reste immobilisiertes FKBP12.6 mittels
cross-linking kovalent verkndpft (s. Abschnitt 2.2.2.9.). Als €mwlle diente ein
entsprechendes Peptid, in denen die Tyr-Reste laiR&sten substituiert wurden.

Wie gezeigt werden konnte, ermdglicht die kovaleBitedung des Tyr-enthaltenden
Peptids auf der Oberflache von FKBP12.6 die Intgwakmit PDIs. Auf der anderen Seite
fuhrt das cross-linking mit dem Ala-enthaltenden basischen Kontrollpeptiad keiner
signifikanten Bindung durch PDIs (s. Abb. 38).

PDI P5 PSaa’ ERp27 ERp18 ERp46  GST
TRTGRRAMARKIFK | o | | s | s | | | | S| (S | s

TRTGRRYYIYYKIFK ‘-—1 \_‘ d — |'¥'—'| — | |

Abbildung 38: Bindung von PDIs an Peptide mit Tyr-Resten. Die kovalente Verknipfung des
TRTGRRYYIYY KIFK-Peptids an FKBP12.6 mittelgross-linking fuhrt zur Bindung durch PDls. Die
Verknipfung mit dem TRTGRRAIRA KIFK-Kontroll-Peptid hat jedoch nahezu keine Bindurur Folge. Es
wurden ca. 20 ug FKBP12.6 auf einer Nitrocelluloserhran immobilisiert und mit 10 uM Peptid sowie BIm
cross-linker inkubiert. Die Detektion der gebundenen PDIs gtlmittels Fluoreszenz. GST diente als
Kontrolle. Es zeigt keine signifikant verstarktenBung an FKBP12.6 nach Verknipfung mit Tyr-haltigen
Peptiden. PDIs ohnb-Doméne zeigen zudem eine schwachere Bindung. \felstewurden jeweils 1 uM
fluoreszenzmarkiertes PDI-Protein bzw. GST.

105



3. ERGEBNISSE

Es kann somit angenommen werden, dass aromatischeosauren, v.a. aber Tyr-
Reste, bei der Interaktion von PDIs mit ihren Stdteh eine wichtige Rolle spielen. Der
reine hydrophobe Charakter reicht auf der andereite Snicht als determinierendes
Bindungsmerkmal aus. Auf dieser Grundlage, und gemaueren Charakterisierung des
Bindungsmotives, wurden im Folgenden Interaktiamdisihn mittels Peptidvrays
durchgeflhrt (s. Abschnitt 3.7.).

3.6.4. Einfluss des pH-Wertes auf die Proteinintetdion

Es ist bekannt, dass vitro die katalytische Aktivitat von PDIs in hohem Ma@&sm
pH-Wert des umgeben Milieus abhangt [65]. Es salikshalb im Rahmen dieser Arbeit
untersucht werden, ob auch die Substrat-Bindungssihaften von PDIs vom pH-Wert
beeinflusst werden. Mit Hilfe defar-WesternMethodik konnte gezeigt werden, dass die
Interaktion von PDIs mit immobilisiertem FKBP13 dbrden pH-Wert des Puffers wahrend
der Inkubation beeinflusst wird (s. Abb. 39).
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Abbildung 39: Einfluss des pH-Wertes auf die PDI-Sbstratinteraktion. Die Bindung von
fluoreszenzmarkierten PDIs an immobilisiertes FKBRturde bei pH-Werten von 6-8 mittelar-Western
Analyse untersucht. Wahrend ERp18 nahezu keine phBAgigkeit zeigt, binden ERp46 und die UbrigendPDI
bevorzugt unter sauren Bedingungen. Die Bindung rkbmicht durch den Fluoreszenzfarbstoff selbst zu
Stande, da fluoreszenzmarkierte RNase A nicht bifidegativkontrolle). Die bevorzugte Bindung an Swate
unter sauren Bedingungen scheint zudem ein chaistidehes Merkmal von Mitgliedern der PDI-Familia
sein, da die Protein-Interaktion von GST keine pbhangigkeit zeigt (Positivkontrolle). Verwendet dan
jeweils 1 uM fluoreszenzmarkiertes PDI-Protein bRMase A und GST.

Darlber hinaus ist die pH-Abhangigkeit der Protggriaktion fir die unterschiedlichen PDIs
verschieden. Wahrend der Einfluss des pH-WertesldreiProteinbindung fir ERp18 nur sehr
gering ist, zeigen andere PDIs, wie beispielsw&R@57, PDI, P5 und PDIp eine starkere
pH-Abhangigkeit ihrer ProteinbindungseigenschafignAbb. 39). In allen Fallen wird die
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3. ERGEBNISSE

Interaktion durch einen niedrigeren pH-Wert velgtéAm deutlichsten tritt dieser Effekt bei
ERp46 auf. Hier erfolgt die Bindung bei pH 6 anrlsséen.

Der Einfluss des isoelektrischen Punktes (pl) dmsejligen Proteins scheint nur
gering. Obwohl alle PDIs i.R. einen sauren pl lzesit(s. Tabelle. 7, Anhang), ist die pH-
Abhangigkeit ihrer Proteinbindung verschieden. Awgr Fluoreszenzfarbstoff hat keinen
Einfluss auf die Substratinteraktion, da die Priggenschaften kaum beeinflusst werden (s.
Abb. 80, Anhang). Der Fluoreszenzfarbstoff ist @ertihinaus fir langere Zeit im pH-
Bereich 6-8 stabil. Die pH-Abhangigkeit der Subtkiradung von nicht fluoreszenz-
markierten PDIs konnte z.T. auch durch spezifiskhkorper nachgewiesen werden (Daten
nicht gezeigt). Alle Membranen wurden zudem vor Meissung des Fluoreszenzsignals mit
TBS (pH 8) gewaschen, so dass eine pH-Abhangigkisit Fluoreszenzintensitat
ausgeschlossen werden kann. Obgleich verdeutligst die Irreversibilitdt der Interaktion
von PDIs mit immobilisierten (denaturierten) Sultgn. Die Proteine sind dariber hinaus in
dem fur die Bindungsstudien verwendeten pH-Wetiis{®aten nicht gezeigt). Sie zeigen in
diesem pH-Bereich ebenfalls ihre charakteristisdtegalytischen Eigenschaften [65].

Der pH-Wert von ca. 6-8 bewegt sich im Bereich pleysiologischen Grenzen und
stellt deshalb keine extreme Verdnderung des Reatumes fur Proteine dar. Auch der
Protonierungsgrad der einzelnen geladenen Aminesgate innerhalb des Proteins wird in
diesem pH-Bereich nicht signifikant beeinflusst. &fmesten wird der Protonierungsgrad von
His-Resten beeinflusst. Diese sind bei pH 6, imd&bsgtz zu pH 8, positiv geladen. Der N-
terminale (Hisy-tag der rekombinanten Proteine spielt bei dem beok&mhtEffekt keine
Rolle, da ERp18 ebenfalls einen (Hitag enthalt, wahrend P5 keinen (Higag besitzt.

Aus den erhaltenen Ergebnissen kann geschlussfolggden, dass nicht nur die
katalytische Aktivitat von PDIs, sondern auch de®erbstratinteraktion (und evtl. Chaperon-

Aktivitat) durch den pH-Wert des umgebenden Reaktiaumes bestimmt wird.

3.6.5. Einfluss des konservierten Trp-Restes aufe@iProteininteraktion

Aus friheren Mutationsanalysen war bekannt, dasskdaservierte Trp-Rest in
unmittelbarer Nachbarschaft zum CXXC-Motiv einergngiikanten Einfluss auf die
katalytische Aktivitat von Thioredoxin und PDI b&si[85, 239, 240]. Auf Grundlage der in
der vorliegenden Arbeit gewonnenen strukturellegeBnisse der C-terminalen katalytischen
Doméne von ERp46 (s. Abschnitt 3.5.4.2.), sollte Ei@fluss des konservierten Trp auf die

Interaktion mit immobilisierten Proteinen naheremstcht werden.
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Fur die PD&-Domane konnte gezeigt werden, dass die Substtales konservierten
Trp-Restes mit Ala die Interaktion mit immobiligier RNaseA um ca. 60 % reduziert (s.
Abb. 40). Die PDd-Domane zeigt 22 % der Proteininteraktion des Welroteins, wahrend
die PDBEW35A-Variante nur 9 % der Proteinbindung von POgkzeDie Ergebnisse détar-
Western Analyse deuten demnach auf eine Beteiligung desséwierten Trp bei der
Interaktion der katalytischen Domé&nen mit (denatten) Proteinen hin. Dartber hinaus
zeigt die isolierte P@FDomane im Vergleich zum Wildtyp-Protein eine dmltlgeringere
Proteinbindung, was auf einen Aviditats-Effekt d#nzelnen Doménen bei der Protein-
Interaktion hindeutet (vgl. Abschnitt 3.7.1.).
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Abbildung 40: Einfluss des konservierten Trp-Restesauf die Interaktion mit immobilisiertem Protein.
1uM fluoreszenzmarkiertes PDI, PDind PDBW35A wurden mit 5, 10 und 20 pg auf immobilisiefaseA
inkubiert. Die Fluoreszenzintensitat der einzeli®noteine wurde densitometrisch ausgewertet unddaaif
Signalintensitat von PDI normiert (mit 1 festge)eddie isoliertea-Doméane von PDI zeigt im Vergleich zum
Wildtyp-Protein eine deutlich reduzierte Proteipnatktion. Die Interaktion der PBMW35A-Variante mit
immobilisierter RNaseA ist im Vergleich zu PDla wa. 60 % reduziert. Dies weist auf eine Beteiligules
konservierten Trp-Restes bei der Interaktion m#n@turierten) Proteinen hin. Die Fehlerbalken gebien
Standardabweichung der drei unterschiedlichen RAzentrationen an. Die Immobilisierung bzw. der
elektrophoretische Transfer der RNaseA auf dieddéliulosemembran erfolgte nahezu identisch (Cosmps
Alle drei Proteine waren zudem ahnlich fluoreszeaiert. Die Abb. zeigt jeweils die 10 ug Proteiafile.

3.7. Peptid-Bindungsstudien (PeptidArray Analyse)

3.7.1. Statistische Auswertung der Peptid-Bindungsipazitat

Fur einige wenige PDI-Familienmitglieder konnte gjgt werden, dass sie die
Fahigkeit zur Interaktion mit Peptiden besitzenT@belle 6, Anhang); [3, 241]. Die Analyse
der Bindung an Peptide kann als vereinfachtes Modelr Untersuchung der

Substratinteraktion angesehen werden. Bisherige ersinthungen zur Peptid-
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Bindungsselektivitat erfolgten mit einer limitienteéAnzahl an Modell-Peptiden Ubeross-
linking Experimente. Umfassende und vergleichende Analysder Peptid-
Bindungsselektivitat von mehreren Mitgliedern dé&l4Familie liegen bisher nicht vor. In
diesem Abschnitt der Arbeit wurde die selektive d®ing von 8 fluoreszenzmarkierten,
humanen PDIs sowie PDI1p (Hefe-PDI) und DsbA an merehtausend Peptide mittels der
PeptidArray Methodik untersucht (s. Abschnitt 2.2.8.2.). Dasatlten Rickschlisse auf die
Substratbindungsspezifitat gezogen werden.

PDI und andere ER-Chaperone besitzen die Fahiglkeinteraktion mit Peptiden [14,
26, 83]. Es konnte gezeigt werden, dass die Péptaly Methodik zur Analyse der
Interaktion mit Peptiden geeignet ist. Fluoreszesrkmertes PDI sowie die ER-Chaperone
BiP und Calreticulin interagieren mit einer grof¥nzahl an immobilisierten Peptiden (s.
Abb. 41). Diese Interaktion ist spezifisch fur ERa&perone, da die verwendeten Kontroll-

Proteine (RNaseA und GST) keine, oder nur einengerPeptid-Bindung zeigen.

Calreticulin Kontrolle

Abbildung 41: Peptid-Bindungseigenschaften von ER-Baperonen.Neben PDI weisen auch die andere ER-
Chaperone BiP und Calreticulin signifikante Peiddungskapazititen auf. Die Abbildung zeigt qusibit
einen identischen Ausschnitt der Signalintensitdden fluoreszenzmarkierten ER-Chaperone an gebenden
Peptiden. Es bestehen signifikante UnterschiedeBimdungsmuster sowie in der Bindungsaffinitat. Als
Kontrolle wurde fluoreszenzmarkierte RNaseA eingaséie Proteinkonzentration wahrend der Inkubratio
betrug 0,5 pM. Verwendet wurde ein kommerzielleptiRArray mit ca. 9.000 Peptiden aus humanen
krankheitsassoziierten Proteinen.

Obgleich das Peptid-Bindungsmuster der verschied@®i-Familienmitglieder sehr
ahnlich erscheint, lieferte die statistische Analgggnifikante Unterschiede hinsichtlich der
Peptid-Bindungseigenschaften zwischen den einzefi2is. Die Bindung der PDIs an die
immobilisierten Peptide erfolgt aul3erst selektiwur Nein geringer Bruchteil der auf dem
PeptidArray vorhandenen Peptide wird auch tatsachlich gebundenden Grol3teil der
Peptide findet dagegen keine Bindung statt. Dieti@dpteraktion erfolgte stets unter
sattigenden Bedingungen, d.h. mit einem molarerrddbeiss an fluoreszenzmarkierten PDIs

im Vergleich zur molaren Konzentration der immahérten Peptide.
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Nach Abzug des Hintergrundsignals kann aus den iedien Fluoreszenzintensitéaten
die relative Anzahl an gebundenen Peptiden bestimentien (s. Abb. 42). Danach binden
die untersuchten PDIs durchschnittlich nur ca. 12l%ér vorhandenen Peptide. Die PDI-
Familienmitglieder ERp29, PDI und P5 liegen mit ¢ga& 20 %, 17 % bzw. 14 % gebundener
Peptide Uber dem Durchschnitt und zeigen damitgdi®te Peptid-Bindungskapazitat. Die
ubrigen PDIs verfigen dagegen Uber eine geringghigkeit zur Interaktion mit Peptiden.
Die geringste Peptid-Bindungskapazitat zeigt ERp&7 nur ca. 7 % aller gebundenen
Peptide (s. Abb. 42).
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Abbildung 42: Peptid-Bindungskapazitat von PDIs.Die Signalstarken der einzelnen Peptide wurdereilsw
vom Hintergrundsignal abgezogen und auf die dutatititiche Signalintensitat der leeren (nicht getheimen)
spots normiert (s. Tabelle 9, Anhang). Die normiertemgrailintensitdten wurden als statistisch signifikant
betrachtet, wenn ihr Wert mindestens um den Fakitdiber dem Hintergrundsignal lag. Al wurde das
Dreifache der Standardabweichung des Hintergrundisg festgelegt. Die Peptid-Bindungskapazitat der
einzelnen PDIs wurde aus dem prozentualen Anteijeleeils gebundenen Peptide aus dem gesamterdPepti
pool (6.754 unterschiedliche Peptide) berechnet. Dutufifilich wurden ca. 12 % aller auf desrray
vorhandenen Peptide gebunden (gestrichelte LiERp29, PDI und P5 zeigen eine Uberdurchschnittiche
Peptid-Bindungskapazitat. ERp57 zeigt mit ca. 7ébundener Peptide die niedrigste Peptid-Bindungstitiji
aller humanen PDIs. Die Peptid-Bindungskapazitéatdeoli Oxidoreduktase DsbA ist mit ca. 4 % gebundener
Peptide signifikant niedriger. RNaseA und GST, Welals Negativkontrollen gewéhlt wurden, zeigteardalls
eine sehr niedrige Peptid-Bindungskapazitat (s..Adh. Die eingesetzten Proteinkonzentrationenugetn i.R.
0,5 uM fluorezenzmarkiertes PDI-Protein. Hefe PBd EERp29 wurden mit einer Konzentration von 0,05 uM
eingesetzt. Die Konzentration von ERp46 und Dsb&uge0,1 uM. Die Fehlerbalken geben die jeweilige
Standardabweichung aus drei Replikaten (n=3) an.

Die unterschiedliche Fahigkeit von PDIs zur Bindumgn Peptiden lasst damit
indirekt Rickschlisse auf die Grof3e ihres Subgteitsums zu. Die Unterschiede in den
Peptid-Bindungseigenschaften der einzelnen PDlsltre/en vermutlich direkt aus dem
unterschiedlichen Domanen-Aufbau sowie aus den kul@deen Eigenschaften der
Substratbindungsstellen. Die hier erhaltenen Ergsbreeigen erstmals, dass ERp57 zwar die
geringste Peptid-Bindungskapazitat aller untersrci®DI-Familienmitglieder aufweist, aber
trotzdem generell zur Peptid-Bindung befahigt Eshe Interaktion von ERp57 mit Crt/Cnx

wird fUr dessen Interaktion mit Peptidpar senicht benétigt. Interessanterweise zeigt auch
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PDIp im Vergleich zu PDI, trotz der strukturellemichkeit mit ca. 8 % gebundener Peptide
eine geringere Peptid-Bindungskapazitat. Signifigadnterschiede in der Peptid-Bindung
bestehen auch zwischen PDI und PDI1lp (Hefe PDiyjledth die Eigenschaften von Hefe
PDI in friheren Studien haufig als Modell fir PRUsaSaugern herangezogen wurden. Die
Oxidoreduktase DsbA aus colibindet ca. 4 % aller vorhandenen Peptide und vedamit,
verglichen mit den meisten eukaryotischen PDIs,ribme &aul3erst geringe Peptid-
Bindungskapazitat. Das aus einer einziggbomane aufgebaute PDI-Familienmitglied
ERpl8 zeigt mit ca. 9 % gebundener Peptide ebsenfaihe relativ geringe Peptid-
Bindungskapazitat. Als Negativkontrolle fur die ReégBindungsstudien wurde
fluoreszenzmarkierte RNaseA gewahlt. Hierbei isdogh nahezu keine Interaktion mit
Peptiden nachweisbar und die Signalstarken sind gaing (vgl. Abb. 41). Die erhaltenen
Ergebnisse verdeutlichen jedoch die Tatsache, digssFahigkeit zur Peptid-Bindung
scheinbar eine allgemeine Eigenschaft aller untbtem Proteine mit Trx-ahnlichen
Doméanen darstellt. Obwohl die einzelnen PDIs im dbschnitt nur ca. 12 % aller
vorhandenen Peptide binden, interagiert die Gesgitmdiler untersuchten PDIs (PPbol)
mit ca. 40 % aller auf dem Peptidray enthaltenen Peptide (Daten nicht gezeigt).

Der direkte Vergleich des Beitrages der einzelnemBnen eines PDI-Proteins zu
dessen Peptid-Bindungskapazitat zeigt deutlicheetdohiede (s. Abb. 43). Beispielsweise
interagiert die einzelna'-Domé&ne von P5 nur mit einer geringen Anzahl antiBep. Auf
der anderen Seite binden beide redox-aktiven Domdes P&a'-Konstruktes nahezu die
gleiche Anzahl an Peptiden wie das Wildtyp-Protdine C-terminale Domé&ne von P5
beeinflusst demnach nicht die Peptid-Bindungskapgtzilm Gegensatz zur reinen
katalytischen Aktivitat reicht die einzelne reddgiae Doméane von P5 vermutlich nicht fir
die Interaktion mit dem vollen Substratspektrum d&kltyp-Proteins aus. Ddsx-Fragment
von PDI bindet immerhin ca. 70 % der Anzahl dertRepdes Wildtyp-Proteins. Dies stimmt
mit der Annahme Uberein, dass die BPEDomane die wichtigste Substratbindungsstelle
enthalt [83]. Neben der PBFDomane sind jedoch auch die katalytisciieyménen fur die
Interaktion von PDI mit seinem gesamten Peptdi essentiell. Didb-Domane von ERp29
zeigt ca. 40 % der Bindungskapazitat des Wildtyptéins. Die ERp28Domane enthalt
vermutlich eine essentielle Substratbindungssiglig. [24, 136]). Die isolierteD-Doméne
interagiert dagegen nur mit einer geringen AnzahlPaptiden, ist jedoch im Kontext des
Wildtyp-Proteins vermutlich an der Peptid-Interaktibeteiligt. Die isolierten katalytischen
Doméanen von ERp46 besitzen im Vergleich zum WileRyptein ebenfalls eine verringerte

Peptid-Bindungskapazitat. Die einzelne ERpf®mane zeigt allerdings mit ca. 40 % der
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Anzahl der gebundenen Peptide des Wildtyp-Protaime signifikant groR3ere Peptid-
Bindungskapazitéat als da- unda’-Domane (s. Abb. 43).
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Abbildung 43: Beitrag individueller Doméanen zur Pepid-Bindungskapazitat. Gezeigt sind die relativen
Peptid-Bindungskapazitaten von PDIs und ihren éstdh Domanen. Die einzelnen Doméanen bzw. Fragmente
von PDI, ERp46, P5 und ERp29 tragen in unterscitleein MalRe zur Peptid-Bindungskapazitat bei. Das
P5aa'-Fragment bindet nahezu die gleiche Anzahl an Beptiwie das Wildtyp-Protein. Die PiDk-Doméane
bindet ca. 70 % der Peptid-Anzahl des Wildtyp-HrnsteDie ERp2B-Doméane bindet ca. 40 % der Peptid-
Anzahl des Wildtyp-Proteins. Die isolierfe-Doméane von ERp29 interagiert dagegen nur mit esehr
geringen Anzahl an Peptiden. Im Vergleich zum ERp/ARItyp Protein interagieren die isolierten kataghen
Doméanen mit einer signifikant niedrigeren Anzahl Reptiden. Es kann geschlussfolgert werden, dass di
einzelnen Domé&nen von PDIs kumulativ bei der Pepiidiung beteiligt sind und somit einen Aviditatffekt
zeigen. Die Anzahl der gebundenen Peptide der isha#ien Doméanen (graue Balken) wurden wurde aef di
Anzahl der gebundenen Peptide des jeweiligen WldRyoteins (schwarze Balken; mit 1 festgelegt) rierm
Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung=8).(n

Es kann geschlussfolgert werden, dass die effei@&ihdung von PDIs an Peptide
(und Proteine) kumulative Interaktionen der einealnTrx-ahnlichen Domé&nen erfordert
(Aviditats-Effekt). Es konnte erstmals gezeigt weerddass neben dbf-Domane auch die
isolierten katalytischen Doménen zur Interaktiort Reptiden féhig sind. Entgegen friheren
Annahmen ist fur die Peptid-Interaktion dieDomaneper senicht essentiell [81, 83]. Die
relativen Bindungskapazitdten der einzelnen Domaden verschiedenen PDIs sagen
allerdings nichts tUber deren Beitrag zur PeptiddBimgsselektivitéat aus.

Das PDb'x-Fragment besitzt durch das Fehlen der tGbrigen Dem&ine signifikant
geringere Peptid-Bindungskapazitat als das Wildyptein (s. Abb. 43). Wider Erwarten ist
die Peptid-Bindungskapazitat véwx trotzdem relativ hoch und auch d& 1272A Mutante
zeigt nur eine wenig niedrigere Peptid-Bindungsk#pa (Daten nicht gezeigt). Derlinker
vermag demnach kaum die Bindung an die immobitisierPeptide zu unterbinden.
Vermutlich liegt ein Gleichgewicht zwischenx-linker gebundener und freier

Substratbindungstasche vor (vgl. [87] und [232])e Beie Substratbindungstasche kann an

112
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das immobilisierte Peptid binden und wird dadurcis @er Losung (und damit aus dem
Gleichgewicht) entfernt.

Die einzelnen ER-Chaperone beeinflussen zudem ijeeeiligen Peptid-
Bindungskapazitaten gegenseitig. Wie gezeigt werklamte, verringert die gemeinsame
Inkubation von ERp57 mit Calreticulin dessen Fabigkur Interaktion mit Peptiden (s. Abb.
44). Als mogliche Ursache konnen kompetitierendefel&é zwischen den Peptid-
Bindungseigenschaften der beiden Proteine angesebaen. Auch eine Inhibierung der
Peptid-Bindung von ERp57 durch direkte Interaktimit Calreticulin ist denkbar. Nach
diesem Modell wirden die Peptid- sowie Calreticiifiteraktionsstellen innerhalb von
ERp57 z.T. Uberlappen. Ein vergleichbarer Effekt dem ER-Chaperon BiP konnte jedoch

nicht beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 44: Einfluss der gemeinsamen Inkubation wen ERp57 und Calreticulin auf die Peptid-
Bindungskapazitat. Die gemeinsame Inkubation von fluoreszenzmarkiefE&Rp57 und nicht markiertem Crt
hat einen negativen Effekt auf die Fahigkeit vonpER zur Interaktion mit Peptiden (Diagramm linkBer
Grund hierfur liegt vermutlich in kompetitierendé&ffekten bzw. in der Bildung des ERp57-Crt-Komplexe
Mittels spezifischen-Crt Antikdrper konnten zudem geringe Mengen antiflggebundenem Crt nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Eingesetzt wurderejiswd,2 uM ERp57 bzw. Crt. Die Fluoreszenzmarkigru
von ERp57 in beiden Ansatzen ist identisch (Abkchtg). Normiert wurde auf die Anzahl an gebundenen
Peptiden von ERp57 ohne Crt (mit 1 festgelegt). E#alerbalken geben die Standardabweichung an (n=3)

3.7.2. Statistische Auswertung der Peptid-Bindungsgektivitat

Neben der relativ unspezifischen Bestimmung derti®@&indungskapazitaten der
unterschiedlichen PDI-Familienmitglieder, solltemch deren Peptid-Bindungsselektivitaten
naher untersucht werden. Die statistische Auswgrtides Aminosaurgeols aller
gebundenen Peptide zeigt allgemein eine signif&kaAnhreicherung von aromatischen
Aminosauren (s. Abb. 45). Die bevorzugte Bindung VAaminosauren mit aromatischem
Charakter erfolgt spezifisch, da aliphatische Arsinoren mit hydrophoben Resten nur in

geringem Mal3e angereichert sind.
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Abbildung 45: Bindung an Peptide mit hydrophoben um aromatischen Aminosduren.Die von den
unterschiedlichen PDIs gebundenen Peptide enthbéteorzugt Aminoséuren mit aromatischen Re&@nDie
bevorzugte Interaktion mit Peptiden mit aromatischeesten ist ein spezifischer Effekt, da Peptidé¢ mi
langerkettigen aliphatischen Resten kaum bevorzggbunden werden(b). Die untersuchten PDI-
Familienmitglieder zeigen zudem eine unterschiddli®raferenz fir die einzelnen aromatischen Ré&ste.
Anreicherungsfaktor berechnet sich aus dem Antilggtbundenen Peptide mit den jeweiligen Aminoséime
Verhaltnis zum Anteil der Peptide mit den jeweiligdminosauren des gesamten Pepiidis (im Folgenden
mit 1 festgelegt; ein Anreicherungsfaktor von 1 detdt keine Praferenz fir die jeweilige Aminosauieie
Aminosauren sind in der Legende in der Einbuchstatekiirzung angegeben.

Wie aus Abb. 45 ersichtlich wird, bestehen deudidinterschiede zwischen den
verschiedenen aromatischen Aminoséuren, nicht reir dnem einzelnen PDI-Protein,
sondern auch zwischen den verschiedenen PDI-Famiiigliedern. Wahrend PDI Peptide
mit Tyr und Phe mit annahernd gleicher Praferemdldd, werden Peptide mit Trp weniger
stark bevorzugt. Die Spezifitat fiur Phe und v.ar llggt hierbei vermutlich nicht in der PDI
b'-Doméne begrindet. Dab'x-Fragment bindet Peptide mit allen drei aromatiache
Aminosauren mit annahernd gleicher Praferenz. PIH der Hefe zeigt eine &hnliche

Verteilung seiner Praferenz fur aromatische Aminosé wie PDI. Dagegen ist die Praferenz
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fur Peptide mit Trp fur Erp57 und v.a. Erpl18 vielrigger ausgepréagt. Erpl8 bindet Peptide
nahezu unabhangig von der Anwesenheit von Trp. @igtive b-Doméne von P5 hat,
verglichen mit dem Wildtyp-Protein, nur einen ggen Effekt auf die Praferenz fur
aromatische Aminosauren. Auf der anderen Seitegnirsdwohl P5 als auch Erp29, PDIp und
am deutlichsten Erp46 bevorzugt Peptide mit Trpt&esVergleicht man die Praferenz fur
Peptide mit den langerkettigen aliphatischen urardghoben Aminoséauren, so fallt auf, dass
diese kaum im gebundenen Pepimbl angereichert sind. Lediglich ERp57 und Erpl18 zgige
im Vergleich zu den restlichen PDI-Mitgliedern esignifikant hohere Préferenz fur Peptide
mit lle, Leu und Val (s. Abb. 45). Vergleicht maie d.adung der gebundenen Peptide, so ist
mit Ausnahme von ERp29, eine praferentielle Bindwary positiv geladene Peptide zu
erkennen (s. Abb. 46). Alle untersuchten PDIs zeigedem eine deutliche Préferenz fur
Peptide, welche Arg- und His-Reste enthalten (9.48).
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Abbildung 46: Ladung der von PDIs gebundenen Peptiel Angegeben ist die durchschnittliche Nettoladung
der durch die verschiedenen PDIs gebundenen Peptiligemein werden Peptide mit einer positiven
Nettoladung gebunden. Insbesondere ERp57 und abchirflen hauptséchlich Peptide mit einer positiven
Ladung. Dagegen interagiert ERp29 auch mit Peptidéreiner durchschnittlich negativen Nettoladubge
gestrichelte Linie gibt die durchschnittliche Néditung aller auf dem Peptiéiray vorhandenen Peptide an.

Eine Analyse der Ladung der zu den aromatischem@sdiuren direkt benachbarten
Reste zeigt eine Praferenz von positiv geladenesteRdUr alle untersuchten PDIs (s. Abb.
47). Ausnahmen bilden ERp29 und in geringerem Malkeh PDI, ERp18 und P5. Diese
PDI-Familienmitglieder binden auch praferentiell R@ptide mit aromatischen Aminoséauren,
welche als benachbarte Reste negativ geladene Aéninen enthalten (s. Abb. 47). In allen
Fallen wird jedoch Arg als direkt benachbarte Ansiéiare favorisiert. Das PBk-Fragment
zeigt im Gegensatz zum Wildtyp-Protein nahezu keipgiferenz fir Peptide mit
aromatischen Aminosauren mit benachbarter negdtae@ung. Daraus kann geschlussfolgert

werden, dass die PBFDomane v.a. die Bindungsspezifitat fir aromatisétmeinosauren
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bestimmt, wahrend die tUbrigen Domanen einen Lackffels bei der Peptid-Interaktion
zeigen. Ein gemeinsamer Beitrag der einzelnen Deméiir die Peptid-Bindungsselektivitat
ist wahrscheinlich. Dieser Effekt ist fur P5 undda'-Fragment weniger stark ausgepragt (s.
Abb. 47). Im Gegensatz dazu zeigen die Ubrigen P&sausschliellich eine Praferenz fur
aromatische Aminosauren mit positiv geladenen b@reten Resten. Am starksten ist dieser
Effekt fir ERp57 ausgepragt. ERp57 bindet nahezsschiiel3lich an positiv geladene
Peptide. Im Unterschied zu PDI zeigen Hefe PDI soRDIp nahezu keine Praferenz fir
aromatische Aminosauren mit benachbarten negalidgeen Resten (vgl. [95]).
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Abbildung 47: Einfluss der Aminosaureladung auf dielnteraktion mit Peptiden. Alle untersuchten PDls
binden praferentiell an Peptide mit positiv gelasterResten. Peptide mit negativ geladenen Aminosaure
werden dagegen nicht bevorzu@). Lediglich ERp29 zeigt eine geringe Praferenz figgativ geladene
Aminosauren. Dariliber hinaus ist eine deutlichedPeiz fir Peptide mit Arg und His erkennbar. Diealyme

der zu den aromatischen Aminoséuren (Ar) direktalbbbarten Reste zeigt, dass positive Aminosaures) (p
allgemein bevorzugt werdg). ERp57 bindet fast ausschlie3lich positiv geladeeptide sowie Peptide mit
aromatischen Resten, denen positiv geladene Amineséenachbart sind. ERp29, PDI und ERp18 zeigen
dagegen auch eine Préaferenz fur Peptide mit areaheh Aminosduren mit benachbarten negativ geladene
Resten (neg). Das PBk-Fragment zeigt im Vergleich zum Wildtyp-Proteinheau keine Praferenz fir
aromatische Aminosauren mit benachbarten saurete.Res Gegensatz zu PDI binden auch Hefe PDI sowie
PDIp nicht an Peptide, denen zur aromatischen Asdine negativ geladene Reste benachbart sind.
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Eine ndhere Untersuchung der zu den aromatischanoséuren benachbarten Reste
zeigt einen differentiellen Einfluss auf die Préfez der Peptid-Bindung (s. Abb. 48). Es
konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten &iBjsnigen Peptide bevorzugt binden, die
eine aromatische Aminosaure mit benachbartem hjdimgn Rest enthalten (s. Abb. 48).
Dabei steigt die Praferenz fiur Peptide allgemein aer Reihenfolge Ar/Hy< Ar/Hy, <
Ar/Ar (Ar = aromatischer Rest, Hy kurzkettiger hydrophober Rest (Ala), Hylangkettiger
hydrophober Rest (Val, lle, Leu)). Dartber hinailbn ERp57 und ERp18 Peptide mit Trp

nur dann, wenn die benachbarte Aminoséure ein ewn&iomat ist (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 48: Einfluss benachbarter hydrophober und aromatischer Reste auf die Peptid-Interaktion.
Alle untersuchten PDIs binden diejenigen Peptiderolmugt, die eine aromatische Aminosaure mit
benachbartem hydrophoben Rest enthalten. Dabegt siei Praferenz fiir Peptide allgemein mit der Befblge
Ar/Hy, < Ar/Hy, < Ar/Ar (Ar = aromatischer Rest, Hy= kurzkettiger hydrophober Rest, Hy langkettiger
hydrophober Rest)(a). Im Falle von ERp57 und ERp18 ist fur die PeptideBing ein zweiter zu Trp
benachbarter aromatischer Rest erforderlich (Dateft gezeigt). Des Weiteren sind zwei benachbarte
langkettige hydrophobe Aminosauren fir die prafaéedla Interaktion mit Peptiden ausreichefin). Lediglich
ERp46 sowie das Ra'-Fragment zeigen keinerlei Praferenz fur Peptidezwei benachbarten hydrophoben
Aminosauren. Eine langkettige Aminosdure mit einbenachbarten Ala-Rest reicht allerdings fur alle
untersuchten PDI-Familienmitglieder nicht zur PeyBindung aus.
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Ferner konnte gezeigt werden, dass alle untersuchfls an Peptide mit zwei
benachbarten langkettigen hydrophoben Aminosauredeb (Hy/Hy)); (s. Abb. 48). Peptide
mit einem HyHy-Motiv werden dagegen nicht bevorzugt gebundenVergleich zum P5
Wildtyp-Protein zeigt dasaa'-Fragment keine Praferenz flr Peptide mit langgetti
aliphatischen Aminosauren. Eine interessante Ausealbildet auch ERp46, welches
keinerlei Préferenz fur Peptide mit benachbartedrdyyhoben aliphatischen Resten aufweist.

Die Bedeutung der aromatischen Reste fur die Pémigdaktion von PDIs wird
besonders dann deutlich, wenn der Ausausch vorelegz aromatischen Aminosauren zu

Alanin zum Verlust bzw. zur starken Reduktion depfti-Interaktion fuhrt (s. Abb. 49).

(@)

gebundene Peptide (%)

(b)

gebundene Peptide (%)

Abbildung 49: Bedeutung aromatischer Aminosauren fii die Peptid-Interaktion. Gezeigt ist der
prozentuale Anteil der durch die verschiedenen P@dbundenen Peptide mit einefa) bzw. zwei (b)
aromatischen Resten (Ar). Von den untersuchten RBtslen durchschnittlich ca. 13 % der Peptide mi¢m
aromatischen Rest gebunden (schwarze gestrichiefe);L(a). Bei Vorhandensein von zwei Aromaten steigt der
Anteil der gebundenen Peptide auf durchschnittigh26 % (schwarze gestrichelte Lini@)). Die Substitution
der einzelnen aromatischen Reste mit Ala fuhrt ineredeutlichen Verringerung des Anteils der gelamash
Peptide auf jeweils ca. 4-6 % (graue gestrichelitgie). Die mit Ala substituierten Peptide sind inrer
Aminosauresequenz ansonsten mit den unsubstituiPeptiden identisch. Insgesamt wurden 2.362 Reptitl
einem und 2.137 Peptide mit zwei aromatischen Re@tew. ihre Ala-substituierten Analoga) analysiéite
Fehlerbalken geben die Standardabweichung an (n=3).
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Die untersuchten PDIs binden im Durchschnitt ca%d8ller vorhandenen Peptide mit
einem einzelnen aromatischen Rest. Die Substitulieser aromatischen Reste mit Ala fuhrt
zu einer signifikanten Verminderung des Anteils debundenen Peptide, jedoch nicht zum
vollstandigen Verlust der Peptid-Interaktion. Awdrdanderen Seite ist aus Abb. 49 ebenfalls
ersichtlich, dass zwei aromatische Reste die Iktiewa mit Peptiden gegentber einem
aromatischen Rest signifikant erhéhen. In diesethvierden ca. 26 % aller vorhandenen
Peptide mit zwei aromatischen Aminoséduren gebundeie Substitution der beiden
aromatischen Aminosauren mit Ala verringert denefirder gebundenen Peptide auf ca. 5 %.
Dieser Effekt wird bei Peptiden mit drei oder medmomatischen Aminosduren noch
deutlicher (Daten nicht gezeigt). Es kann somitcgkssfolgert werden, dass einzelne
aromatische Aminosauren ein wichtiges, jedoch we@en essentielles, noch ein
ausreichendes Merkmal der Peptid-Interaktion voisRRrstellen.

Die Wichtigkeit der aromatischen Reste spiegelh satich in der unterschiedlich
starken Interaktion von PDI und seinen Homologem aein haufig verwendeten Modell-
Peptiden Mastoparan uddSomatostatin wider (s. Abb. 50; vgl. [88, 93]).
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Abbildung 50: Interaktion von PDIs mit Modell-Peptiden. Die meisten PDI-Familienmitglieder zeigen eine
starkere Bindung an-Somatostatin (RKAGSKNFFWKTFTS) als an Mastopar®NL KALAALAKKIL). Nur
Hefe PDI (PDI1p) bindet Mastoparan stérker. Dieketée Interaktion der untersuchten PDIs miSomatostatin
liegt wahrscheinlich an dem Fehlen von aromatischeinosauren im Mastoparan-Peptid. Die y-Achse wurd

zur besseren Veranschaulichung bei einem Wert V& abgeschnitten. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an (n=3).

Im Gegensatz zu Somatostatin enthalt Mastoparamekei aromatische Reste. Die
meisten der untersuchten PDIs zeigen daher einleestdlnteraktion mitA\-Somatostatin im
Vergleich zu Mastoparan. Eine interessante Ausnabildet PDI1p aus der Hefe. In diesem
Fall wird Mastoparan bevorzugt gebunden. Dies liggtmutlich u.a. an der geringen
Praferenz von Hefe PDI fur LA/AL-Motive, wie sie Mastoparan vorkommen (Daten nicht
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gezeigt). Im Gegensatz zu frihereross-linking Studien zeigt PDIp keine signifikante
Bindung, weder an Mastoparan, noch an Somatostatis, vermutlich in dem Fehlen von
Tyr-Resten innerhalb des Peptides begrindet idt (9§]). Dartber hinaus zeigen auch
ERp46, ERp18, ERp57 sowie P5 und smaitFragment keine Bindung an Mastoparan. PDI,
die PDb'x-Doméane, ERp27 sowie Hefe PDI binden sowohl an dfsstin als auch afn-
Somatostatin. Die allgemein geringere Affinitat v&iI und PDb'x zu Mastoparan im
Vergleich zu A-Somatostatin stimmt mit bisherigen Interaktiondstn Uberein [88]. Im
Gegensatz zu den hier erhaltenen Ergebnissen koimteorhergehenden Arbeiten mittels
BiacoreAnalyse eine schwache Interaktion von P5 mit Mparan detektiert werden [124].

Die beobachteten Unterschiede liegen vermutlichdan verschiedenen Nachweis-
verfahren ¢ross-linking Biacore PeptidArray). Auch die verwendeten Detergenzien kénnen
einen Einfluss auf die Peptid-Interaktion haberA(schnitt. 3.7.6.).

3.7.3. Statistische Auswertung der Redundanz der ped-Interaktion

Die Analyse der Schnittmengen der von den einzeRRls gemeinsam gebundenen
Peptide zeigt, dass die Peptid-BindungsselektentatT. Gberlappen. Diese Redundanz in der
Peptid-Interaktion wird auf Grund der strukturellémnlichkeit der verschiedenen PDI-
Familienmitglieder erwartet. Allerdings konnten sahen den jeweiligen PDIs signifikante
Unterschiede im Grad der Uberlappung ihrer Peptidrbktionen nachgewiesen werden (s.
Abb. 51). Beispielsweise werden im Durchschnitt $@.% aller mit PDI interagierenden
Peptide (PDpool) auch von den anderen PDI-Familienmitgliedern gelea. Dagegen
werden durchschnittlich nur ca. 30 % des ERp&6lsauch von weiteren PDIs gebunden. Im
Falle von ERp57 tritt die hochste beobachtete Redomn bei der Peptid-Interaktion auf. Hier
werden durchschnittlich ca. 80 % der von ERp57 gdbanen Peptide auch von anderen PDls
gebunden. Neben PDI und ERp29 zeigen auch die HaeolP5 und ERp46 im Vergleich
zu den andern PDI-Mitgliedern eine signifikant migdre Uberlappung in ihrer Peptid-
Bindung (durchschnittlich ca. 45 % bzw. 48 % desugelenen Peptidools.

Das Ausmaf der Uberlappung bzw. Redundanz beinteraktion mit Peptiden gibt
neben den Peptid-Bindungskapazitaten indirekt efeischluss tber das Substratspektrum
bzw. die die Substratselektivitat der jeweiligeni®De groRer die Redundanz, desto geringer
ist das spezifische Substratspektrum und destorhgh&ermutlich die Substratselektivitét.
Umgekehrt, je geringer die Redundanz, desto bregér vermutlich das spezifische
Substratspektrum und desto geringer ware die Satbstektivitat des einzelnen PDI-Proteins.

Danach wirden ERp29 und in geringerem MalRe PDIumb auch ERp46, potentiell ein
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signifikant gro3eres Substratspektrum aufweisemeDan interagieren PDIp, ERp18, ERp27
und insbesondere ERp57 vermutlich mit einer geremgénzahl an spezifischen Substraten.
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Abbildung 51: Redundanz der Peptid-Interaktion. Die einzelnen PDI-Familienmitglieder zeigen
unterschiedliche Uberlappungen in ihren jeweilsuyelenen Peptigools(a). ERp57 weist mit durchschnittlich
80 % seines Peptigeols die hochste Redundanz in der Peptid-Interaktioin Rie von ERp29 gebundenen
Peptide werden dagegen nur zu durchschnittlich 3@uet von anderen PDIs gebunden. Die einzelnen PDIs
zeigen hierbei unterschiedliche Redundanzen. Piddiibeispielsweise ca. 95 % der von ERp18 gebwmden
Peptide aber nur ca. 50 % der von ERp46 gebundBeetide. Eine hohe Redundanz der Peptid-Interaktion
deutet auf ein enges Substratspektrum hin. Die i@t aller durch das jeweilige PDI-Protein gebemeh
Peptide wird als PDpool bezeichnet. Die gestrichelten Linien geben diecldschnittliche Redundanz aller
PDIs fur den jeweiligen PDOpool an. Die mit "100" gekennzeichneten Balken zeigéme eheoretische
Redundanz von 100 % (Kontrolle fur das jeweiligel4PDotein). Farbkodierung s. Legende rechts. Detei\n
der Peptide, die ausschlieBlich durch ein bestimrRtel-Familienmitglied gebunden werden gibt indireinen
Aufschluss Uber dessen Bindungsspezifiil. Ca. 35 % aller von ERp29 gebundenen Peptide werde
ausschlieBlich von ERp29 gebunden. Neben ERp2%®rzeagch ERp46 und P5 mit 20 % bzw. 15 % einen
signifikant gréReren Anteil an singuldr gebunderReptiden. Der Anteil von ausschlieBlich durch PDI
gebundenen Peptide betragt hingegen lediglich 8N&gmiert wurde auf die Gesamtanzahl an gebundenen
Peptiden des jeweiligen PDI-Proteins.

Betrachtet man den Beitrag zur Redundanz der Réypedaktion fur die einzelnen
PDIs genauer, so zeigt sich, dass z.B. ERp57 urd RID einen geringem Anteil der Peptid-
poolsder anderen PDI-Mitglieder binden. Auf der ande®eite bindet beispielsweise PDI ca.
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90 % der von ERp57, PDIp und ERp27 gebundenen d&eptid sogar mehr als 95 % des
ERpl8pools Im Falle von P5, ERp29 und ERp46 fallt der Antail gemeinsam mit PDI
gebundenen Peptiden geringer aus. Bemerkensweabesifalls, dass P5 mit rund 70 % des
ERp46pools Uberlappt. Demgegeniber interagiert ERp46 nurcanit45 % der Peptide des
P5pools Trotz der geringen Peptid-Bindungskapazitat unels dootentiell geringen
Substratspektrums zeigt ERp57 einen unerwartetrhéinéeil der Redundanz bei der Peptid-
Bindung der anderen PDIs. ERp57 interagiert belspese immerhin noch mit knapp 30 %
der Peptide des gesamten Riobls

Untersucht man den prozentualen Anteil der Peptitke,ausschliel3lich von einem
einzigen PDI-Protein gebunden werden, zeigt siciissSdERp29 mit ca. 35 % seines
gebundenen Peptigbolsden gré3ten Anteil aufweist (s. Abb. 51). Der Alntigeser singular
gebundenen Peptide am Gesaqod! gibt ebenfalls einen Aufschluss tber die mdgliche
Substratbindungsselektivitat und das potentielles8atspektrum. Neben ERp29 zeigen auch
ERp46 und P5 mit ca. 20 % bzw. 15 % singuléar geboedPeptide einen erhdhten Anteil am
Gesamipool. Demgegeniuber zeigen nur ca. 8 % aller durch P&dugdenen Peptide
ausschlief3lich eine Interaktion mit PDI. Die Ubrigentersuchten PDIs zeigen signifikant
niedrigere Anteile an singular gebundenen Pepti@p57 und auch PDIp binden nahezu
keine Peptide, welche nicht auch durch andere B&idsinden werden kénnten (s. Abb. 51).

3.7.4. Statistische Auswertung der Sekundarstruktuvon gebundenen Peptide

Die spezifische Interaktion von PDIs mit Peptideanik mal3geblich von der
Konformation des Peptid-Ruckgrates beeinflusst eerdie Sekundarstruktur von Peptiden
hangt u.a. von deren Lange und Orientierung, demadi#arten Reste sowie von der
Immobilisierungsart ab. Aber auch verwendete Detergen konnen die Sekundarstruktur
von Peptiden beeinflussen. Die im Folgenden ertgtidbevorzugten Sekundarstrukturen der
gebundenen Peptide kdnnen erheblich variieren willers daher nur als Naherungen
angesehen werden. Verglichen wurde der Anteil dekuBSdarstrukturen des gebundenen
Peptidpools fur jedes Protein mit dem Anteil der Sekundardtrtdn der Peptide in der
gesamten Peptid-Bibliothek. Der Sekundarstrukteiantder Peptide wurde mit den
Programmen GOR3/4 (http://pbil.ibcp.fr; [242, 24Bipinformatisch ermittelt.

Alle untersuchten PDIs zeigen eine signifikante éeinerung vorg-Strangen in den
gebundenen Peptiden (s. Abb. 52). UnstrukturiegesiBhe {andom coi) sowie a-helicale
Elemente sind dagegen nicht angereichert. Die PRmdde flir bestimmte

Sekundarstrukturelemente variiert zwischen denedémen PDIs in geringem MalRe. ERp29
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zeigt z.B. im Vergleich zu den ubrigen PDIs einerggere Anreicherung vof-Strangen in
seinen gebundenen Peptiden. Die Peptide, welcheallen PDIs am starksten gebunden

werden, besitzen zudem einen deutlich héheren IArdaip-Strangen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 52: Einfluss der Sekundarstruktur von Pegiden auf die Peptid-Interaktion. Alle analysierten
PDIs zeigen eine statistische Anreicherung e8trangen in ihren gebundenen Peptiden. Unstrigkteri
Bereiche fandom coi} sowie a-Helices sind dagegen nicht angereichert. Zwisalhem einzelnen PDIs sind
geringe Unterschiede erkennbar. ERp29 und PDlpereitie geringste Praferenz fgiStrange. Das PDIx-
Fragment zeigt eine geringere Anreicherung geBtrangen sowie eine geringere Abreicherung osdrelicalen
Bereichen im Vergleich zum Wildtyp-Protein. Der Aitder verschiedenen Sekundarstrukturelementeein d
Peptiden wurde mit den Programmen GOR3/4 [242, 2A4]ttelt.

Die erhaltenen Resultate implizieren ein Zusammekami von spezifischen
Aminosauren (aromatische/basische Reste) und itenlichen Position bzw. Orientierung
bei der Peptid-Interaktion von PDIs. Es sollte gddnervorgehoben werden, dass die hier
ermittelte Praferenz fiB-Strange nicht bedeutet, das$elicale Bereiche und ungeordnete
Schleifen-Regionen von PDIs in keinem Fall gebunderden (vgl. Abschnitt 3.7.7.).
Ebenso ist auch eine Anpassung von PDIs an veosminge Sekundarstrukturen in ihren
Substraten durch einémduced-fitMechanismus denkbar.

Die Abreicherung vom-Helices in den gebundenen Peptiablsder jeweiligen PDIs
resultiert nicht aus der fehlenden Erkennung adtielices durch das verwendete Programm.
Beispielsweise wird dien-helicale Sekundarstruktur eines Peptids aus dé&etB: von
humanem Insulin (SHLVEALYLVC) korrekt erkannt (vgidb: 1ben [244]).

3.7.5. Interaktion mit humanen Peptid-Antigenen
Neben den bisher erwahnten PDI-Familienmitgliedeeigt AGR2 hinsichtlich der
Interaktion mit Peptiden einige Besonderheiten. RGkeist im Vergleich zu den anderen
PDIs eine erhdhte Peptid-Bindungskapazitat aufdDatcht gezeigt). Zudem bindet AGR2,
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ebenso wie ERp29, bevorzugt an Peptide mit sauresteR. Basische Peptide werden
dagegen nicht favorisiert (Daten nicht gezeigt)s Déeiteren konnte durch Verwendung von
PeptidArrays welche ca. 9.000 Peptide von humanen krankheugasrten Proteinen

tragen, gezeigt werden, dass AGR2 im Gegensatznderan ER-Chaperonen derartige

Peptid-Antigene statistisch haufiger erkennt (sb A&8).
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Abbildung 53: Interaktion von AGR2 mit krankheitsassoziierten Peptid-Antigenen.Mittels eines weiteren
PeptidArrays mit 9.218 unterschiedlichen Peptiden von humaneankheitsassoziierten Proteinen konnte
gezeigt werden, dass AGR2 das einzige untersucRt€aperon ist, welches bevorzugt an solche Peptide
bindet. Beispielsweise konnte fir AGR2 eine Praferiéir Peptide des humanen epidermalen Wachstutnsfak
Rezeptors 2 (Her2/ne@)), des Integrir3; (ITGB1) Proteingb), sowie des von Willebrand-Faktors (VWE)
nachgewiesen werden. Die anderen ER-Chaperonenzé#gegen keine derartige Praferenz fur diese depti

AGR2 scheint demnach als einziges untersuchtesHa@iienmitglied eine Rolle bei
der spezifischen Interaktion mit solchen kranklasis®ziierten Proteinen zu spielen (s.
Abschnitt 1.7.). Beispielsweise interagiert AGR2eidurchschnittlich haufig mit Peptiden
des humanen epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptdtée2/neu), welcher verstarkt in
Brustzellkarzinomen exprimiert wird. Dartber hindasinte eine bevorzugte Interaktion von
AGR2 mit Peptiden des von Willebrand-Faktors (vW&ewie des Integrifiy (ITGB1)
Proteins gefunden werden (s. Abb. 53). Beide Rretkbnnen ebenfalls bei der Progression
von malignen Tumoren beteiligt sein (s. Abschni®.&.). Die anderen untersuchten ER-

Chaperone zeigen dagegen keine bevorzugte Intenaktit derartigen Peptiden.
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3.7.6. Einfluss von Detergenzien auf die Peptid-Iataktion

Es ist bekannt, dass Detergenzien mit der Fahigkait PDI, Peptide zu binden,
interferieren [83, 93]. Die Verwendung von Deterzjen bei den Peptid-Bindungsstudien
mittels PeptidArrays erwies sich zur Blockierung unspezifischer Bindemgler Proteine an
die Glasoberflache als essentiell. Um bei der Aswlger Peptid-Interaktion unspezifische
Effekte durch die Verwendung von Detergenzien dusdten zu kénnen, wurden sowohl
unterschiedliche Konzentrationen (0,05-0,5 % (v/&@} auch verschiedene Arten an
Detergenzien (Triton X-100, Tween-20 und Chapspesetzt. Es zeigte sich, dass eine
Erhbhung der Detergenzkonzentration zu einer Veteming der Signalstarke
(Fluoreszenzintensitat) der gebundenen PeptidetefifParallel dazu erhdhte sich das
Hintergrundsignal durch unspezifische Bindung daoreszenzmarkierten Proteine an die
Glasoberflache des Peptikdrays Das Signal-zu-Hintergrund-Verhaltnis unterschidh
jedoch bei den einzelnen untersuchten PDIs deutlich

Um eine Variabilitat wahrend der Versuche zu mieiran und um die erhaltenen
Ergebnisse der jeweiligen PDIs untereinander vedgbar zu gestalten, wurde im
Inkubationspuffer einheitlich 0,4 % (v/v) Triton X380 eingesetzt. Dieses Konzentration
erwies sich hinsichtlich des Signal-zu-Hintergrorerhaltnisses als optimal. Es konnte
allerdings gezeigt werden, dass die Konzentratowies die Art des verwendeten Detergenz
zwar die Signalintensitat verandert, jedoch dietiddpindungsselektivitat der untersuchten

PDIs nur geringfugig beeinflusst (s. Abb. 54).
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Abbildung 54: Einfluss von Detergenzien auf die Pdj-Interaktion. Sowohl die Konzentratio(a) als auch

die Art des verwendeten Detergeft® haben einen signifikanten Einfluss auf die Pepliddungsselektivitat
von PDIs. Analysiert wurde die Peptid-Interaktiamnvluoreszenzmarkiertem ERp29 mittles Pepticays. Die
Verwendung von 0,1 % (v/v) Triton X-100 erhoht &ignalintensitat im Vergleich zu 0,4 % (v/v) Tritdk100

(a). Die Verwendung von Chaps als Detergenz fiihrt gagezu einer im Vergleich zu Triton X-100 niedrigier
Signalintensitat(b). Die Signalstarken der einzelnen gebundenen Repticeuen um einen festgelegten
Mittelwert (gestrichelte Linie). Nur einzelne geldeme Peptide mit hohen Signalintensitdten weichen
betrachtlich vom Mittelwert ab. Die Verwendung v@RDI-Antikorpern lieferte ein ahnliches Bild, wurdber

auf Grund einer signifikanten Anzahl an unspeZifest Bindungen durch den Antikoérper in folgenden
Versuchen nicht weiter bertcksichtigt.
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3.7.7. Vorhersage von potentiellen Bindungsepitopeauf PDI-Interaktionspartnern ( hot-
spotAnalyse)

Der fiur die Peptid-Interaktionsstudien verwendetepti®l-Array enthielt z.T.
Uberlappende Peptidsequenzen von 57 unterschiedliER-Proteinen sowie putativen PDI-
Interaktionspartnern (s. Tabelle 10, Anhang). Dmn wlen meisten PDIs am starksten
gebundenen und Uuberlappenden Peptidsequenbenrsfoty konnen direkt auf die
dreidimensionale Struktur des jeweiligen Proteibsrtragen werden. Damit ist es mdglich,
eine Kartierung der gebundenen PeptidsequenzemgR@quenz) auf der dreidimensionalen
Proteinstruktur (Sekundar- und Tertiarstruktur) 2orehmen. Dies erlaubt eine Vorhersage
der Bindungsepitope auf den PDI-Interaktionspartném Folgenden wurden nur Proteine

ausgewahlt, fur die bereits eine Interaktion mit4FBmilienmitgliedern beschrieben wurde.

3.7.7.1. RNaseA-Bindungsepitope
In Far-Western Analysen konnte eine Interaktion von mehreren PDist

immobilisierter denaturierter RNaseA nachgewieseerden (s. Abschnitt 3.6.5.). Des
Weiteren wurde RNaseA als Modell-Protein fur dieaAse der Oxidase-Aktivitat von PDI-
Familienmitgliedern verwendet. RNaseA enthalt \esulfidbriicken. Die Ubertragung der
gebundenen Peptid-Sequenzen auf die dreidimensidd@abktur von RNaseA zeigt, dass
hauptséachlich die Sequenzen der flexiblen Schlerfesler Nahe der beiden Disulfidbriicken
C126-C184 und C140-C195 gebunden werden (s. Ahb. 55

Abbildung 55: RNaseA-BindungsepitopeDie durch die meisten PDIs gebundenen Peptid-Seguebefinden
sich in rAumlicher Nahe der beiden Disulfidbriick&26-C184 und C140-C195 (in rot dargestellt). Miesifft
hauptsachlich die ungeordneten Schleifen-Regioweithe aromatische und basische Reste enthaltekbks.
76). Dagegen werden Sequenzen in der Nahe derrb8ielfidbricken C158-C210 sowie C165-C172 nicht
gebunden (in grun dargestellt). Die vier Disulfidbken sind markiert und jeweils als Kugel-Modeltgisstellt.
pdb: 1dza [245].
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Diese Sequenzbereiche enthalten aromatische umtha@®\minosauren (s. Abb. 76).
Im Gegensatz dazu, erfolgt keinerlei Interaktiort ®equenzen in der Nahe der beiden
anderen Disulfidbricken des Proteins. Es kann amgeren werden, dass nicht die
Cysteine/Disulfidbriicken selbst erkannt werden,deon die Interaktion maf3geblich durch

die raumlich benachbarten Aminosauresequenzemimastvird.

3.7.7.2. ERp29-Bindungsepitope

Die Kartierung der von den PDIs gebundenen Pepglidsezen auf der
dreidimensionalen Struktur des PDI-FamilienmitghiedERp29 zeigt, dass ausschliel3lich
Peptide gebunden werden, die von der N-terminbl&oméane stammen (s. Abb. 56). Eine
signifikante Bindung an Peptide, welche @Doméne entstammen, konnte nicht beobachtet
werden. Die meisten der erkannten Sequenzen befisidd auf der Proteinoberflache bzw.

sind partiell im hydrophoben Inneren integriert.

Monomer 1
|

[ )
b-Doméne

D-Domidne

Monomer 2

Abbildung 56: ERp29-Bindungsepitope.Dargestellt wurden diejenigen Reste auf der Pmoterflache von
ERp29, welche mittels Peptiray Bindungsstudien in den Peptiden identifiziert wamrddie mit den meisten
untersuchten PDIs interagieren. Die gebundenenid3epuenzen entstammen alle aus der N-terminiaden
Doméane von ERp29. Dagegen wurden keine Peptidendeby welche aus der C-terminal@iDoméane
stammen. Die von den untersuchten PDIs gebundeeeneBzen beinhalten u.a. die Dimerisierungs- und
putative Oligomerisierungsstelle von ERp29 sowie mhtentielle Substratbindungsstelle (Glustel) in derb-
Domane. Jedes ERp29-Monomer ist jeweils in grun. eNgrin dargestellt. DiB-Domane des Monomer 1 ist
in dunkelgriin dargestellt. Die von den PDIs gebmedeSequenzen sind in rot markiert. pdb: 2qc7 [24].

Die b-Doméne von ERp29 ist verantwortlich fir die Hommodrisierung des Proteins
und ausreichend fir die Interaktion mit Peptided, [236]. Die potentielle Substrat-
bindungsstelle innerhalb dd»-Domé&ne von ERp29 wird in raumlicher Nahe zu einem
charakteristischen TyGluster vermutet. Diese beinhaltet u.a. die hydrophobestdREBro65,
GIn70, Tyr64, und Tyr66 des Tyr-Clusters sowie RBhaid Tyrll5. Bei der Dimerisierung
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sind die Reste Gly37, Leu39, Asp42, Lys48, und RydBrb-Domane involviert. Daneben
wurde Uber eine Beteiligung der Reste Asp71, PheAt§122, Aspl23, Trpld4, Gly67,
Glu68, Gly97, und Asp98 bei der MultimerisierungWeRp29 spekuliert [24, 136, 246].

Die meisten der untersuchten PDIs interagieren fzegh mit den Sequenzen der
Domane von ERp29, welche potentiell bei der Sutistrdung beteiligt sind (TyElusten,
oder bei der Dimerisierung und Oligomerisierung Besteins eine Rolle spielen (s. Abb. 57).
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass bestiBengche innerhalb dé-Doméne nicht
nur fur die Homodimerisierung von ERp29 sowie fassken Substratbindung verantwortlich
sind, sondern moglicherweise auch bei der Intevaktnit anderen PDIs (und evtl. auch
weiteren ER-Chaperonen) beteiligt sind. Dies stimmitder Tatsache Uberein, dass ERp29 in
pull-down Experimenten in Komplexen zusammen mit BiP, Ciluéih und wahrscheinlich

auch mit PDI sowie ERp57 gefunden werden konnt@]Jf1(4. Tabelle 5, Anhang).

(@) (b)

L } W144 /J‘
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Abbildung 57: Gebundene Sequenzen der ERp29 b-DoménDie meisten PDIs zeigen eine verstarkte
Interaktion mit Peptiden, welche deiDoméne von ERp29 entstammen. Die gebundenen Sesjuémt) liegen
hauptsachlich im Bereich der putativen Substratimigdtasche (TyEGluster[24]; (a)) und Uberlappen mit der
beschriebenen Dimerisierungs- und Oligomerisiersiadie von ERp29 [24, 136, 244]). Die Reste, welche
die Substratbindungstasche bzw. Oligomerisieruaisstbilden, sind als Stabmodell dargestellt. Nicht
gebundene Reste sind in grin dargestellt. Die iBosit der wichtigsten Aminoséauren sind zuséatzlich
angegeben. pdb: 2qc7 [24].

3.7.7.3. PDI-Bindungsepitope

Es ist bekannt, dass d@-Doméne (zusammen mit einem Teil deDoméne) die
wichtigste Substratbindungsstelle von PDI darstallass aber auch die redox-aktiven
Doménen zur Substratinteraktion beitragen konn8n§8, 88]. Es wird zudem angenommen,
dass did'-Doméne mit ihrer Substratbindungsstelle zur Hommaglisierung von PDI beitragt
[112]. Die Ubertragung der von den verschiedenefs BBbundenen Peptidsequenzen auf die
dreidimensionale Struktur von PDI zeigt, dass sdvidgreiche im hydrophoben Inneren als
auch Reste auf der Oberflache des Proteins gebumeelen. Dies betrifft hauptséchlich die

Reste in unmittelbarer Nachbarschaft zum katalggacZentrum in beiden redox-aktiven
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Doménen (s. Abb. 58). Es werden v.a. die Sequegebnnden, die sich N-terminal zum
CGHC-Motiv dera2-Helix befinden, oder deris-Prolin Schleife zugeordnet werden kénnen.
Neben den katalytischen Zentren derunda’-Domane interagieren die untersuchten
PDIs mit Resten auf der Oberflache dr und b'-Domé&ne von PDI. Hierbei werden
hauptséchlich Sequenzabschnitte gebunden, dierikagaktstelle zwischen ddx- undb'-
Doméane liegen. Des Weiteren erfolgt jedoch nur eigeringe Uberlappung mit
Sequenzbereichen, welche die Substratbindungsgteiteden Resten F223, F232, H239,
L241, F243, 1284, F287, F288, L303) in derDomane beinhalten [86, 87, 120]. Die meisten
PDIs interagieren verstarkt mit den Resten aufvder der Substratbindungstasche raumlich
gesehen gegeniberliegenden Seitelded-ragmentes. Es kann angenommen werden, dass
diese Regionen eine alternative Rolle bei der Qtigsierung von PDI spielen. In Analogie
zur Interaktion von ERp57 mit Calreticulin, konnteme Reste auch bei der Interaktion von

PDI mit anderen ER-Chaperonen beteiligt sein.

a‘-Domane

a-Domane

b‘-Domane

b-Domane

Abbildung 58: PDI-Bindungsepitope.Die analysierten PDIs zeigen eine verstarkte Bigdam Peptide, welche
den redox-aktiven Domanen von PDI entstammen unthimittelbarer Nahe zum aktiven Zentrum (*) liegen.
Zusatzlich werden Sequenzbereiche lbleund b'-Doméane von PDI gebunden. Ein Grof3teil der hydrdeimo
Bereiche innerhalb déy'-Doméne, welche die Substratbindungstasche (*fem) werden nicht gebunden. Es
findet auch keine Interaktion mit Sequenzbereictiesix-linkers (x) statt. Gebundene Peptidsequenzen sind in
rot, nicht gebundene Peptidsequenzen sind in gakernzeichnet. Die Cys des aktiven Zentrums sisd al
Kugel-Modell dargestellt. pdb]: 1mek [247]; pdid'): 1x5c; pdbbb'): 2k18 [88].

Betrachtet man die Ladungsverteilung auf der Oéenié derb’-Doméne von PDI
zeigt sich, dass v.a. basische Sequenzabschnittengen werden. Eine Interaktion mit

negativ geladenen Bereichen aelinkersfindet dagegen nicht statt (s. Abb. 59).
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Abbildung 59: Ladungsverteilung der gebundenen Segqnzen der b'-Doméane von PDIAlle untersuchten
PDIs zeigen allgemein eine verstarkte Interaktioih $®quenzbereichen dé&'-Doméane von PDI, die eine
positive Ladung tragen (Abb. unten). Dagegen werdagativ geladene Peptide derDoméane kaum gebunden
(Abb. oben). Hervorzuheben ist, dass gdinker (Abb. oben; dunkelgrin) eine stark negative Ladtrégt.
Peptide, welche die Sequenz delinkers enthalten werden demnach von keinem der PDI-Fanmiitglieder
gebunden. Eine Ausnahme bildet ERp29, welches mileif derx-linker Region interagiert (Daten nicht
gezeigt). In der Abb. links sind die von den PDé&bgndenen Sequenzbereiche in rot dargestellt. Be fechts
zeigt das dazugehdrige qualitativ ermittelte elsdttische Oberflachenpotentiale défrDoméane von PDI
(negatives Potential = rot; positives Potentiallaulp. Die Abb. unten ist um ca. 90° gegenlber deren Abb.
gedreht dargestellt. pdi3): 3bj5 [86].

Die Sequenz des-linkers wird von keinem der untersuchten PDIs gebunderchAu
PDI selbst, sowie di®'-Doméane und dab'x-Fragment zeigen keinerlei Affinitat fir diese
Region. Eine Ausnahme bildet ERp29, das mit Secqethnitten deg-linkers interagiert
(Daten nicht gezeigt). Eine genauere Analyse derindsdiuresequenz des C-terminalen
Bereiches dez-linkers (MSQELPEDWD) lasst erkennen, dass diese kaum pyioe Reste
enthalt. Auf der anderen Seite zeigt delinker eine stark negative Ladung, was die
préaferentielle Interaktion mit ERp29 erklaren wirdeas von den negativen Resten
umgebene Trp347 alleine reicht vermutlich nichtdiive Interaktion mit PDIs aus.

Die fehlende Interaktion von PDI sowie dbXx-Fragmentes mit dem-linker in
Peptid-Bindungsstudien lasst vermuten, dass di¢idegpvelche die Sequenz dedinkers
enthalten nicht ausreichen, um den diesen aus wstiatbindungstasche degrDomane zu
verdrangen. Demnach waren hauptsachlich positadgele Peptide in der Lage, definker
aus der Substratbindungstasche Webomane zu verdrangen. Dies stimmt mit der Tatsache
Uberein, dass fur Peptid-Interaktionsstudien mitn dex-Fragment bisher nur die positiv
geladenen Peptida-Somatostatin und Mastoparan verwendet wurden [BBenso wére
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denkbar, dass die kovalente Assoziation xiéekers mit derb'-Domane dessen Flexibilitat
einschrankt bzw. dass detlinker durch Interaktion mit Bereichen dbt-Domane in eine
Konformation gezwungen wird, die eine Bindung deydrhophoben Reste an die

Substratbindungstasche ermdglicht.

3.7.7.4. ERp57-Bindungsepitope

Die von den verschiedenen PDIs gebundenen Epitopdest Oberflache von ERp57
zeigen in ihrer Gesamtheit starke Ahnlichkeit za debundenen Sequenzbereichen der PDI-
Oberflache (vgl. Abb. 58). Es werden hauptsachiRéptidsequenzen gebunden, die in
raumlicher Nahe zu den aktiven Zentren der beidetox-aktiven Domanen liegen. Im
Gegensatz zu PDI werden bei ERp57 fast ausscliie®equenzbereiche der katalytischen
PWCGHC-Konsensussequenz sowie benachbarte Rest@-Deméane gebunden (s. Abb.
60). Dagegen werden hauptséchlich SequenzecigBrolin Schleife erkannt, welche aus der
a-Domane von ERp57 abgeleitet sind (vgl. Abb. 58).

a-Domane a‘-Domaéne

b-Domdne

Abbildung 60: ERp57-Bindungsepitope. Nur wenige der von den verschiedenen PDIs gebwmden
Sequenzbereiche lassen sich deboméne von ERp57 zuordnen. Ein Grof3teil der gebomed Peptide
entstammt dea'-Domane. Hierbei werden insbesondere die Restakda®n Zentrums (*) mit dem PWCGHC-
Motiv sowie die dazu rdumlich benachbarten hydrdy@moBereiche gebunden. Das PWCGHC-Motiv der
Doméne wird hingegen nicht gebunden. Neben Seqeesizhen der redox-aktiven Doménen werden, in
Analogie zu PDI, auch Peptide des ERf7-Fragmentes gebunden. Gebundene Peptidsequenzeim giot
gekennzeichnet. Die Cys des aktiven Zentrums dinlegel-Modell dargestellt. pdb: 3f8u [98].

Analog zu PDI, werden auch diejenigen Sequenziesdievorzugt gebunden, welche
dembb'-Fragment von ERp57 zugeordnet werden konnen. Elievbrden hauptsachlich die
basischen Reste auf der Oberflache Webomane gebunden, die auch bei der Interaktion
von ERp57 mit Calnexin bzw. Calreticulin beteilgyhd (s. Abb. 61); [31, 116, 119]. Es kann
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daher angenommen werden, dass diejenigen Bereati®-Domane, die fur die Interaktion
von ERp57 mit Crt/Cnx verantwortlich sind, auch loeir Interaktion mit weiteren PDIs
beteiligt sind. Obwohl sich diebb'-Fragmente von PDI und ERp57 in ihrer
Aminosauresequenz signifikant voneinander unterdehe zeigen die von den verschiedenen
PDIs gebundenen Sequenzbereiche bemerkenswertdiatd@intUbereinstimmungen (vgl.
Abb. 58 und Abb. 60). Dies betrifft v.a. die zurbStratbindungstasche auf der raumlich
gegenuberliegenden Seite gelegenen Sequenzabscluatbb'-Fragmentes. Dies lasst
vermuten, dass die Aminosauresequenzen jener Berdiesbb’-Fragmentes evolutionar fur

eine Interaktion mit ER-Chaperonen optimiert wurden

@ o (b)

b-Domaéne

Abbildung 61: Ladungsverteilung der gebundenen Sem@nzen des bb'-Fragmentes von ERp5Die von
den PDIs gebundenen Peptidsequenzen entfallendéaitith auf die basischen Reste deDomane (K214,
K274 und R282; Stabchen-Modell), welche bei degraittion mit Calreticulin beteiligt sin@). In Analogie zur
b'-Domane von PDI werden negativ geladene Sequeniwn gebunden. In(c) ist das elektrostatische
Oberflachenpotential desb'-Fragmentes (negatives Potential = rot; positivetetial = blau) gezeigt. Die
gebundenen Peptidsequenzen sind in rot gekennztigidb: 3f8u [98].

3.7.7.5. Calnexin-Bindungsepitope

Die Ubertragung der durch die verschiedenen PDisiggenen Peptidsequenzen auf
die dreidimensionale Struktur von Calnexin zeigtsslverstarkt die Bereiche der globularen
Doméane gebunden werden, welche die Glucose-Birltegtait den Resten E217, Y186,
M189, K167, E426 und Y165) enthalten (s. Abb. §29]. Zudem interagieren die PDIs mit
Sequenzen, welche die labile Disulfidbriicke endmalDiese befindet sich raumlich gesehen
unterhalb der Glucose-Bindestelle der globularenmBrwe und tragt ebenfalls zur
Substratbindung bei (s. Abb. 62); [88]. Auf der geigberliegenden Seite der globuléren
Doméne wird ein zweiter hydrophober Sequenzbergetunden. Dieser beinhaltet in der
Struktur von Calnexin u.a. die EsBindestelle. Die Bindung von &ahat einen Einfluss auf
die Konformation des gesamten Proteins [248].

Neben Peptiden der globuldren Doméne von Calnexirden von den untersuchten
PDIs auch Sequenzbereiche des proximalen Teilsatg=nannten P-Arms gebunden (s. Abb.
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62). Die Interaktion mit diesen Peptiden ist jedoelativ schwach. Der P-Arm setzt sich v.a.
aus unstrukturierten Bereichen zusammen und ishran Pro-Resten. Wie aus Abb. 63
ersichtlich ist, interagieren die meisten der wuehten PDIs mit den proximalen Bereichen
des P-Arms, die ein positives elektrostatischeemiatl tragen. Dagegen interagiert ERp29
mit Peptidsequenzen des proximalen sowie des @st®-Arms, welche stark negative
Ladungen tragen. ERp29 bindet zudem verstarkt mgge negativ geladenen
Sequenzbereiche der Spitze des P-Arms, die auckldreinteraktion von Calreticulin mit
ERp57 beteiligt sind (s. Abb. 63); [31].

— globuldre Domane

P-Arm —

AN

;;\/{ )

Abbildung 62: Calnexin-Bindungsepitope. Die Kartierung der von den verschiedenen PDIs gdéoen
Peptide auf der dreidimensionalen Struktur der heden Doménen von Calnexin l&sst erkennen, dassivier
Sequenzbereiche der globuldren Doméane in unmiteibdachbarschaft zur Glucose-Bindestelle (*) gelaim
werden. Dariiber hinaus tritt eine Bindung an Segjereiche v.a. des proximalen Abschnittes der PsAanf.
Die Interaktion der PDIs mit Peptiden, welche dewirBh von Calnexin entstammen ist jedoch relatiwsath.
ERp57 bindet dagegen ausschlielich an Sequenberaler globuldren Doméane. Die Oberflache aller
gebundenen Sequenzen ist in rot wiedergegeben.ldbite Disulfidbriicke direkt unterhalb der Glucose-
Bindestelle ist als Kugel-Modell dargestellt. pdin [29].

Entgegen den Erwartungen bindet ERp57 ausschliefic die globulare Doméane,
insbesondere an Reste in Nachbarschaft der GliRiosestelle. Eine Bindung von
Sequenzbereichen des distalen Abschnittes des B;Anmmlcher bei der Interaktion von
ERp57 mit Calreticulin beteiligt ist, tritt nichuf Die fehlende Interaktion von ERp57 mit
diesen Bereichen lasst vermuten, dass 1. Die kiteravon ERp57 mit der P-Domane von
Calreticulin auf der Existenz von multiplen niedaffinen Kontaktstellen zwischen beiden
Proteinen beruht, die nur von strukturell intakt€alreticulin bereitgestellt werden kdnnen.
2. ERp57 nur in Kooperation mit weiteren Chaperoned/oder Cofaktoren (z.B. €& mit
Calreticulin interagiert. Dies geschieht méglicheise nur in Anwesenheit von entfalteten

(glykosylierten) Substraten. 3. ERp57 an die N-teaie globulare Domane von Calreticulin
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Uber hydrophobe Wechselwirkungen bindet, was wigderzu konformationellen
Anderungen innerhalb des Proteins filhrt und eingeraktion mit dem P-Arm (ber
elektrostatische Wechselwirkungen erlaubt. Des &veit wird vermutet, dass die globulare

Doméne von Cnx/Crt eine Polypeptid-Interaktionsstal der Nahe zur Glucose-Bindestelle

enthalt [248, 249]. Eine praferentielle Interakticon PDIs mit diesem Bereich ware ebenfalls
denkbar.

(b)

Abbildung 63: Ladungsverteilung der gebundene Sequeen des P-Arms von Calnexin.Nahezu alle
untersuchten PDIs binden an proximale BereicheRd&dsms von Cnx, welche ein positives elektrostéesc
Potential trager(a); (c). Die Interaktion mit diesen Peptiden ist jedoclatre schwach. Dagegen interagiert
ERp29 verstarkt mit Sequenzen der proximalen ursfadin Bereiche des P-Arn{®). Die von ERp29
gebundenen Peptide besitzen i.R. eine negativeriga@). Die Reste des dul3eren distalen Endes des P-Arms,
welche von ERp29 gebunden werden, zeigen eberalistark negatives elektrostatisches Potential sind

bei der Interaktion von Cnx/Crt mit db--Domé&ne von ERp57 beteiligt (*); [31]. Die von debls gebundenen
Sequenzbereiche sind jeweils in rot dargestell{c)rist das elektrostatische Oberflachenpotential Ridgms
(negatives Potential = rot; positives Potentialaulp gezeigt. pdb: 1jhn [29].

3.7.7.6. Erok-Bindungsepitope

Es konnte in neusten Studien gezeigt werden, das$oBn disulfidverknipften
Komplexen mit mehreren PDI-Familienmitgliedern usabderen ER-Chaperonen vorkommt
(s. Tabelle 5, Anhang); [54]. Des Weiteren wurdeeadirekte Interaktion von PDI mit Erel
in vitro nachgewiesen und es konnte gezeigt werden das lditssaktion hauptsachlich von
derb'-Domane von PDI vermittelt w6, 53]. Kirzlich wurde mittelé silico-Studien eine
Interaktion der POd'-Domane mit eineB-hairpin Schleife von Erod postuliert [250].

In Peptid-Bindungsstudien konnte in der vorliegendebeit gezeigt werden, dass alle
untersuchten PDIs mit Sequenzen interagieren,pdizifischen Bereichen auf der Oberflache
von Erol zugeordnet werden kdnnen (s. Abb. 64). Dies lfietnébesondere die basischen
Sequenzbereiche die raumlich unterhalb der regidaten Schleife liegen und fur die ein
Einfluss bei der Interaktion von PDI und ERp57 niitolo nachgewiesen werden
konnte [53]. Des Weiteren interagieren alle PDIsst&kt mit den hydrophoben Bereichen,
welche die Nukleotid-Bindetasche (FAD/FARBIndetasche) bilden. Dariiber hinaus konnte

eine Interaktion mit den Sequenzbereichen nachgewieverden, die das CXXCXXC-Motiv
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des katalytischen Zentrums enthalten bzw. zu diesammlich benachbart sind. Obgleich
angenommen wird, dass PDI mit den Cys-Resten dgula®rischen Schleifesfuttle
Cysteine) intermolekulare Disulfidbriicken ausbildeind durch diese indirekt
Oxidationsaquivalente auf PDI Ubertragen werdenpnk® in der vorliegenden Arbeit
keinerlei signifikante Interaktion der untersuchtIls mit Peptiden nachgewiesen werden,
welche dieshuttleCysteine der regulatorischen Schleife enthaltgh (47, 48]).

W272 |

Abbildung 64: Erola-Bindungsepitope.Gezeigt ist die dreidimensionale Struktur der @aehe von Erod.
Die untersuchten PDIs binden verstarkt an Peptwglche die basischen Sequenzbereiche unterhalb der
regulatorischen Schleife in der Nahe des aktivemrziens enthalten (). Zusétzlich werden die Segeereiner
hervorstehende-hairpin Schleife gebunden (I). Die Sequenzen weiterer géduoer Peptide lassen sich
Bereichen auf der rdaumlich gegentber liegendere ®fgis Proteins zuordnen (Abb. unten). Die unterie. Al
um ca. 180° im Vergleich zur oberen Abbildung gétir®ie gebundenen Sequenzen wurden in rot datjeste
Der FAD/FADH,-Cofaktor ist in Abb. Il in blau als Stabchen-Mddgézeigt. Es konnte keine Interaktion mit
Peptidsequenzen nachgewiesen werden, die der ragsthen Schleife (unterbrochene Linie) entstamrise
basischen Reste in der Nahe des aktiven Zentrujrsofvie der konservierte Trp-Rest gehairpin Schleife (1)
sind zuséatzlich als Stdbchen-Modell hervorgehobeie Cys des CXXCXXC-Motivs des katalytischen
Zentrums (*) sind in Abb. Il als Kugel-Modell dasggellt. pdb: 3ahq [53].
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Die hier erhaltenen Resultate implizieren, dasssRiMekt mit den Cys-Resten des
aktiven Zentrums interagieren kdnnen und durchedeesdiert werden. Da die Cys-Reste des
aktiven Zentrums von Eradpartiell in hydrophobe Bereiche des Proteins inéegund daher
nicht zuganglich sind, ist eine konformationelleuBturanderung dieser Regionen flr eine
Inteteraktion mit PDI notwendig. Eine derartige Kanmationsdnderung wurde bereits
angenommen [46, 49, 51, 53]. Die Peptid-BindungBstulassen ebenfalls vermuten, dass

neben PDI auch weitere PDI-Familienmitglieder miv I interagieren konnten.

3.7.7.7. BiP-Bindungsepitope

In pull-down Experimenten konnte eine Interaktion von PDIs BiR nachgewiesen
werden [54]. Mittels der Peptidsray Analyse sollten in der vorliegenden Arbeit moégéch
Sequenzbereiche in der dreidimensionalen StruldarRiP identifiziert werden, die bei der
Interaktion mit PDIs beteiligt sein konnten. Hiarbdeonnte gezeigt werden, dass die
verschiedenen PDIs eine starke Interaktion mit iBeptzeigen, welche der N-terminalen
Nukleotid-Bindungsdoméne (NBD) von BiP entstamnmerApb. 65).

Nukleotid-
Bindungsdomaine (NBD)

| Substrat-
Bindungsdomane (SBD)

Abbildung 65: BiP-Bindungsepitope.Die von den PDIs gebundenen Segenzbereiche entfelf. auf die N-

terminale Nukleotid-Bindungsdoméne (NBD). Diesehéifit die ATP/ADP Bindungstasche (*). Es werden
hauptsachlich Sequenzbereiche der NBD gebundennidielen Sub-Domanen Ib und llb Gberlappen. Diese
Bereiche sind bei der Interaktion von BiP mit Coa@bronen bzw. Nukleotid-Austauschfaktoren beteiligt
Zudem werden Peptide gebunden, deren Sequenze@-@eminalen Substrat-Bindungsdomane (SBD) sowie
derlinker-Region zugeordnet werden kénnen. Gebundene Sdogreizhe sind in rot dargestellt. Gezeigt ist die
dreidimensionale Struktur des Hitzeschock-verwam¢teat shock cognatéroteins Hsc70. pdb: 1yuw [251].

Die NBD enthéalt die ATP/ADP-Bindestelle. Innerhalbr NBD werden v.a. die Reste

der Sub-Domaéanen Ib und lIb gebunden. Diese Regisimghu.a. bei der Interaktion von BiP
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mit seinen Nukleotid-Austauschfaktoren und Co-Chapen beteiligt (s. Abschnitt 1.3.1.1.).
Neben gebundenen Sequenzbereichen der NBD findetsggnifikante Interaktion der PDIs
mit Peptiden statt, die der C-terminalen SBD sod& linker-Region zwischen beiden
Doméanen entstammen (s. Abb. 65). Fir kiser-Region ist bekannt, dass durch dessen
Konformation die Interaktion von BiP mit Substrateeeinflusst wird [10]. Die Interaktion
von BiP mit Co-Chaperonen und Nukleotid-Austausktuieen héngt zudem in hohem Mal3e
von der Konformation der NBD ab [10]. Es wére demkldass eine Interaktion von PDIs mit
den entsprechenden Regionen der NBD ebenfalls eliefluss auf den ATP/ADP-
Austausch und damit auf die Substratinteraktion Bdhhaben kdnnte.

3.8. Identifikation von Interaktionspartnern von ERp18 und ERp46 pull-down Analyse)

3.8.1. Identifizierung von ERp18-Interaktionspartnen

Uber die natiirlichen Interaktionspartner der veiet#nen Mitglieder der PDI-Familie
ist bisher nur wenig bekannt. Vor Kurzem konntenhreee Interaktionspartner u.a. von
ERp57, ERp46, P5 und ERp18 identifiziert werden.[# diesen Studien wurden allerdings
ausschlief3lich kovalente disulfidverkntpfte PDlelratktionspartner mittels Cysteirapping
Mutanten analysiert (s. Abschnitt 1.4.1.). In derliegenden Arbeit sollten daher auch nicht-
kovalente Interaktionspartner von ausgewahlten Pitelspull-downAnalysen identifiziert
werden. Im Speziellen sollte die Substratinterakti@r katalytischen Domanen von ERp46
naher untersucht werden. Neben ERp46 wurde auchl&Rjr die pull-down Analysen
ausgewahlt, da es sich lediglich aus einer einzigerihnlichen katalytischen Domane
zusammensetzt. Storende "Nebeneffekte" von zusiériiDoméanen sollten damit vermieden
werden. Die identifizierten Interaktionspartner dexi Proteine sollten im Anschluss
miteinander verglichen werden.

Fur die pull-down Analysen wurden Mikrosomenpraparationen aus marine
Lebergeweben verwendet (s. Abschnitt 2.2.2.12).diesen sollten die ER-Proteine in
angereicherter Form vorliegen. Die Mikrosomen wardater reduzierenden Bedingungen
durch Detergenzien aufgeschlossen und mit an CMNPh&ose immobilisierten PDIs
inkubiert. Die Immobilisierung fuhrt wiederum zwner Erhdhung der Bindungsstarke durch
lokal hbhere Protein-Konzentrationen. Nach mehr&@schschritten der Matrix konnten die
gebundenen Proteine unter denaturierenden Bedieguelgiert werden. Die Waschschritte
wurden flir eine ausreichend spezifische Bindung, ddeichzeitige mdglichst geringer

Kontamination mit unspezifisch interagierenden &ren, optimiert. Als Kontrolle fur
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unspezifische Bindungen wurde stets immobilisie@&sT verwendet. Anschlie3end erfolgte
die Analyse der gebundenen Proteine mittels diskoigrlicher 2D-PAGE (s. Abb. 66).

ERp18 pull-down GST pull-down
‘ - H .:‘5)“-\)\.._ S

H 10 ERp46 pull-down JH 3 oH 10 ERp29 pull-down

Abbildung 66: ERp18- und ERp46pull-down. Mikrosomale Proteine aus muriner Leber wurden mit
immobilisiertem ERp18, ERp46, ERp29 bzw. GST inkubiEs konnten 34 spezifische Protspotsfir ERp18
bzw. 23 spezifischepotsfir ERp46 mittelspull-down Analyse und nachfolgender Auftrennung der elurerte
Proteine im 2D-SDS-PA-Gel identifiziert werden. mdische spots welche durch GST gebundene Proteine
darstellen, kamen fur die weitere Analyse nichtBatracht. Die fir ERpl18 und ERp46 als einzigartig
identifizierten spots wurden anschlieBend aus dem Gel gepickt und ms@skinometrisch analysiert. Im
Vergleich zur GST-Kontrolle konnten fir ERp18 unf6 weitaus mehr Protegpotsgefunden werden, was
auf eine Spezifitat der Proteinbindung hindeutetrwéndet wurden diskontinuierliche Gele (25,5 c20xcm)
mit einem PA-Gradienten von 5-15 % (v/v) und eineicht-linearen pH-Bereich von 3-10. Die Farbung der
Proteinspots erfolgte mittels kolloidalem Coomassie. Die Gelerrden anschlieBend in dgBl bis zum
gewiinschten Grad entfarbt und fur die Auswerturgjtalisiert. Die mit (*) gekennzeichneten Protaipets
stellen dimeres GST bzw. ERp29 dar. Fir ERp18 URp4db konnten keine dimeren Proteine detektiert emrd

Durch Vergleich despotMuster zwischen den PDIs und der GST-Kontrolle deur
identischespotsfir die weitere Analyse ausgeschlossen. Mit di@dethode konnten fir
ERp18 34 spezifischepotsund fir ERp46 23 spezifischepotsidentifiziert werden. Fir
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ERp29 konnten in friheren Arbeiten 72 spezifischpots detektiert werden. Die
unterschiedliche Anzahl an gebundenen Proteineegsiti die verschiedenen Substrat-
Bindungskapazitaten der jeweiligen PDIs wider. Inryleich zur GST-Kontrolle binden
PDIs an eine groBere Anzahl mikrosomaler ProteDi identifizierten spots wurden
anschlieBend aus dem Gel herausgetrennt und mpsk&oesnetrisch analysiert
(durchgefihrt in der Arbeitsgruppe Dr. H. Urlauba¥Planck-Institut fir Biophysikalische
Chemie; Gottingen). Die Proteine wurden proteotytiserdaut und die Peptidsequenz durch
Bestimmung der molekularen Massen der Bruchstidgatifiziert. Die Peptide wurden im
Folgenden mittels einer Datenbankanalyse (MASCQGithnhrem Vorkommen in Proteinen
untersucht. Durch die Analyse konnten sowohl Pneteides ER-Lumens als auch
sekretorische Proteine identifiziert werden. Membrateine lassen sich dagegen auf Grund
ihres hydrophoben Charakters durch die verwendeg&thddle nur schwer identifizieren.
Einige der fur ERp18 und ERp46 identifizierten hat@ionspartner sind in Tabelle 3 und
Tabelle 4 gezeigt. Die identifizierten Proteine dem anschlielend hinsichtlich ihrer

Funktion sowie zellularen Lokalisation geordnetABb. 67 und Tabelle 3).

| Stoffwechsel

M Zellstruktur/Zytoskelett

[ Proteinbiosynthese

~ Olipidbiosynthese

\ = Chaperon

M Transport/Sekretion

[1 Redox-Regulation

O Replikation/Zellproliferation

@ Blutgerinnung/Komplementsystem

O Signaltransduktion

Abbildung 67: Klassifizierung der mit ERp18 interagierenden Proteine.Die mittels pull-down Analyse
identifizierten Interaktionspartner von ERp18 wurdentsprechend ihrer Funktion innerhalb der Zedle (
Legende rechts) untergliedert. Fir ERp18 konntenuBterschiedliche Proteine identifiziert werdenn Ei
Grol3teil entféllt auf Proteine des Stoffwechsets, [roteinbiosynthese und Komponenten des Zytotgelees
Weiteren konnten mehrere Proteine des sekretonséfeges (Transport/Sekretion) als Interaktionsgarion
ERp18 identifiziert werden (herausgenommener Abisciim Diagramm).

Ein Groliteil der gefundenen Proteine entstammt &etiGolgi-Netzwerk bzw. ist
Membran-assoziiert (Proteine des intrazellularemidensystems). Daruber hinaus wurden
sekretorische und mitochondriale Proteine sowietditte des Zellkerns gefunden. Ein
geringer Teil der identifizierten Proteine konntend Cytoplasma zugeordnet werden. In

diesem Fall handelt es sich vermutlich um Proteidie, auch mit Membranproteinen
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assoziiert vorliegen kénnen und bei der Mikrosom&paration innerhalb der Mikrosomen

eingeschlossen wurden. Derartige Kontaminationem&muim Weiteren nicht beriicksichtigt.

Protein-Name Gen- | UniProt- N Lokalisation Allgemeine
Name | Nummer | (Peptide) Funktion
Ostradiol-1/-beta- Akrlc6 P70694 12 ER Lipidbiosynthese
Dehydrogenase
Chaperonin-enthaltendes Cct6a, Q52KG9, 18 Cytoplasma, Chaperon
Tcpl, Untereinheit 6a mCG Q3U4U6 Mitochondrien
(Zeta), (Gamma) 8828
DnaJ (Hsp40)-Homologg, mCG Q5NTYO 5 Cytoplasma, Chaperon
Subfamilie A-Mitglied 1 9817 Membran
Poly(rC)-bindendes Pcbpl P60335 8 Nucleus, Proteinbiosynthese,
Protein 1 Cytoplasma Chaperon
SEC23A, SEC23B, Sec23a, | Q01405, 136 ER, Golgi Transport, Sekretion
SEC13-ahnliche 1 Sec23b | A2ANAO
Isoform b
Dynamin-ahnliches Dnm2 Q3T9X3 72 ER, Golgi Transport, Sekretion
Protein
Vesikel-fusionierende Nsf P46460 16 ER, Golgi Transport, Sekretion
ATPase
Peroxiredoxin 1 Prdx1 P35700 24 ER, Redox-Regulation
Mitochondrien
Aldehyd-Dehydrogenase Aldhl6al| Q57119 12 ER Stoffwechsel, Redox-
16-Familienmitglied A1, Regulation
Isoform a
Plasminogen Plg P20918 34 sekretiert Blutgerinnung,
Komplementsystem
Elongationsfaktor-1- Eeflal P10126 21 Cytoplasma Proteinbiosynthese
alpha 1
ATP-abhéngige RNA- Ddx1 Q91VR5 28 Cytoplasma*, Replikation,
Helicase DDX1 Nucleus Zellproliferation

Tabelle 3: Identifizierte Interaktionspartner von ERp18. In der Tabelle sind einige der mittgsill-down
Analyse gefundenen Interaktionspartner von ERplBphaft zusammengefasst. Insgesamt konnten 31
unterschiedliche Proteine identifiziert werden. e handelte es sich hauptsachlich um Proteinishe@edem
ER/Golgi-Netzwerk entstammen bzw. Membran-assdzsieid (Proteine des intrazellularen Membransysfems
Daruber hinaus wurden sekretorische und mitochatelfroteine sowie Proteine des Zellkerns gefungém.
geringer Teil der identifizierten Proteine konntnd Cytoplasma zugeordnet werden. In diesem Falldiaes
sich vermutlich um Proteine, die auch mit Membratginen assoziiert vorliegen kdonnen und bei der
Mikrosomenpraparation innerhalb der Mikrosomen esodplossen wurden. Die ATP-abhangige RNA-Helicase
DDX1 kommt verstarkt bei Zellstress in cytoplasmeelien Granula (*) vor. Die Tabelle zeigt sowohl die
Protein-Namen als auch die dazugehdrigen eindeuti@en-Bezeichnungen. Des Weiteren sind die
Zugangsnummern (UniProt-Nr.) sowie die Anzahl ddentifizierten Peptide (N(Peptide)) angegeben. Die
Angaben zur Lokalisation und Funktion der Proteineirden groéftenteils deiSwiss-ProtDatenbank
(http://www.expasy.ch/sprotReleaseés5.4) entnommen.

Eine genauere Analyse der gebundenen Proteine dagg ERpl18 v.a. mit Proteinen
des sekretorischen Weges interagiert (s. Tabell&ERp18 interagiert mit den vesikularen
Transportproteinen SEC13 und SEC23. Des Weiteredevein Dynamin-verwandtes Protein
sowie eine Vesikel-fusionierende ATPase als Intgvakpartner von ERpl8 identifiziert.
SEC23- und SEC13- Proteine kommen in der Hulle skkretorischen (exozytotischen)

Vesikeln, den so genannten COPII-Vesikeln, vor. &ym und Vesikel-fusionierende
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ATPasen spielen eine Rolle bei der (z.T. ATP-ablging Vesikel-Fusionierung mit anderen
Zellkompartimenten und der Zellmembran. Hervorgamlwerden sollte ebenfalls die
Interaktion von ERp18 mit der mitochondrialen Pédase Peroxiredoxin 1. Eine Isoform
konnte ebenfalls innerhalb des ER gefunden wer#snist bekannt, dass Peroxiredoxine
nicht nur eine Rolle bei der Beseitigung von reakii Sauerstoffspezies, wie z.B;®4, in
der Zelle spielen, sondern dartber hinaus bei delatven Proteinfaltung beteiligt sind [57,
152]. Kirzlich konnte eine Interaktion von Perogiogin auch fiur weitere PDI-
Familienmitglieder, wie beispielsweise P5, nachgsen werden [54].

Im Falle von ERp18 konnte kurzlich auch eine kowtde Interaktion mit dem
Pentraxin-verwandten Protein PTX3, einer KomponeleteKomplement-Kaskade, gefunden
werden [54]. Interessanterweise konnte in der @gdinden Arbeit eine spezifische Bindung
von ERp18 an Plasminogen nachgewiesen werden. Plagimelt nicht nur eine Rolle bei der
Auflésung von Fibrin-Polymeren in Blutgerinnselgngern hat auch eine Bedeutung als
proteolytischer Aktivator von verschiedenen Zymagemles Komplementsystems, wie z.B.
den Faktoren C1 und C5. Der Nachweis von Plasmmadge Resultat von Kontaminationen
mit Blut wahrend der Mikrosomenpraparation, kannsgmschlossen werden. Das
Lebergewebe wurde perfundiert und mehrmals gespbd#s Weiteren wurden alle
Mikrosomenpraparationen fur die jeweiligepull-down Studien unter identischen
Bedingungen durchgefuhrt. Plasminogen konnte jeacit als Bindungspartner von ERp29
und ERp46 identifiziert werden, was auf eine spediie Interaktion mit ERp18 hindeutet.

Dartber hinaus interagiert ERp18 nur mit einer \echsweise geringen Zahl an Co-
Chaperonen (s. Tabelle 3). Bemerkenswert ist, dlssfalls eine gro3e Anzahl an Proteinen
identifiziert wurden, welche Komponenten des Zytisits darstellen (s. Abb. 67). Ob es sich
hierbei um eingeschlossene cytosolische Kontanainati handelt ist unklar. Denkbar wéare
auch eine spezifische Interaktion dieser Proteirie \fasikeln des sekretorischen Weges
wahrend ihres Transports zwischen den Zellkompariten. Die ATP-abh&ngige RNA-
Helicase DDX1 kommt verstarkt bei Zellstress inopyasmatischen Granula vor. Auf der
anderen Seite wurde keine Interaktion von ERpl18redbx-regulatorischen Proteinen wie
Erola, weiteren Peroxiredoxinen und PDIs gefunden. Aedhige spezifische ERpl8-
Interaktionspartner, die in einer aktuellen Studentifiziert wurden, konnten in dieser Arbeit
nicht nachgewiesen werden (vgl. [54]). Hierbei relted es sich jedoch um Interaktions-
partner, welche mit ERp18 kovalent tUber Disulfidik@&n verknlpft sind (Cysteimapping
Methode). Dagegen erfolgte dpull-downin der vorliegenden Arbeit unter reduzierenden

Bedingungen, so dass eine Bindung durch Disulficketi ausgeschlossen werden kann.
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3.8.2. Vergleichende Analyse der Substratinteraktio von ERp46 und ERp29

Im Gegensatz zur ERp18 wurden fur ERp46 hauptsichlranslationsfaktoren (z.B.
Elongationsfaktor d) , Chaperone (z.B. DnaJ (Hsp40)-Homologe) abeth atesikulére

Proteine (z.B. SEC23A) als Interaktionspartner idfierert. Diese Proteine konnten u.a. auch

als spezifische Interaktionspartner von ERp29 g#dnnwerden, was wiederum auf eine

gewisse Redundanz bei der Substratinteraktion bietle(Daten nicht gezeigt). |

m

Unterschied zu ERp18 konnte fir ERp46 und ERp26 #iteraktion mit BiP nachgewiesen
werden. ERp46 bindet darliber hinaus auch an d@4 f#t4emologe (s. Tabelle 4).

Protein-Name Gen- | UniProt- N Lokalisation Allgemeine
Name | Nummer | (Peptide) Funktion
Elongationsfaktor-1- Eeflal P10126 24 Cytoplasma Proteinbiosynthese
alpha 1
BiP Hspab P20029 54 ER Chaperon
Hsp71-verwandtes Protein Hspa8 P63017 28 Cytoplasma, Chaperon
(hsc71) Melanosomen
SEC23A Sec23a| Q01405 15 ER, Golgi Transport, Sekretipn
DnaJ (Hsp40)-Homologe, mCG Q5NTYO 5 Cytoplasma, Chaperon
Subfamilie A-Mitglied 1 9817 Membran
Peroxisomale Sarcosin-| Pipox Q9D826 6 Peroxisomen Stoffwechsel,
Oxidase Redox-Regulation
4-Hydroxyphenylpyruvat-| Hpd P49429 2 Cytoplasma, Stoffwechsel,
Dioxygenase Membran Redox-Regulation
ATP-abhéngige RNA- Ddx1 Q91VR5 28 Cytoplasma*, Replikation,
Helicase DDX1 Nucleus Zellproliferation
Major vault protein Mvp Q922X6 44 Kernpore, Signaltransduktion,
Cytoplasma Transport

Tabelle 4: Identifizierte Interaktionspartner von ERp46. Pull-down Analysen zeigen eine spezifische
Interaktion von ERp46 mit 24 mikrosomalen ProteinBies sind v.a. Proteine des Stoffwechsels und der
Redox-Regulation, aber auch verschiedene ChapelomeGegensatz zu ERp18 konnte nur SEC23A als
potentieller Bindungspartner von ERp46 identifizieerden. Eine Interaktion von ERp46 mit Peroxinadet,
welche in neusten Studien beschrieben wurde, kgadteh nicht nachgewiesen werden (vgl. [54]). Dieruht
vermutlich auf der Anwendung von reduzierenden Bgdngen wahrend dqsull-down Die Tabelle zeigt
sowohl die Protein-Namen als auch die dazugehorgeteutigen Gen-Bezeichnungen. Des Weiteren dmd d
Zugangsnummern (UniProt-Nr.) sowie die Anzahl daentifizierten Peptide (N(Peptide)) angegeben. Die
Angaben zur Lokalisation und Funktion der Proteineirden groftenteils deiSwiss-ProtDatenbank
(http://www.expasy.ch/sprotReleases5.4; [211]) entnommen. Zu (*) s. Tabelle 3.

In frherenpull-down Studien konnte gezeigt werden, dass ERp29 aucllenitER-
Chaperonen Calreticulin und weiteren PDIs intenagi#42]. ERp18 und ERp46 zeigen

dagegen ipull-down Studien der vorliegenden Arbeit keine Interaktioih Crt. Die alleinige

Bindung von ERp29 an Crt lasst sich in Analogiedem Ergebnissen der Peptid-Bindungs
Analysen interpretieren. In diesem Fall ist ERp28 dinzige PDI-Familienmitglied, dass an
die stark sauren Bereiche des P-Arms von Crt binDetse verstarkte Assoziation Uber
elektrostatische Wechselwirkungen macht den ERp29%Gmplex vermutlich stabiler. Die

schwacheren hydrophoben Wechselwirkungen mit derkGpf-Doméne und den anderen
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PDIs reicht wahrscheinlich nicht fur den Nachweistets pull-downAnalysen aus. Auch im
Falle von ERp46 beruht die fehlende Interaktion Bndilo und Peroxiredoxin vermutlich auf
den reduzierenden Bedingungen, unter denepuedowndurchgefihrt wurde (vgl. [54]).

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass durch @émieptespull-downVerfahren mit
immobilisierten PDIs auch deren nicht-kovalémteragierende Substrate identifiziert werden
konnen. Diese Methode macht eine kovalente Verkmgpfler PDI-Interaktionspartner z.B.
mittels cross-linkingoder Cysteirtrapping-Mutationen Uberflissig. Zusatzlich verdeutlichen
die hier gewonnenen Ergebnisse die vorhandene Radann der Substratbindung von PDls,

zeigen auf der anderen Seite aber auch eindeutigerd¢hiede in deren Substratspezifitat.

3.9. Identifikation und Charakterisierung von niedeamolekularen PDI-Liganden

3.9.1.In vitro-screeningmittels Peptid-Arrays

Fur ERp29 konnten kirzlich durchin silico-Analysen mehrere tausend
niedermolekulare Substanzen identifiziert werdere potentielle Liganden des Proteins
darstellen. Folgendm vitro screeningExperimente von etwa 200 dieser Substanzen mittels
PeptidArrays zeigten eine mdgliche Inhibierung der Peptid-Bimgl von ERp29 durch funf
der getesteten Substanzen [142]. @lticago Sky BIu€CSB; s. Abb. 69) konnte im Rahmen
dieser Arbeit eine strukturell homologe Verbinduidgntifiziert werden, welche eine
verbesserte Loslichkeit in wassrigen Losungen astwmd die Bindung von PDI an Modell-
Peptide ebenfalls inhibiert (s. Abb. 68).

PDI - CSB PDI + CSB

Abbildung 68: Inhibierung der Peptid-Interaktion von PDI durch CSB. Durch n vitro screening
Experimente mittels Peptiflfrays konnte CSB als potentieller PDI-Inhibitor iderttiért werden. Im Vergleich
zur Kontrolle (PDI ohne CSB, links) verringert diegabe von CSB die Fahigkeit von PDI zur Interaktioit
Peptiden (rechts). Die Inhibierung der Peptid-Bimglist exemplarisch fur PDI gezeigt, konnte jedaakh fur
weitere PDIs nachgewiesen werden (Daten nicht ggzé&is wurden jeweils 0,5 pM fluoreszenzmarkie R&d
sowie 1 uM CSB verwendet. Die PepAdrays wurden nach der Inkubation, wie unter Materialigmd
Methoden beschrieben, mehrfach gewaschen. EingpRadipn des Proteins durch CSB trat nicht aufr Bead
der Inhibierung der Peptid-Interaktion konnte jadowir qualitativ bestimmt werden, da Kontroll-Expeznte
eine signifikante Signalverminderung der Fluoregi@ensitat QuenchEffekt) durch CSB ab einer
Konzentration von ca. 10 uM zeigten (Daten nicteeggt). Der Peptidhrray enthielt 130 Modell-Peptide, fir
die eine Bindung an ERp29 beschrieben wurde.
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Die chemische Struktur von CSB setzt sich aus eiagmmatischen, polycyclischen
Grundgerist mit mehreren funktionellen Gruppen musan (s. Abb. 69). Damit zeigt CSB
die charakteristischen strukturellen Eigenschafteon bisher identifizierten nieder-
molekularen PDI-Inhibitoren [126]. Die chemischembStanzen wurden vonNational
Cancer Institute(NCI, USA) in Form von 9@éwell Aliquots zur Verfugung gestellt. CSB

wurde kommerziell erworben.

weq
N s0;
CH,0 OH NH,
NH, OH O OCH,

Chicago Sky Blue (CSB)

Tetra-Natrium-6,6'{(3,3'-dimethoxy[1,1'-biphenyl]-4,4'-
diyl)bis(azo)]bis[4-amino-5-hydroxynaphthalen-1,3-disulfonat]

Abbildung 69: Chemische Struktur des potentiellen BI-Inhibitors Chicago Sky Blue (CSB). CSB
(ProtaminSky Blue Direct Blue Evans Blug gehort zur Klasse der Azofarbstoffe und setzt simlekular aus
einem polycyclischen aromatischen Grundgeriist (Ngfhund Biphenyl-Rest) mit Amino-, Hydroxy- und
Sulfonsaure-Gruppen zusammen. Darliber hinaus er@is8 zwei Methoxy-Gruppen. Die Gesamtladung des
Molekils betragt -4. Das Azobenzidin-Grundgeristrkgedoch innerhalb des Organismus zu cancerogenen
aromatischen Aminen metabolisiert werden.

Nachfolgende Kontroll-Experimente zeigten eine sikgnte Signalverminderung der
FluoreszenzintensitatggenchEffekt) durch CSB ab einer Konzentration von ca. M
(Daten nicht gezeigt). Da fir die Inhibierungsstéuiddie Substanzen mit einer Konzentration
von nur 1 uM eingesetzt wurden, spielt dprenchEffekt fir die qualitativ getroffenen
Aussagen vermutlich keine Rolle. Eine quantitatweswertung der Inhibierung der Peptid-

Bindung von PDls ist mit dieser Methode daher nmakiglich.

3.9.2. Analyse der Bindungsspezifitat

Es sollte nunmehr eine direkte Interaktion von G8iBPDIs nachgewiesen werden.
Die Analyse der Bindung von CSB an PDI mittels Faszenzspektroskopie zeigte eine
moderate bis schwache Interaktion. Die apparent&soRiationskonstante lag bei ca.
12,2 uM (s. Abb. 70). Die realen Dissoziationskangtn konnten jedoch nicht ermittelt
werden, da CSB auf Grund der geringen Loslichkigihtnim Uberschuss eingesetzt werden
konnte. Auch die Verwendung hoéherer Proteinkonagioinen scheitert am Auftreten von
PDI-CSB-Aggregaten.
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Fur CSB konnte zudem eine direkte Interaktion mDISP durch Affinitats-
chromatographie nachgewiesen werden. Hierbei wurlenverschiedenen PDIs an eine
CSB-Sepharose-Matrix gebunden (s. Abb. 70). Diek8tder Bindung an CSB variiert bei
den einzelnen PDIs und hangt vermutlich von derbarfliicheneigenschaften ab. Uber die
genaue Spezifitdt der Interaktion kann nur speKuleerden, da fir eine Vielzahl an
niedermolekularen und hydrophoben Substanzen einduBg an PDI detektiert werden
konnte (s. Abschnitt 1.8.).

(@)

(b)

CSB-Affinitatschromatographie

ERp57 P5 ERp29 ERp18
e RS g——

relative Fluoreszenzintensitat (b.E.)

024 y=B[CSBJ/K,+[CSB]
K,(CSB)=12,2+ 1,1 uM
O’O-I T T T T T
0 20 40 60 80 100

[CSB] (M)

Abbildung 70: Interaktion von CSB mit PDIs. Mittels Fluoreszenzspektroskopie wurde die Intgoakvon
CSB mit PDI analysierta). Die Interaktion ist relativ schwach mit einer apgnten Dissoziationskonstante von
ca. 12,2 uM. Die reale Gleichgewichtskonstante kmjgdoch auf Grund von Léslichkeitsproblemen nigtsdr
Methode nicht bestimmt werden. Fir die Fluoreszeassaungen wurden jeweils 2 uM PDI und verschiedene
CSB-Konzentrationen eingesetzt. Gemessen wurdeeiber Anregungswellenldnge von 295 nm und einer
Emissionswellenlange von 340 nm. Dfér der Messwerte erfolgte durch eine hyperbolischekfon unter
Annahme einer Sattigung der Bindung. Die verschiedePDIs binden zudem direkt an CNBr-Sepharose
gekoppeltes CSBb). Die Starke der Bindung an CSB variiert bei derzeinen PDIs und hangt vermutlich von
deren Oberflacheneigenschaften ab. Die einzalb®méane von ERp18 bindet CSB am schwachsten. Kir di
jeweiligen PDIs wurden identische Proteinmengegesetzt. Die CSB-Sepharose-Matrix wurde mehrfadch, w
unter Materialien und Methoden beschrieben, gevasckluiert wurde mittels SDS-Ladepuffer. Die Probe
wurden anschlieend auf ein 12 %iges SDS-PA-Geglet#fgen und mittels Coomassie detektiert.

3.9.3. Einfluss auf die katalytische Aktivitat

Um den Einfluss von CSB auf die katalytische Ak&ivivon PDI zu untersuchen,
wurde der RNase-Rickfaltungstest angewandt. Hiedegjt CSB eine konzentrations-
abhangige Inhibierung der PDI-katalysierten oxiti Rickfaltung von RNase A (s. Abb.
71). Bei einer Konzentration von ca. 50 uM CSB d&gttdie Renaturierungsausbeute noch ca.
18 %. Die halbmaximale Inhibierung der katalytisthiktivitat von PDI durch CSB (l6e-
Wert) betragt ca. 26 UM (s. Abb. 71). CSB stellmgoeinen moderaten bis schwachen
Inhibitor fur die Oxidase-Aktivitat von PDI dar. D&influss von CSB auf die Reduktase-
Aktivitat von PDI konnte nicht untersucht werdera @SB im Insulin-Reduktionstest zur

Préazipitation von Insulin und/oder PDI flhrt. Aukrdanderen Seite konnte unter den
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Bedingungen der RNase-Renaturierung keine Praugntabeobachtet werden und die
gemessene Proteinkonzentration anderte sich nixde( nicht gezeigt). Der pH-Wert bei
50 uM CSB anderte sich im Reaktionsansatz eberifallsn. Die eigentliche, durch RNase A
katalysierte Reaktion der Spaltung von cCMP zu CMitd durch CSB ebenfalls nicht

negativ beeinflusst (Daten nicht gezeigt).

(a) (b)
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Abbildung 71: Inhibierung der Kkatalytischen Aktivita von PDI. Die PDl-katalysierte oxidative
Renaturierung von reduzierter, denaturierter RN&adeann durch steigende KonzentrationenGinicago Sky
Blue inhibiert werden(a). Bei einer Konzentration von ca. 50 uM CSB betdigt katalytische Aktivitat von
PDI nur noch etwa 18 % im Vergleich zur Kontrall§. Der IGg-Wert liegt mit ca. 26 pM relativ hoch. Dér

der Messwerte erfolgte durch sigmoidale Anpassénggetragen wurden die maximalen RNase-Aktivitaten
nach 30 min. Verwendet wurden 2 uM PDI und 5 pMatemnerte und reduzierte RNase A. Die Bestimmung
der Proteinkonzentration mittels Bradford-Test #eigfeinerlei Anderung bei den unterschiedlichen €SB
Konzentrationen (Daten nicht gezeigt). Eine Praaffun konnte ebenfalls nicht beobachtet werden.

Uber den genauen Mechanismus der Inhibierung ddatixen RNase-Renaturierung
durch CSB kann jedoch keine Aussagen getroffen everdda die Reaktion einen
Mehrstufenprozess darstellt, an dem sowohl diel\katehe Aktivitat als auch die Chaperon-
Eigenschaft von PDI beteiligt sind. CSB konnte zndeinen Effekt auf die unkatalysierte
Renaturierung von RNase A besitzen, in dem bespaise bestimmte Faltungsintermediate
durch den hydrophoben Inhibitor stabilisiert werdéuf welche Weise CSB mit PDI
interagiert bleibt ebenfalls ungeklart. Eine Binduem hydrophobe Bereiche des Proteins ist
auf Grund der hydrophoben Eigenschaften von CSBrsghkinlich. Die Bindung von CSB
in der Nahe des katalytischen CXXC-Motivs ist eladiafdenkbar. Eine kovalente Bindung
von CSB an das Protein kann allerdings ausgesd@nosgerden, da die PDIs unter
denaturierenden Bedingungen von der CSB-Sepharasex\luiert werden konnten.

Die direkte Analyse der Beeinflussung der Chapétmenschaft von PDI durch CSB
mittels Citratsynthase-Aggregationstest konnte tnaffiolgen, da CSB selbst die thermale

Aggregation von Citratsynthase inhibiert.
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4. Diskussion

Die Bedeutung von PDIs bei der Proteinfaltung uftt@ualitatskontrolle macht sie
zum Gegenstand aktueller Forschung auf diesem Gdhie Bestimmung der molekularen
Grundlagen der Substratinteraktion von PDIs sdfite katalytische Aktivitat und Chaperon-
Funktion besser erklaren. Im Fokus dieser Arbeiandt die Untersuchung der
Substratspezifitdt von 8 verschiedenen PDIs mitdels Hochdichte-Peptidsray Methode,
Far-Westerninteraktionsstudien sowie nicht-kovalenfarll-down Analyse. Einen weiteren
Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit bildete diauldinrelle und funktionelle Analyse des
bisher weniger gut charakterisiserten PDI-Familiggiedes ERp46 sowie die Bestimmung
des Substratinteraktionsmechanismus der KkatalgisctDomanen. Die strukturellen
Eigenschaften von ERp46 sollten zudem mit dem P&mblogen P5 verglichen werden.
Darlber hinaus sollte der Beitrag der putatibeBomane von P5 auf dessen Struktur und

Funktion naher untersucht werden.

4.1. Allgemeine strukturelle und funktionelle Eigeschaften von ERp46 und P5

4.1.1. Der Domanen-Aufbau bestimmt die Oligomeristeng von ERp46 und P5

Der Oligomerisierungsgrad von PDI wurde in der \A&grgenheit kontrovers diskutiert,
da sowohl monomere als auch dimere und tetramenedfo nachgewiesen wurden [234,
252-255]. In jungsten Studien konnte jedoch gezevgtden, dass PDI in Lésung ein
Gleichgewicht zwischen monomerer und dimerer Sgeaifweist, wobei angenommen wird,
dass dieb'-Domane fir die Dimerisierung von PDI verantwottlist [112]. Dartber hinaus
wurde ein Modell etabliert, bei dem deilinker sowohl die Substratbindung als auch die
Dimerisierung von PDI beeinflusst [86, 87, 112].eDKristallstruktur von PDI1p aus
Saccharomyces cerevisiaapliziert ebenso eine Dimerisierung, die v.a. rithe b- undb’-
Doméanen vermittelt wird [85, 100]. Neben PDI konntuch fir ERp29 eine
Homodimerisierung tber seine N-terminakdomé&ne nachgewiesen werden [24, 136, 246].
Fur das PDI-Familienmitglied ERp18 wurden bishewaol monomere als auch dimere
Formen beschrieben [160, 161]. P5 wurde in frihes&udien als Monomer und Trimer
nachgewiesen [129]. Fur PDIL2;3, einem P5-OrthatogeisOryza sativa konnten auch
Tetramere nachgewiesen werden [256]. Uber den @kgsierungszustand der restlichen

PDI-Familienmitglieder herrscht indes weitestgehemdlarheit (s. Tabelle 6, Anhang).
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Die Bestimmung des Oligomerisierungsgrades von BRpdttels analytischer
Gelfiltration deutete auf eine Dimerisierung de®tBins hin (s. Abb. 13 und Tabelle 1,
Anhang). Dagegen eluierte P5 als Tetramer. Die Adlwmmgen zum jeweiligen theoretischen
Oligomerisierungsgrad waren jedoch relativ hochxmi& % Abweichung; s. Abschnitt 3.3.).
Wie mittels analytischer Ultrazentrifugation am &®el von ERp46 gezeigt werden konnte,
liegt der Grund fur die beobachtete Abweichungenmicht-globularen Struktur des Proteins.
Der fur ERp46 ermittelte s-Wert von 3,0 S deutef &ine tendenziell gestreckte
Konformation des Proteins hin. Wie die Bestimmures d/olekulargewichtes zeigte, liegt
ERp46 als reines Monomer vor. Mittels analytisciBslfiltration konnte dariber hinaus
gezeigt werden, dass die isolierten katalytischem&nen von ERp46 und P5 als Monomere
vorliegen. Dies stimmt mit bisherigen Untersuchunger isolierten katalytischen Doméanen
von PDI Uberein, die ebenfalls als Monomere vodied112]. Es kann daher postuliert
werden, dass die katalytischen Doméanen von PDIt biei der Dimerisierung beteiligt sind.

Obwohl angenommen wird, dass P5 einen ahnlichenddemAufbau wie ERp46
besitzt (s. Abb. 5), zeigen beide Proteine ein nsoteedliches Laufverhalten wéhrend der
analytischen Gelfiltration (s. Abb. 79, Anhang).rB&rund hierflir liegt vermutlich in der
Beteiligung der C-terminalel-Domane von P5 bei dessen Oligomerisierung. Daneben
konnten auch Unterschiede in der Flexibilitat dexzelnen Doménen fur das verschiedene
Laufverhalten beider Proteine verantwortlich seigl.(Abschnitt 4.1.2.). Das Vorliegen von
ERp46-Monomeren wird dadurch bestatigt, dasputt-down Experimenten keine ERp46-
spotsin den 2D-PA-Gelen massenspektrometrisch idemrtizverden konnten (s. Abschnitt
3.8.). Daruber hinaus deuten die Daten aus dertallaguktur der ERp4&-Domane
ebenfalls auf keine physiologisch relevante Homedigsierung hin. Ein Einfluss der
Proteinkonzentration sowie der Losungsmitteleigbaien (pH-Wert, lonenstéarke,
Detergenzien) auf die Oligomerisierung von ERp48 Bb ware jedoch denkbar. Chaperone
und Faltungsenzyme liegen innerhalb des ER in kuneeter Form vor. Die lokale
Proteinkonzentration konnte dahein vivo einen signifikanten Einfluss auf die

Oligomerisierung von PDIs und damit auf deren Fiomkhaben.

4.1.2. ERp46 und P5 zeigen eine hohe intramolekukaFlexibilitat

Fur PDIlp ausSaccharomyces cerevisid@nnte in strukturellen Untersuchungen
gezeigt werden, dass das Protein eine starke sigcime Flexibilitat aufweist [85, 100].
Wahrend dadb'-Fragment eine relativ starre Einheit bildet, zeigke beiden katalytischen

Domanen unterschiedliche rdumliche Anordnungenkathe von humaner PDI weist die-
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Domane im Vergleich zum Ubrigen Teil des Proteisgito3te konformationelle Flexibilitat
auf. Die Flexibilitat wird hierbei durch dextlinker vermittelt [232]. Die konformationelle
Flexibilitdt des x-linker beeinflusst dartuber hinaus direkt die Interakton PDI mit
Peptiden [87, 232]. Fur die PDI-FamilienmitgliedERp57, ERp72 und ERp29 wurden
ebenfalls flexible Bereiche beschrieben [24, 981,1ZB7]. Es wird angenommen, dass die
intramolekulare Flexibilitdt der einzelnen Domandie Interaktion von PDIs mit ihren
Substraten maf3geblich beeinflusst.

Uber die intramolekulare Flexibilitat von ERp46 uR& gibt es bisher noch keine
genauen Erkenntnisse. Die Ergebnisse der analgtiscbelfiltration sowie analytischen
Ultrazentrifugation deuten jedoch auf eine konfaioreelle Flexibilitat zwischen den
einzelnen Domanen von ERp46 und P5 hin. Beide Pmtzeigen die Eigenschaften eines
nicht-globuléaren Proteins (vgl. Abschnitt 4.5.3.jttels limitierter Proteolyse konnte in dieser
Arbeit demonstriert werden, dass der ca. 20 Amin@saste langdéinker zwischen deia-
und der C-terminalea’-Domane von ERp46 die hdchste Protease-Sensitmitfiteist (s.
Abschnitt 3.5.3.). Im Gegensatz dazu zeigt bei Bb lishker zwischen N-terminalei-
Doméane und dea’-Doméne eine erhbhte Protease-Sensitivitat. Dieslevum ist ein Indiz
fur eine erhohte Flexibilitat der jeweiligen Befgéc Die intramolekulare Flexibilitat bildet
zudem die strukturelle Grundlage der beobachtetamukativen Peptid-Bindung der
katalytischen Domanen von ERp46 und P5 (s. AbscBritl.).

4.1.3. Die katalytischen Domanen sind ausreichendirf die Redoxaktivitdt von ERp46
und P5

Die katalytische Aktivitat der verschiedenen Miggler der PDI-Familie beruht auf
dem Vorhandensein von reaktiven Cys-Resten (CXXGhNIoin ihren redox-aktiven
Doménen (s. Abschnitt 1.4.1.). Die Aminosauren zhén den beiden reaktiven Cys-Resten
des CXXC-Motivs sowie die Reste in unmittelbareumdicher Umgebung zum aktiven
Zentrum beeinflussen die Redoxaktivitat von PDI3, [66, 67]. Wahrend die Redoxaktivitat
der meisten PDIs mehr oder weniger ausfuhrlicheinldteratur beschrieben wurde, herrscht
noch weitestgehend Unklarheit Gber die durch ERgdtlysierten Reaktionen [63]; (s.
Tabelle 6, Anhang). Des Weiteren blieb der Einflags b-Domane von P5 auf dessen
katalytische Aktivitat noch ungeklart.

Fur ERp46 wurde bisher nur seimevitro Reduktase-Aktivitat beschrieben [150]. In
der vorliegenden Arbeit konnte ERp46 auch erstndédsEigenschaft einer Thiol-Oxidase
zugeordnet werden (s. Abschnitt 3.4.2.). Diesasibgh nicht unerwartet, da ERp46 ebenso
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wie PDI, das CGHC-Motiv in seinen katalytischen CGoman enthélt. In dieser Arbeit konnte
allerdings demonstriert werden, dass ERp46, vérgticmit anderen PDIs, bevorzugt die
Reduktion von Disulfidbricken katalysiert. Diesnatit mit kirzlich publizierten Daten
Uberein, worin gezeigt wurde, dass ERp46 nebendaBlbevorzugte Reduktionsmittel von
Peroxiredoxin-4 ist und damit eine wichtige Rollei loler Beseitigung von 4@, und der
damit verbundenen Verringerung von oxidativem Stsgselt [57, 152].

In Analogie zu PDI zeigen auch die isolierten kgtathen Domanen von ERp46
sowohl Reduktase- als auch Oxidase-Aktivitat (y@0]). Die auf die molare Konzentration
an aktiven Zentren bezogene relative Reduktases#&ti der isolierten katalytischen
Doméanen von ERp46 entspricht der des Wildtyp-Pnsteilnteressanterweise sind die
relativen Oxidase-Aktivitdten der isolierten kateghen Doméanen von ERp46 sogar hoher
als die des Wildtyp-Proteins. Eine Erklarung hierigt schwierig, da die katalysierte
Renaturierung von reduzierter und denaturierter $&)aein Mehrstufenprozess darstellt und
sowohl die katalytische als auch die Chaperon-FRankivon ERp46 einbezieht. Eine
maogliche Erklarung kdnnte in der niedrigeren Aff#ider isolierten katalytischen Doménen
gegenuber denaturierter RNaseA gesehen werden kDinege in einer erhdhten Umsatzrate
(turnoven der Substratbindung und -freisetzung begrineeteln. Ein &hnlicher Effekt tritt
auch bei den isolierten katalytischen Doméanen vbha@if (vgl. [80].)

Zusatzlich konnte in der vorliegenden Arbeit getzergerden, dass das &&-
Fragment die volle katalytische Aktivitat des WAldtProteins aufweist. Des Weiteren besitzt
auch die isolierte RB-Domane katalytische Eigenschaften. Die putdbni@omane von P5 ist
demnach nicht essentiell fir dessen katalytischie/idt.

Die hier erhaltenen Daten zeigen erstmals, dasssdlierten katalytischen Doméanen
von ERp46 und P5 ausreichend fur deren Redoxaitigind. Dartber hinaus deuten die
Ergebnisse auf einen kumulativen Effekt der eirgelkatalytischen Doménen bei Redox-
Reaktionen hin. Da die Katalyse von Redox-Reakhomaech die Interaktion mit dem
(denaturierten) Substrat erfordert, implizieren Higebnisse auch das Vorhandensein von
diskreten Substrat-Bindungsstellen innerhalb dewzedhen katalytischen Domanen von
ERp46 bzw. P5. (s. Abschnitt 4.5.3.). Dies stimipérdalls mit den Ergebnissen aus den
Peptid-Interaktionsstudien tberein (s. AbschnittB).

4.1.4. Die katalytischen Domanen von ERp46 und P®bitzen Chaperon-Eigenschaften
Neben der Redoxaktivitdit konnten den meisten PDik@nmitgliedern auch

Chaperon-Eigenschaften zugeordnet werden (s. BabeAnhang); [3, 5, 241, 248]. In dieser
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Arbeit wurde der Einfluss der katalytischen Domaaahdie Chaperon-Aktivitat von ERp46
sowie P5 wéahrend der Aggregation thermisch dereateri Citratsynthase untersucht und mit
weiteren PDIs verglichen [215].

Es konnte bereits in friheren Arbeiten gezeigt werddass Pin vitro Chaperon-
Eigenschaften aufweist [124]. In der vorliegendaek konnte nun erstmals demonstriert
werden, dass dib-Domane von P5 nicht zwangslaufig fur die Chapdfanktion bendtigt
wird. Die Chaperon-Aktivitat von P5 ist, im Vergtei zu PDI, allerdings niedriger (s.
Abschnitt. 3.4.3.). Interessanterweise zeigt dasaPBrgament einen ahnlich starken Effekt
wie PDI. Es kann angenommen werden, dass deRBnane die Substratinteraktion der
katalytischen Domanen moduliert. Ebenso kodnntenh adie hydrophoben, exponierten
Oberflachen des R&'-Fragmentes verstarkt an partiell denaturiertea@ymthase binden
und damit deren Aggregation verhindern.

Wie in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt deer konnte, besitzen neben P5
auch die katalytischen Domanen von ERpd&itro Chaperon-Eigenschaften (s. Abschnitt.
3.4.3.). In frheren Studien konnte fiir ERp46 e#sgringerung der Sensitivitdt gegentber
oxidativem Stress audh vivo nachgewiesen werden [102, 257]. In Analogie damnke in
der vorliegenden Arbeit nun erstmals gezeigt werdess ERp46 neben seiner Funktion als
Oxidoreduktase auch einen Effekt auf die Sendiivivon E. colirZellen gegenuber
Hitzebehandlung besitzt (s. Abschnitt 3.4.3.). Big dieser Methode erhaltenen Ergebnisse
lassen jedoch lediglich eine qualitative Aussagssibhtlich desin vivo-Chaperon-Effektes
von PDIs zu, da auch der Expressionsgrad sowid akeitat der heterologen Proteine einen
Einfluss auf die Vitalitat der Zellen haben. Zudemurde durch die Bestimmung der
optischen Dichte nur die Gesamtzellzahl erfasst.

ERp57 besitzt im Gegensatz zu PDI verénderte CGlwwneigenschaften und
diejenigen hydrophoben Bereiche innerhalb dé&r-Doméane, welche fur die
Substratinteraktion bei PDI eine wichtige Rolleedpn, enthalten in ERp57 hauptsachlich
geladene Reste [113, 116]. Dem Ubereinstimmendez&Rp57 in der vorliegenden Arbeit
keinerlei Chaperon-Funktion, sowolm vitro als auchin vivo (s. Abschnitt 3.4.3.). Hieraus
kann geschlussfolgert werden, dass v.a. dieDomane mit ihrer hydrophoben
Substratbindungsstelle einen "Anti-Aggregationdeffaufweist. Die katalytischen Doméanen
von ERp57 reichen demnach nicht fur eine Chapertorkfion aus. Dagegen konnte in dieser
Arbeit auch fiir ERp18 erstmals ein Chaperon-Efiekiitro nachgewiesen werden.

Am Beispiel der Chaperon-Eigenschaften von ERp&8aPund ERp18 konnte in der

vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden, dass dighkatalytischen Domanen von PDIs
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mit hydrophoben Sequenzen in denaturierten Substiateragieren konnen. Dies impliziert
wiederum diskrete Substrat-Bindungsstellen innérla@r katalytischen Domanen und zeigt

erstmals, dass dl@-Domane fur die Chaperon-Funktion von PPés senicht notwendig ist.

4.2. Interaktion von PDIs mit Substraten

4.2.1. PDlIs interagieren mit denaturiertem FKBP13 her nicht mit FKBP12.6

Allgemein wird angenommen, dass Peptidyl-pratyd/transisomerasen (PPlasen)
innerhalb des ER mit weiteren Chaperonen interagigb]. Obwohl fir die ER-PPlase
FKBP13 bisheiin vivo keine Interaktionspartner gefunden wurden, komitzlich in vitro
gezeigt werden, dass ERp29 an immobilisiertes (deeates) FKBP13 bindet [24]. Auf der
anderen Seite konnte fur das cytosolische Homok{@P12.6 nahezu keine Interaktion mit
ERp29 nachgewiesen werden. Die Analyse der Interakiveiterer Mitglieder der PDI-
Familie mit den Modell-Proteinen FKBP12.6/13 solltaifschluss Uber ein moégliches
generelles Bindungsverhalten dieser Proteinklasbery

Wie gezeigt wurde, interagieren alle der untersarthPDIs mit immobilisiertem
FKBP13, wahrend nur eine geringe Interaktion mimiobilisiertem FKBP12.6 detektierbar
war (s. Abschnitt. 3.6.2.). Die'-Domane ist fur die Interaktion mit FKBP13 nichtestiell,
da PDIls, die ausschlie3lich redox-aktive Domanethadten (z.B. ERp46, ERpl3, &%)
ebenfalls mit FKBP13 interagieren. Dagegen ist [wi®@oméane von ERp29 essentiell und
ausreichend fur die Interaktion mit immobilisiertdfKBP13. Die isolierte C-terminalB-
Doméne zeigt dagegen keinerlei Interaktion [24].

Das Unterschiedliche Bindungsverhalten der untétemc PDIs gegenuber
FKBP12.6/13 ist umso bemerkenswerter, da beideePhur geringe Unterschiede in ihrer
Aminosauresequenz aufweisen. Es konnte kirzlickeigezverden, dass diejenigen Peptide
von ERp29 bevorzugt gebunden werden, die ein -(EYY)-Motiv oder -(F,Y)-X-(F,Y)-
Motiv in ihrer Sequenz enthalten [24]. Sowohl FKRBHL als auch FKBP13 enthalten ein
-(F)-X-(F)-Motiv (mit X = Val in FKBP13 bzw. Lys irFKBP12.6). Das -(F)-X-(F)-Motiv
alleine kann demnach nicht das determinierende uBigsimerkmal sein. Es kann daher
angenommen werden, dass das entsprechende Erkenmmtng innerhalb der
immobilisierten (und partiell denaturierten) Praginicht zugénglich ist, oder dass weitere
raumlich benachbarte Reste die Bindung beeinfluseemer Tat zeigt ein Vergleich der
dreidimensionalen Strukturen von FKBP12.6 (pdb: hljc@nd FKBP13 (pdb: 2pbc)

Unterschiede in raumlicher Nahe zum -(F)-X-(F)-MoDie entsprechende Oberflache ist im

152



4. DISKUSSION

Falle von FKBP12.6 stark polar. Dagegen befindeh bei FKBP13 in raumlicher Nahe zum
-(F)-X-(F)-Motiv hauptsachlich hydrophobe Reste cfii gezeigt). Ebenso bestehen
Unterschiede in den N- und C-terminalen Bereicheiddy Proteinen. Interessanterweise fuhrt
die chemische Quervernetzungdss-linking von FKBP12.6 mit einem Peptid, welches
mehrere Tyr-Reste enthalt, zur Interaktion mit P Kopplung einer Erkennungssequenz
an ein zuvor nicht gebundenes Protein erlaubt sdimiinteraktion mit PDIs.

Im Gegensatz zufFar-Western Analyse konnte mittels ITC keine signifikante
Interaktion von PDIs mit FKBP13 nachgewiesen wer(2aten nicht gezeigt). Grund hierfur
sind vermutlich die geringen Substrat-Bindungsétiten von PDI-Chaperonen (s. Abschnitt
1.5.). Die erhaltenen Ergebnisse verdeutlichengedte Vorteile von Bindungsstudien mit
immobilisierten Substraten: Als Ergebnis der hohéokalen Konzentration der
immobilisierten Bindungspartner erlauben sie dieteddsuchung von Interaktionen, die in
|6slicher Form auf Grund der niedrigen Bindungdsgénicht auftreten. Dartber hinaus
werden Ldslichkeitsprobleme der Proteine vermieden.

In pull-down Studien konnten PPlasen bereits als Komponentem Multi-
Chaperonkomplexen (u.a. mit BiP und PDI) nachgesviewerden (s. Tabelle 5, Anhang).
Daruber hinaus konnte kurzlich eine direkte Intg@oak von Cyclophilin B mit Crt/Cnx
gezeigt werden [33]. Es ist daher wahrscheinlidssdPPlasen als wichtiger Bestandteil der
ER-Faltungsmaschinerie in Komplexen mit weiteren@®&iaperonen bei der Proteinfaltung
beteiligt sind. Fir die weitere Charakterisierurey #KBP13-PDI-Interaktion sowie deren

physiologische Relevanz werden umfassendere Studigvendig sein.

4.2.2. Der pH-Wert beeinflusst die Interaktion vonPDIs mit Substraten

Es ist bekannt, dass die katalytische Aktivitat Y®iis in hohem MalRe durch den pH-
Wert des Reaktionsmediums bestimmt wird [65, 2B8fch DsbA au<. coli zeigt eine pH-
Abhangigkeit seiner Oxidase-Aktivitat [259]. In dex¥ Arbeit sollte nunmehr untersucht
werden, ob auch die Substratinteraktion von Riigtro durch den pH beeinflusst wird.

Es konnte gezeigt werden, dass die Interaktionse@m/3teils der untersuchten PDIs
mit immobilisiertem FKBP13 in hohem Mal3e vom pH-Wees Inkubationspuffers abhangig
ist (s. Abschnitt 3.6.4.). Die meisten PDIs bind@vorzugt unter leicht sauren Bedingungen.
Den geringsten pH-Effekt zeigte ERp18, der grolffekE trat bei ERp46 auf. Es konnte
nachgewiesen werden, dass es sich um einen spbeiiisEffekt handelt, da weder die
Proteineigenschaften, noch die Eigenschaften dewré3zenzfarbstoffes durch den pH-Wert

signifikant beeinflusst wurden (s. Abb. 80, Anharnglle untersuchten PDIs besitzen einen
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sauren pl (s. Tabelle 7, Anhang), so dass die lobdd@n Unterschiede hierdurch nicht
erklart werden kbnnen.

Der fur die Bindungsstudien verwendete pH-Wert ierdsich von 6-8 bewegt sich
innerhalb der physiologisch relevanten Grenzen. Peatonierungszustand der geladenen
Reste des Proteins sollte in diesem pH-Bereichtnbaeinflusst werden. Denkbar wére
jedoch eine Beeinflussung des Protonierungszustanam His-Resten innerhalb des
untersuchten pH-Bereiches. Nachgewiesen werden t&obareits die Beteiligung eines
konservierten His-Restes in PDIp bei der Interaktmit Tyr-Resten von Liganden [191].
Eine Modulierung der Interaktion durch eine Veréundg des Protonierungszustandes des
His-Restes ware demnach denkbar.

Es ist bekannt, dass der pH-Wert bei Proteinintemagstudien mittel$-ar-Western
Analyse einen signifikanten Einfluss auf die Bindsstarke haben kann [220]. Generell ist
die Protein-Protein-Interaktion ein pH-abhangigeyzéss und die Bindungsstarke hangt von
dem lokalen pH-Wert ab. Derartige Effekte sindrdlileg relativ komplex und nur schwer zu
quantifizieren. Des Weiteren kann auch Uber eineH-aphéangigen Effekt des
Oligomerisierungsgrades von PDIs spekuliert wer@dp18 tritt als Monomer auf, wodurch
dieser Effekt fur ERp18 keine Rolle spielt.

In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass lditeraktion von PDI mit
Thyroglobulin in FRTL5-Zellen vom pH-Wert abhandi6p]. Die Interaktion war hierbei
unter sauren Bedingungen starker und das pH-Optirdeminteraktion lag bei ca. pH 6
[260]. Die Thiol-unabhangige Interaktion von PDI tmCollagen-X wahrend dessen
intrazellularen Assemblierung ist ebenfalls abhgngim pH-Wert. In diesem Fall ist die
Interaktion jedoch unter basischen Bedingungentasts und die Dissoziation des PDI-
Collagen-Komplexes erfolgt unter sauren Bedingunfg8j. Kirzlich wurde zudem eine
Zunahme der Bindungsaffinitat von PDI zu Exdiei pH<8 nachgewiesen [261]. Die BPA-
Bindungsaktivitat von PDI ist unter sauren Bedingemverstarkt [195].

Es kann angenommen werden, dass in Analogie zualptdngigen Bindung von
KDEL an seinen Rezeptor, auch die Substratintevaktvton PDIs vom pH-Wert des
Reaktionsmilieus beeinflusst wird [262]. Auch irokaryotischen Systemen konnte eine pH-
abhangige Interaktion von Chaperonen mit Substrasemgewiesen werden. Beispielsweise
interagiert das bakterielle Chaperon HdeA im Paspla stabil mit denaturierten Proteinen
bei niedrigem pH, wodurch deren Aggregation inhibieird [263]. Bei neutralem pH
dissoziiert das nativ-gefaltete Substrat vom Chapeab. Neben der Regulation der

Chaperon-Aktivitat durch ~ ATP/ADP-Bindungszyklen ode Veranderungen  der
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Redoxbedingungen, konnte auch der pH-Wert des Reskhumes einen bedeutenden
Einfluss auf die Chaperon-Substrat-Interaktion halEine pH-abhangige Sortierung der
Chaperon-Substrate fur die Sekretion bzw. Ruckfigruns ER ware denkbar (s. Abb. 72).
Fur die Klarung der physiologischen Relevanz deer Hbeobachteten pH-abhangigen
Interaktion von PDI-Chaperonen mit ihren potengiellSubstraten mussten in Zukunit

vivo-Versuche durchgefiihrt werden. Anbieten wirden bieispielsweise Co-Lokalisations-
Experimente in Zellkultur mit spezifischen Antik@&nm, welche mit Fluoreszenzfarbstoffen

markiert sind, die eine pH-abhangige Fluoreszenzsiom zeigen.

pH -
~7.1} ~6.0
1 \ ( . )
ER | anterograder Tmnspo> cis- extrazellulirer
Golgi Raum

COPII

(@) ERGIC @_9 H~7 4
1@CIT |6 | @
6. COPI

< retrograder Transport |

O natives Protein

. denaturiertes protein

G PDI-Protein

Bindung an nicht-native Proteine

Abbildung 72: Schema der postulierten pH-abhéangigereskort- bzw. Ruckfihrungs-Funktion. PDIs (und
moglicherweise auch andere ER-Chaperone) binderERnunter neutralen Bedingungen an nicht-native
Substrate. Wahrend des sekretorischen Weges voribERdas ER-Intermediarkompartiment (ERGIC) nimmt
der pH ab und es verstérkt sich die Chaperon-SQathisiieraktion. Nicht-native Substrate dissoziiengsht vom
Chaperon ab, sondern werden gemeinsam mit dem @mgendglicherweise tUber den KDEL-Rezeptor
vermittelt) zurlick ins ER transportiert (RickfihgsaFunktion). Alternativ ware denkbar, dass auctivea
Substrate von Chaperonen gebunden werden und esimiliber den sekretorischen Weg (bei saurem pgt) b
den Golgi bis zur Zellmembran transportiert werdBrort erfolgt (bei neutralem pH) die Ablésung vom
Chaperon und die Sekretion in den extrazellularewnR (Eskort-Funktion). Wahrend der Interaktion des
Substrates mit seinem Chaperon werden Aggregativedrindert. Der pH-Wert kdnnte demnach, neben dem
ATP/ADP-Austausch, eine regulatorische Funktiorstaintlich der Chaperon-Substrat-Interaktion besitze

4.2.3. ERp18 interagiert mit Komponenten des sekretischen Weges

Die Identifizierung von natirlichen Interaktionspearn und die daraus abzuleitende
Substratspezifitat der verschiedenen PDI-Familiegliedern liegt im Fokus aktueller
Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet. Die Bindumyp WDI-Chaperonen an ihre
Interaktionspartner ist bekanntermaflen auf3erst asthwnd die Labilitdt dieser nicht-

kovalenten Proteinkomplexe erschwert deren Nacheresm.
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Klrzlich  konnten  mittels der Cystetmapping Methodik spezifische
Interaktionspartner mehrerer PDIs identifiziert dem [54, 97]. Obgleich die Cystein-
trapping Methode die Identifikation von bisher unzuganghichinteraktionspartnern von
PDIs ermdglicht, sollten die erhaltenen Ergebnisse Vorsicht interpretiert werden. Die
Cysteintrapping Methode erlaubt ausschlie3lich den Nachweis vobs®aten, die als
gemischte Disulfid-Intermediate vorkommen. Nichisalente Komplexe, welche nicht
Bestandteil des Reaktionsmechanismus sind, konméndi@sem Wege nicht detektiert
werden. Zusatzlich wurde nachgewiesen, dass diatMdatdes C-terminalen Cys-Restes von
PDIs zu einer Veranderung der Substratspezifitateiti kann [63, 75].

In der vorliegenden Arbeit wurde eine modifizierfull-down Methode zur
Identifikation von nicht-kovalenten Interaktionsfraarn von ERp46 und ERp18 angewandt
(s. Abschnitt 2.2.8.3.). ERp18 wurde gewahlt, da Beotein nur aus einer einzigen redox-
aktiven Domane aufgebaut ist. Dadurch sollte es lislbgsein, die spezifische
Substratinteraktion der isolierten katalytischen nfdoen zu analysieren, ohne
Berucksichtigung des Beitrages der redox-inaktizmmanen. Die identifizierten ERp18-
Interaktionspartner sollten im Anschluss mit Sudisin weiterer PDIs, wie z.B. ERp46 und
ERp29, verglichen werden. Fur dpll-down Analyse wurden die PDIs an einer CNBr-
aktivierten Sepharose Matrix immobilisiert, wast&iheren lokalen Protein-konzentrationen
und damit zu einer verstarkten Bindung der pot#atienteraktionspartner fiihrt. Die
Auftrennung der gebundenen Proteine erfolgte Ub&-PAGE mit nachfolgender
massenspektrometrischen Identifizierung und Auswerinit Hilfe einer Proteindatenbank.

Bei den identifizierten ERp18-Interaktionspartnbandelte es sich hauptsachlich um
ER-lumenale Proteine, Proteine der zellularen Rrsyathese-Maschinerie sowie
sekretorische Protein. Ein geringerer Teil stetifgoplasmatische bzw. nukledre Proteine
sowie Bestandteile des Zytoskeletts dar. Etwa 2@e¥ gefundenen Proteine konnten als
Kontaminationen mitochondrialer und peroxisomaletéine identifiziert werden. Derartige
Kontaminationen sind auf Grund der Mikrosomenprapan zu erwarten, da sich sowonhl
mitochondriale als auch peroxisomale Bestandteileengem Kontakt mit Teilen des ER
befinden. Auf der anderen Seite sind nicht alleniifizierten Interaktionspartner als
Konataminationen anzusehen, da z.B. ER-Membrareiésde Proteine auch eine
cytoplasmatische Lokalisation besitzen kénnen. Assoziation kann u.U. so fest sein, dass
sie durch die Waschschritte wahrend der Mikrosoméggration nicht vollstéandig entfernt
werden kénnen. Dies kann beispielsweise Transloken~ Ribsosomen-assoziierte Proteine

betreffen. Die bevorzugte Interaktion von ERpl18 dah sekretorischen Transportproteinen
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Dynamin, SEC23A/B und SEC13-Isoformen lasst vermutkass ERp18 madglicherweise
eine wichtige Rolle als Eskort-Chaperon bei denemgraden Transport von sekretorischen
(Membran-) Proteinen spielt (s. Abb. 73).

anterograder
coPil I | Transport
‘ %Secmﬁl

Secz3 2

‘ Sp
ERp18 ER-Lumen

Abbildung 73: Mdogliche Beteiligung von ERpl18 als Heort-Chaperon innerhalb des sekretorischen
Weges.Mittels pull-down Interaktionsstudien konnte gezeigt werden, dagslBRspezifisch an die vesikularen
Transportproteine Secl3 und Sec23/24 bindet. Saotl3Sec23/24 sind essentielle Bestandteile des IEOPI
Komplexes, welcher sekretorische Proteine sowie btanproteine iber den anterograden Transportweg zum
Golgi und schlieBlich zur Plasmamembran transportibie Abschnirung des Transportvesikels (COPII-
Vesikel) beginnt nach der vollstandigen Assembligrdes COPII-Komplexes. Initiiert wird die Bildurdgs
COPII-Vesikels vermutlich durch Rekrutierung dec5#31 Hetero-Tetramere. Sec23/24 binden an spelzéi
Erkennungssequenzen (Sortierungs-Signalsequeneesgkretorischen Proteine. ERp18 kénnte ebensktiel
an bestimmte Signalsequenzen (*) der sekretoris€treteine binden und Uber seine Redox- sowie Chaper
Funktion bei deren Faltung wéhrend des Transpates Golgi beteiligt sein, oder aber eine Interaktiit
weiteren Proteinen verhindern (Eskort Funktion)ribar hinaus wéare denkbar, dass die InteraktionBRp18
mit den transportierten Proteinen deren Rickfihruagn Golgi zum ER bestimmt. Proteine, die nicht mit
ERp18 interagieren, kdnnten sekretiert werden {&oirigs-Funktion). Des Weiteren kénnte ERp18 awgtdbr
Faltung von membranstandigen Rezeptoren auf denflsmambran beteiligt sein. Nach [264].

Als Eskort-Chaperon kénnte ERp18 auch bei der Rgltund Assemblierung von
extrazellularen und membranstandigen Proteineriligéteein. Interessanterweise konnte fur
ERp18 kurzlich eine Beteiligung bei der Expressibes Rezeptors des Gonadotropin-
freisetzenden Hormons auf der Plasmamembran nadegmw werden [162]. Eine
Beteiligung von ERp18 bei der "Sortierung” von Bnoeén bei der Exo- bzw. Endocytose
ware ebenso denkbar.

Neben den vesikularen Transportproteinen konnte augh eine Interaktion von
ERpl18 mit Plasminogen, ebenfalls ein sekretiertestelh, nachgewiesen werden.
Plasminogen spielt eine essentielle Rolle bei déritolyse auf der Oberflache von
Endothelzellen der Blutgefal3e. Dariber hinaus isasrRinogen bzw. Plasmin als
Akutphasenprotein auch bei der proteolytischen\Adtung der Faktoren C1, C5 und C7 des
Komplementsystems beteiligt [265, 266]. Zudem s$pklasminogen bei Entzindungs-
prozessen sowie der Invasion von Tumoren eine legithende Rolle [267]. In Anbetracht der

Tatsache, dass fir mehrere PDIs eine Beteiligung itmenunologischen Prozessen
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nachgewiesen werden konnte (s. Abschnitt 1.7.)nhkangenommen werden, dass auch
ERpl18 bei derartigen Vorgangen involviert ist. tessanterweise konnte kirzlich eine
Interaktion von ERp18 mit dem Pentraxin-verwandterotein (PTX3), ebenfalls einer

Komponente der Komplement-Kaskade, gezeigt werbiéh [

In friheren Studien wurden sowohl PDI als auch Bb der Zelloberflache von
Endothelzellen und Thrombozyten nachgewiesen und 8eteiligung bei Prozessen der
Blutgerinnung wird angenommen [38, 39, 268-270dén vorliegenden Arbeit konnte zudem
eine praferentielle Interaktion von AGR2 mit Peptiddes von Willebrand-Faktors (VWF)
nachgewiesen werden (s. Abschnitt 3.7.5.). Der v\Wbielt als Tragerprotein fir
Gerinnungsfaktoren ebenfalls eine essentielle Rodle Prozessen der Hamostasis. Die in
dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse deuten dalieziael generelle Beteiligung von PDIs bei
immunologischen Prozessen hin.

Im Gegensatz zu anderen PDIs konnte in dieser Anbdtels pull-down keine
Interaktion von ERp18 mit weiteren ER-Chaperonerchgawiesen werden. Ein Grund
hierfir kénnte in den fehlenddyib'-Domanen gesehen werden, die bei der Bindung ven Co
Chaperonen beteiligt sind. Redox-regulatorischeteftrte, welche mittels der Cystein-
trapping Methode als Interaktionspartner von ERp18 idexiéft wurden, konnten in dieser
Arbeit ebenfalls nicht nachgewiesen werden (vgd, [371]). Dies macht die fundamentalen
Unterschiede beider Methoden deutlich. In der wegeénden Arbeit wurden die
Interaktionsstudien allerdings unter reduzierendgedingungen durchgefihrt, so dass
kovalente disulfidverknupfte ERp18-Substrat-Komglexcht detektiert werden konnten. Des
Weiteren wurde fur digull-down Studien Triton X-100 als Detergenz verwendet, wigs
Protein-Protein-Interaktion abschwacht.

Mittels der 2D-PAGE Analyse von Mikrosomenprépamaén aus Lebergewebe
konnten ca. 2.000 verschiedesmotsdetektiert werden [149]. Dies Ubersteigt die Anzidr
beispielsweise fur ERp18 (34 Protaipetg identifizierten Proteine betrachtlich. Daraus kkan
zum Einen abgeleitet werden, dass die Interaktmm ERp18 mit seinen Substraten &dul3erst
selektiv erfolgt und die Substrat-Affinitaten sedering sind. Zum Anderen zeigt dies die
Effizienz der verwendetepull-down Methode mit immobilisierten PDIs. Der Grof3teil der
unspezifischen Bindungspartner konnte durch mehvéaschschritte entfernt werden. Auf
der anderen Seite wird vermutlich auch ein sigaifler Anteil an schwach bindenden
spezifischen Interaktionspartnern durch den Wasagss entfernt. Neben der Cystein-
trapping Methode stellt digoull-down Analyse mit immobilisierten PDIs und nachfolgender

2D-PAGE jedoch ein effizientes Nachweisverfahren igentifizierung schwach bindender
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PDI-Interaktionspartner dar. Dartber hinaus korinteer vorliegenden Arbeit am Beispiel
von ERp18 und ERp46 erstmals gezeigt werden, daskathlytischen Doménen von PDlIs

auch zur nicht-kovalenten Interaktion mit Substratipinen féahig sind.

4.3. Peptid-Bindungsspezifitat von PDIs

Bisherige Untersuchungen zum molekularen Mecharsstheu Substratinteraktion von
PDIs beschrankten sich hauptsachlich auf Interakitudien mit wenigen Modell-
Peptiden [82]. Bei den verwendeten Modell-Peptiget8. SomatostatinA-Somatostatin,
Mastoparan, Glucocorticoidrezeptor-Fragment, bavifeypsininhibitor-Fragment) handelte
es sich i.R. um Peptidhormone bzw. Protein-Fragéeéfil-radioaktiv markierte Derivate
dieser Peptide wurden icross-linking Experimenten mit PDI-Fragmenten eingesetzt [83].
Neben dercross-linking Methode wurden auch Interaktionsstudien mit Moeéelptiden
mittels BiacoreVerfahren durchgefiuihrt [124]. Obwohl diese seweiti Methoden die
Detektion der Peptid-Interaktion von PDIs erlaubtecheiterte eine umfangreiche Analyse
der Peptid-Bindungsspezifitdt an der Verfugbarkeiber ausreichend groRen Zahl an
verschiedenartigen Peptiden.

In dieser Arbeit wurde erstmals die selektive lak&ion von 8 verschiedenen PDls
sowie einzelner Domanen an 6.754 unterschiedligptid®e mittels der Peptidfray Analyse
untersucht. Der Peptidfray enthielt neben den bekannten Modell-Peptiden andh
Uberlappende Peptidsequenzen von 57 sekretoridetwainen sowie ER-Chaperonen und
potentiellen PDI-Interaktionspartnern (s. Tabel® Anhang). Dartber hinaus enthielt der
PeptidArray Kontroll-Peptide, in denen einzelne Aminosaurdelds ausgetauscht wurden.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, ddiss Fahigkeit zur Interaktion mit

Peptiden eine inharente Eigenschaft aller analgsiavlitglieder der PDI-Familie ist.

4.3.1. Detergenzien beeinflussen die Peptid-Intera&n von PDIs

In der vorliegenden Arbeit erwies sich die Verwemgluvon Triton X-100 fir die
Blockierung von unspezifischen Bindungen der Pn&ean die Glasoberflache der Peptid-
Arrays als essentiell. Bei Triton X-100 handelt es siam €in amphiphatisches sowie nicht-
ionisches Detergenz. Es ist aus friheren Studidrarim¢, dass Triton X-100 mit der
katalytischen Aktivitat und Substratinteraktion vdPDI interferiert [83, 93]. Diese
Interaktionsstudien beruhten jedoch auf der Verwegdvon chemischeaross-linkernund
radioaktiv markierten Peptiden fur die Detektione [Peptid-Interaktion der PBl-Doméane

ist oberhalb von 0,1 % (w/v) Triton X-100 signifiMareduziert und Konzentrationen von

159



4. DISKUSSION

1 % (w/v) Triton X-100 fuhren nahezu zum kompletiéerlust der Peptid-Bindung [83, 93].
Die Bindung von PDI am-Somatostatin konnte allerdings noch bis zu einenzéntration
von 0,3 % (w/v) Triton X-100 eindeutig detektierénden [93].

Diese Konzentration an Detergenz ist vergleichbirder in der vorliegenden Arbeit
eingesetzten Konzentration von ~ 0,35 % (w/v) Trid6-100. Obgleich diese Konzentration
weit oberhalb der kritischen Mizellenbildungskonization (CMC) von ca. 0,02 % (w/v);
(entsprechend ca. 0,3 mM) liegt und obwohl Tridri00 praferentiell mit hydrophoben
Peptiden interagiert, zeigten sich nur geringe tsetdede in der Peptid-Bindungsselektivitat.
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass TritodOX-in der fur die Peptid-
Interaktionsstudien eingesetzten Konzentration vdh4 % (v/v) die Peptid-
Bindungseigenschaften der untersuchten PDIs kawimfhesst. Obgleich verringerte sich die
Signalintensitat bei steigender Konzentrationen Taion X-100, was zum Verlust von
schwach bindenden Peptiden fihren kann. Ferner kKawon ausgegangen werden, dass
durch die Verwendung von Triton X-100 mit einer Kentration oberhalb der CMC die
effektive Proteinkonzentration verringert wird. EiDenaturierung der Proteine bei einer

Konzentration von 0,4 % (v/v) Triton X-100 ist ntalahrscheinlich.

4.3.2. Die einzelnen Domanen von PDIs zeigen eingviditats-Effekt

Die statistische Auswertung der Peptid-Bindungskaga d.h. des Anteils
gebundener Peptide, zeigt deutliche Unterschiedschen den einzelnen PDIs (s. Abschnitt
3.7.1.). In Analogie zu den Ergebnissen pell-down Analyse wird nur ein Bruchteil aller
vorhandenen Peptide gebunden, was wiederum aukpemfische und selektive Interaktion
hindeutet. Beispielsweise ist die Peptid-Bindungsizaat von ERp57 (ca. 7 % des gesamten
Peptidpoolg deutlich niedriger als die von ERp29 oder PDI. (28 % bzw. 17 % des
gesamten Peptideolg. Obwohl ERp57 die niedrigste Peptid-Bindungskégazaller
untersuchten PDIs aufweist, zeigen die hier erhalieErgebnisse erstmals, dass ERp57 eine
intrinsische Peptid-Bindungseigenschaft aufweist dass Calreticulin, entgegen bisherigen
Annahmen, nichper sefir die Substratbindung von ERp57 bendétigt wirdl.({32, 97]).
Diese Ergebnisse werden durch eine Kkirzlich vendiftdte Arbeit bestatigt, in der
nachgewiesen wurde, dass ERp57 auch unabhangigleonnteraktion mit Crt/Cnx zur
Assemblierung des MHC I-Komplexes beitragt [118].

Die unterschiedliche Fahigkeit zur Interaktion Péptiden resultiert vermutlich direkt
aus der verschiedenen Doméanen-Zusammensetzunevekgtigen PDIs, wobei die einzelnen

Doméanen sowohl unterschiedliche Bindungsaffinitagés auch -selektivitditen aufweisen
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konnen. Fir ERp57 wird angenommen, dass die Stibstraktion hauptsachlich durch die
beiden katalytischen Doméanen determiniert wird wlads die Bindung durch kumulative
Protein-Protein-Interaktionen stabilisiert wird [98Das Fehlen einer hydrophoben
Substratbindungstasche innerhalb leDomane von ERp57 resultiert vermutlich in einer im
Vergleich zu PDI niedrigeren Affinitat zu PeptideBies wird durch die Analyse des
Beitrages zur Peptid-Bindungskapazitat der einzelemanen bestatigt (s. Abschnitt 3.7.1.).
Die PDb'-Domane interagiert mit ca. 70 % der Anzahl an ideptdes Wildtyp-Proteins.
Daraus kann geschlussfolgert werden, dasg'didomane von PDI tatséchlich die wichtigste
Peptid-Bindungsstelle enthalt, dass jedoch auch remtlichen Domé&nen zur Peptid-
Interaktion beitragen (vgl. [81, 83]). Im Gegensatrzbisherigen Annahmen konnte in dieser
Arbeit jedoch gezeigt werden, dass dieDoméane flr die Peptid-Interaktion nicht unbedingt
notwendig ist. Dies stimmt mit neusten Untersuclamgzu PDI-katalysierten
Isomerisierungsreaktionen Uberein. Hierbei wird dRDIb'-Domane nicht fur die
Isomerisierung von Disulfidbriicken in Proinsulimbégt [69].

Dass dieb'-Domane fir die Peptid-Interaktion nicht essenill zeigt sich auch bei
PDI-Mitgliedern, welche ausschlief3lich aus katalgtien Domanen aufgebaut sind (z.B.
ERp18 und ERp46). In Analogie zur Redoxaktivitdigtrdieb-Domane von P5 auch nicht
zur Peptid-Bindungskapazitat bei. In Ubereinstimmunit friiheren Ergebnissen, enthalt die
b-Doméne von ERp29 die wichtigste Peptid-Bindungdlestegl. [24, 136, 141]). Die isolierte
D-Domane zeigt dagegen nahezu keine Peptid-Bindigegshaft. Im Gegensatz zu
bisherigen Annahmen tragt die-Domane jedoch im Kontext des Wildtyp-Proteins zur
Peptid-Bindung bei. Dies wird durch die signifikanédrigere Peptid-Bindungskapazitat der
ERp2%-Domane im Vergleich zum Wildtyp-Protein deutlidkhnliche Effekte treten auch
bei den isolierten katalytischen Domanen von ERpdi&é Das aus einer Trx-&hnlichen
Doméne aufgebaute DsbA adscoli zeigt ebenfalls eine geringe Peptid-Bindungskadpazi

Die hier erhaltenen Resultate implizieren, dass elirzelnen Domanen von PDls
kumulativ zur Peptid-Bindung beitragen, was eindiziehtere Interaktion ermoglicht
(Aviditats-Effekt). Gleichzeitig hat dies einen Huss auf die Peptid-Bindungsselektivitat (s.
Abschnitt 4.3.3. ff). Die Ergebnisse dieser Arba@eben erstmals einen wichtigen
experimentellen Hinweis auf die physiologische Rate des multiplen Domé&nen-Aufbaus
vieler PDI-Familienmitglieder. Die Resultate deutetudem auf diskrete Substrat-
Bindungsstellen innerhalb der katalytischen DomarenPDIs hin. Dies stimmt mit jingsten
strukturellen Untersuchungen uberein, in denen fallsneine essentielle Beteiligung der
katalytischen Domanen bei der Substratinteraktmmhergesagt wurde [90, 98, 101, 237].

161



4. DISKUSSION

4.3.3. PDIs binden bevorzugt Peptide mit aromatis@n Resten und Arginin

Die statistische Auswertung der Peptid-Bindungs$sieiéat der verschiedenen PDls
zeigt eine Anreicherung von aromatischen Restemebundenen Peptiden (s. Abschnitt
3.7.2.). Daneben werden Peptide, welche Arg- urgiRéiste enthalten, ebenfalls bevorzugt
gebunden. Eine signifikante Anreicherung von hytadyen Aminoséuren in den gebundenen
Peptiden konnte nicht beobachtet werden. Es koienteer gezeigt werden, dass allgemein
basische Peptide verstarkt von PDIs gebunden werdem®e bemerkenswerte Ausnahme
bildet ERp29, das ebenfalls saure Peptide bevolzndet. Des Weiteren hat die Ladung der
zu den aromatischen Resten direkt benachbarten @sé@iume einen differentiellen Einfluss
auf die Peptid-Interaktion von PDIs. Wahrend z.BI Rwch Peptide bevorzugt bindet,
welche eine zum aromatischen Rest negativ geladlemerosaure enthalten, interagiert PDIp
bevorzugt mit Peptiden, die aromatische Reste nusitip geladenen benachbarten
Aminosauren enthalten. Dies stimmt mit bisherigemtddsuchungen zur Peptid-
Bindungsspezifitdt von PDIp Uberein [95]. Signifita Unterschiede bestehen auch in der
Peptid-Bindungsselektivitat zwischen humaner Pl BD11p ausSaccharomyces cerevisiae
(Hefe-PDI), obwohl v.a. die strukturellen Eigendtéia von PDI1lp bisher haufig als Modell
fur PDIs aus Saugern herangezogen wurden [85].

Obgleich in friheren Studien zur Peptid-Bindungggpat von PDIp und ERp29 eine
Praferenz fur aromatische Reste nachgewiesen wduatamnte, zeigen die Ergebnisse dieser
Arbeit erstmals, dass die bevorzugte Bindung vonptiBen mit aromatischen
Aminosaureresten ein generelles Merkmal der Mitiglreder PDI-Familie ist (vgl. [24, 95,
96]). Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dassudiersuchten PDIs unterschiedliche
Selektivitaten gegentber den verschiedenen arorhatisResten sowie deren benachbarten
Aminosaurereste aufweisen. Obwohl eine statistigshieicherung von zwei benachbarten
langkettigen aliphatischen Resten in gebundenertideep nachgewiesen werden konnte,
scheint der reine hydrophobe Charakter der Pepginlgegen bisherigen Vermutungen, nicht
das determinierende Interaktionsmerkmal fur PDIsean (vgl. [93, 94]).

Die Bedeutung der aromatischen Reste fur die Pépigdaktion zeigt sich auch bei
Peptiden, in denen einzelne aromatische Reste gégeim ausgetauscht wurden. In diesem
Fall wird die Interaktion von PDIs mit den entspgrecden Peptiden signifikant reduziert,
jedoch nicht komplett unterbunden. Die absolute alte der aromatischen Reste innerhalb
eines Peptids bestimmt zusatzlich die PDI-Bindufiigst@t. Obgleich deuten diese
Ergebnisse darauf hin, dass aromatische Reste emwawichtiges, aber nicht essentielles

Interaktionsmerkmal von PDIs darstellen. Dariibeabs scheinen auch Wechselwirkungen
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mit dem Polypeptidrickgrat Uber Wasserstoffbrickasiimgen einen entscheidenden Beitrag
zur Peptid-Bindung zu besitzen. Strukturelle Untehgingen bestéatigen diese Annahme (s.
Abschnitt 3.5.4.2.). Entgegen friheren Untersuclkuargind die alleinigen Wechselwirkungen
von PDIs mit dem Polypeptidriickgrat der Peptidénihaas wichtigste Spezifititsmerkmal bei
der Peptid-Interaktion (vgl. [37]). Die Praferenz Arg-Reste in den von PDIs gebundenen
Peptiden spiegelt vermutlich weniger einen Ladufigke bei der Interaktion wider.
Vielmehr ist bekannt, dass die Guanidino-GruppeS#stenkette von Arginin tber planare
Elektronen-Wechselwirkungenpléanar stackingy mit den aromatischen Seitenketten von
Aminosauren interagieren kann [272]. His-Reste ketneinen ahnlichen Effekt zeigen.

Fur die ER-Chaperone Calreticulin und BiP konnteergalls Peptid-
Bindungseigenschaften nachgewiesen werden [14,2Th, Wéahrend die Bindung von
Calreticulin an Peptide mit deren Hydrophobizitéirkliert, zeigt BiP eine Spezifitat fur
aromatische und hydrophobe Reste in alterniereRdsition. Interessanterweise zeigen nicht
nur PDIs eine Spezifitat fur aromatische Restepositiv geladene Peptide. Auch fur weitere
Chaperone, wie beispielsweise hsp90, die bakteniglisp40- und hsp70-Orthologen DnaJd,
DnaK undtrigger-Faktor ausE. coli sowie fir die bakteriellen Chaperone SecB, Surd un
ClpB konnte eine generelle Spezifitat fir aromdessdReste mit benachbarter positiver
Ladung in Peptiden nachgewiesen werden [273-28%s st umso bemerkenswerter, da
diese Proteine nicht nur unterschiedlichen Speaéstammen, sondern auch unterschiedliche
Funktionen bzw. Aufgaben in der Zelle wahrnehmenk&n angenommen werden, dass die
Erkennung von aromatischen sowie positiv geladd®esten ein allgemeines, funktionelles
Merkmal von molekularen Chaperonen dargestellt. Bedeutung dieser Interaktions-

merkmale ergibt sich ebenfalls aus ihrer starkeriqgenetischen Konservierung.

4.3.4. PDIs zeigen eine hohe Redundanz der Peptidtdraktion

In dieser Arbeit konnte mittels Peptidray Analyse eine hohe Redundanz
hinsichtlich der Interaktion von PDIs mit Peptideechgewiesen werden (s. Abschnitt 3.7.3.).
Beispielsweise werden durchschnittlich ca. 50 %rathit PDI interagierenden Peptide auch
von anderen PDI-Familienmitgliedern gebunden. ERpi&8det sogar knapp 70 % aller
Peptide, die auch von PDI gebunden werden. Obwintd Eberlappung des gebundenen
Substratpools zwischen den einzelnen PDIs erwartet wurde, i€t dier beobachtete
Redundanz in der Peptid-Interaktion unerwartet hdehs Ausmal} der Redundanz der
Peptid-Interaktion eines jeden PDIs gibt indirekicta einen Aufschluss Uber dessen
Substratspektrum bzw. die Substratspezifitat. Deamnehatte ERp29 das grofite
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Substratspektrum und die geringste Substratsp#zifivahrend ERp57 potentiell das
geringste Substratspektrum und eine hohere Sufistfitat aufweisen wirde.

Die hier erhaltenen Ergebnisse legen die Vermutuaige, dass die verschiedenen
PDIs auchin vivo eine erhebliche Uberlappung in ihrem Substratspekiaufweisen. Diese
Vermutung wird durch jingste vitro-Untersuchungen zum Substratspektrum mehrerer PDIs
bestatigt [54, 271]. Gleichzeitig implizieren diggEbnisse der vorliegenden Arbeit, dass
Substratproteine existieren, die fur ihre optim&@tung mehrere PDIs gleichzeitig als
Chaperone bendtigen. Auf der anderen Seite korertédsfall eines bestimmten PDIs auch
durch andere PDI-Familienmitglieder leichter kongert werden. Obgleichin vitro-
Untersuchungen diese Annahme generell bestatigimt fderknockoutvon PDIs, bis auf

wenige Ausnahmen, zur Lethalitat des betroffenega@smus (s. Abschnitt 1.3.4.).

4.3.5. PDlIs zeigen eine Praferenz f(p-Strange in gebundenen Peptiden

Die Struktur eines Peptides, d.h. die rdumliche rdnang der Aminoséaure-
seitenketten und der Verlauf des Peptidriickgrastsein wichtiger Aspekt, der bei einer
spezifischen Bindung von PDIs an Peptide (und Rrefeine Rolle spielen kann.

Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konimtteragieren die analysierten
PDIs bevorzugt mit Peptiden, die Anteile @Strangen aufweisen (s. Abschnitt 3.7.4.). Dem
gegenuber sind unstrukturierte Sequenzandom coi) sowie a-helicale Elemente in den
gebundenen Peptiden nicht angereichert. Dies stetiderspruch zu bisherigen Annahmen,
wo vermutet wurde, dass PDI v.a. unstrukturierteichfanative) Sequenzen in
Substratproteinen erkennt und bindet [3]. Die peifgelle Interaktion von PDIs mit
Peptiden, welche3-Strange enthalten, steht allerdings weder im Veigerch zu ihrer
Chaperon-Funktion (s. Abschnitt 3.4.3.), noch zateraktion von PDIs mit nativen
Strukturen in Substratproteinen (s. Abschnitt 3)7Die bevorzugte Interaktion von PDIs mit
Peptiden, dieB-Strange enthalten, spiegelt sich auch in der stérk Interaktion mitA-
Somatostatin im Vergleich zu Mastoparan wider. [Eemittlung der theoretischen
Sekundarstruktur beider Modell-Peptide mit den Paognen GOR3/4 [242, 243] zeigt, dass
A-Somatostatifs-Strange enthalt, wahrend Mastoparan eurdelicalen Anteil aufweist.

Es sollte jedoch hervorgehoben werden, dass diedobtete statistische Praferenz fur
B-Strange keinesfalls bedeutet, dass nicht auchrarfBekundarstrukturelemente von PDIs
gebunden werden (vgl. Abschnitt 3.7.7.). Die hidraienen Resultate implizieren jedoch ein
Zusammenwirken von spezifischen Aminosaurerest@nesinrer raumlichen Position bzw.

Orientierung bei der Peptid-Interaktion von PDIs.
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4.3.6. Strukturelle Eigenschaften von PDIs determieren die Peptid-Bindungsspezifitat

Bisher existieren keine strukturellen Daten von $ DI nicht-kovalenten Komplexen
mit ihren Substraten. Lediglich die kirzlich puiize Kristallstruktur des kovalenten
ERp57-Tapsin-Komplexes erlaubte erstmals Einblicke den Substratinteraktions-
mechanismus der katalytischen Domanen eines hunf@abéframilienmitgliedes [98, 203].
Die Kristall- bzw. NMR-Strukturen von ERp44 und d#s- sowiebb'-Fragmentes von PDI
zeigen das Vorhandensein einer hydrophoben Sutisidlangsstelle innerhalb der jeweiligen
b'-Doméne [86, 88, 99]. Diese strukturellen Datenegebinen Hinweis auf den mdglichen
Substratinteraktionsmechanismus von PDIs. Im Ralle ERp44 faltet der C-terminale Teil
des Proteins in die potentielle Substratbindunfiestier b'- und a-Doméne zurtick [99]. Bei
dem PDb'x-Fragment bindet detlinker in der Substratbindetasche de&iDoméne [86]. In
einer kurzlich publiziertenin silico-Studie zur Erod-Bindungsspezifitat von PDI wird
angenommen, dass die-Doméane mit der flexiblefi-hairpin Schleife von Erod interagiert
(vgl. Abb. 64); [250].

Eine vergleichende strukturelle Analyse zeigt, dass aromatische Reste bei der
Interaktion mit detb'-Doméane von PDI bzw. ERp44 beteiligt sind (s. AB#). Die Bindung
erfolgt vermutlich in allen Fallen Ubem-Elektronen Wechselwirkungenstacking-
Interaktionen) zwischen den aromatischen Seite@kd203, 250]. Dies stimmt mit der in
dieser Arbeit ermittelten Peptid-Bindungsspezifitéh PDIs, insbesondere der praferentiellen
Interaktion mit aromatischen Resten und Arginin, @oerein. Bestatigt wird dies auch durch
die Kristallstruktur der ERp46-Domaéne, in der es ebenfalls zu Wechselwirkungen de
konservierten Trp-Restes des aktiven Zentrums mmamatischen Seitenketten des
Symmetrie-verwandten Molekils kommt (s. Abb. 74jhtetessanterweise liegen die
aromatischen Seitenketten des gebundenen Symmaetiendten Molekiils von ERpdbin
nahezu identischer r&umlicher Position wie die atsohen Reste in einem durch
Thioredoxin gebundenen Substrat-Peptid (s. Abb.; 7283]. Neben hydrophoben
Wechselwirkungen tragen v.a. Wasserstoffbriickenliigdn mit dem Polypeptidriickgrat zur
Substratinteraktion der katalytischen Domanen vep% und ERp46 bei (vgl. Abb. 33).

Es kann daher geschlussfolgert werden, dass dmliche Position der aromatischen
Seitenketten, neben Wechselwirkungen mit dem Pphyg@ickgrat, die Interaktion von PDls
mit Peptiden (und Substratproteinen) maf3geblichirbeg. Die strukturellen Daten erlauben
damit eine Rationalisierung der in dieser Arbeinigelten Peptid-Bindungsspezifitat von

Mitgliedern der PDI-Familie und ihrer einzelnen Déamen.
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(b)

(d)

Abbildung 74: Strukturelle Verifizierung der Peptid -Bindungsspezifitdt von PDIs.Die beobachtete Peptid-
Bindungsspezifitdt von PDIs und ihren einzelnen Roen kann durch strukturelle Daten bestatigt werBém
b'-Doméane von PDI interagiert mit degs-hairpin Schleife von Erod Uber stackinglnteraktionen der
aromatischen Seitenkettén); (Modell; [250]). Ahnliche Wechselwirkungen tretdx@i der intramolekularen
Interaktion dex-linkers mit derb’-Doméane von PD(b); (pdb: 3bj5; [86]) sowie des C-terminalen Absctasit
von ERp44 mit desse’-Doméne aufc); (pdb: 2r2j; [99]). Ebenso kommt es in der Kritablktur dera'-
Doméne von ERp46 (s. Abschnitt 3.5.4.2.) zu intdekaaren Wechselwirkungen mit aromatischen Rede=mn
Symmetrie-verwandten Molekil@d). Die Interaktion erfolgt hierbei Ubestackinglnteraktionen mit dem
konservierten Trp-Rest des aktiven Zentrums (W3B8)merkenswert ist, dass in der Uberlagerten Struidn
humanem Thioredoxin (pdb: 1mdi; [283]) ein spezifiggebundenes Peptid aus NB-eine nahezu identische
raumliche Position der aromatischen Reste aufwieiss deutet auf die Wichtigkeit der raumlicheniBos von
aromatischen Seitenketten bei der Substratintenaktin und erklart die in dieser Arbeit ermitteReptid-
Bindungsspezifitdt der verschiedenen PDIs. BDi®oméanen von PDI und ERp44 bzw. dieDoméane von
ERp46 sind jeweils in grin dargestellt. Die geburate Sequenzen d@rhairpin Schleife von Erod, desx-
linkersvon PDI und des C-terminale Teil von ERp44 sowde 8ymmetrie-verwandten Molekils von ER@46
sind jeweils in rosa dargestellt. Die Uberlagefaste des durch Thioredoxin gebundenen Peptidebl Bus
sind in magenta hervorgehoben. Thioredoxin isttrgeizeigt.

4.3.7. Die Peptid-Bindungsspezifitat bildet die mekulare Grundlage der katalytischen
Aktivitat und Chaperon-Funktion von PDIs

Obwohl die katalytische Aktivitat und Chaperon-Ftiok von PDIs bereits seit z.T.
mehreren Jahrzehnten untersucht wurden, herrs@ntdib molekularen Grundlagen bisher
weitestgehend Unklarheit. Eine Hauptursache ist féaa¢ende Wissen Uber die exakten
strukturellen Merkmale in Proteinen, die durch PBikannt und gebunden werden. Die in
dieser Arbeit ermittelte Peptid-Bindungsspezifitéin PDIs erlaubt die Etablierung eines
Modelles, in der die Substraterkennung unmittelivar der Redoxaktivitat verknupft ist.
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Danach binden PDIs in ihren Substratproteinen agidRen mit basischen und aromatischen
Aminosaureresten. AnschlieRend erfolgt 8aannervon benachbarten Sequenzbereichen auf
das Vorhandensein von Cys-Resten bzw. Disulfidleiicioiese konnten dann oxidiert bzw.
reduziert oder isomerisiert werden. Dieser postidieMechanismus ware dem weiterer
Chaperone, wie z.B. dem demger-Faktors aug. coli, &hnlich (vgl. [281]). Da aromatische
Reste bevorzugt im hydrophoben Inneren von Prateitekalisiert sind, kdnnte die
praferentielle Interaktion von PDIs mit diesen Rasauch die Zugéanglichkeit zu partiell
verborgenen (nicht-nativen) Disulfidbriicken erlaulggl. [63, 84]). Die Resultate dieser
Arbeit implizieren ebenfalls, dass die Cys-Rest&ubstratproteinen durch PDIs nicht direkt
erkannt werden, sondern dass die Interaktion (uied Kéhtalyse) durch die unmittelbar
benachbarten Sequenzen bestimmt wird. Diese Annatirdedurch neuste Untersuchungen
bestétigt, in denen gezeigt werden konnte, dass Bmd PDIp auch mit nativen
Disulfidbriicken in RNase Redox-Reaktionen eingek@men [284]. Der native bzw. nicht-
native Zustand einer Disulfidbricke ist demnachhhider determinierende Faktor der
Erkennung durch PDlIs.

Ein Hauptmerkmal der Aggregation von Proteinen die Bildung von
intermolekularenp-Faltblattern ¢rossbeta Aggregate); [285]. Dies stimmt mit der hier
beobachteten préaferentiellen Interaktion von PDisReptiden, welch@-Stradnge enthalten,
gut Uberein (s. Abschnitt 3.7.4.). Dies wiederungt lelie Vermutung nahe, dass die
bevorzugte Interaktion von PDIs nfitFaltblattern ein wichtiges Kriterium hinsichtlichrer
Funktion als molekulare Chaperone darstellt. PDéy#ione konnten demnach
aggregationsanfallige Regionen innerhalb von Pmetei respektiv@-Strange, erkennen und
hierdurch eine Aggregation verhindern. Interessightin diesem Zusammenhang, dass
aggregationsanfallige Regionen in Proteinen haubig s.g.gatekeepeSequenzen flankiert
werden, die den Faltungsprozess von Proteinen rstel@85]. Eine Assoziation dieser
Bereiche wird durch sterische oder ladungsabhangigetoRungen verhindert. Es konnte
gezeigt werden, dagmtekeepeSequenzen bevorzugt positiv geladene Reste iNdlee von
aggregationsanfalligen Regionen enthalten [285]. Ubereinstimmung mit der in der
vorliegenden Arbeit ermittelten Peptid-Bindungssifigit von PDIs kann spekuliert werden,
dass auch PDls in ihrer Funktion als Chaperoneifspez mit solchergatekeepeSequenzen
interagieren und somit die Aggregation bestimmtegiBnen in Proteinen unterdriicken.

Ein klassisches Beispiel ist hierbei die Aggregatieon al-Antitrypsin, die zu
schwerwiegenden Funktionsstérungen v.a. der Laliet {286]. al-Antitrypsin hat mehrere

aggregationsanfallige Regionen, die im hydrophdbeeren des Proteins lokalisiert sind und
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sich den zentralep-Faltblattern zuordnen lassen. Interessanterwetseaigieren die in dieser
Arbeit untersuchten PDIs mit mehreren Sequenzbeaivonal-Antitrypsin, insbesondere
der zentralerp-Faltblatter des Proteins (s. Abb. 75). Digs€altblattstrukturen enthalten
hydrophobe und aromatische Sequenzabschnitte, &velgich meist positiv geladene Reste
unterbrochen werden. Dies unterstitzt ebenfallsAdiaahme der spezifischen Erkennung
derartiger Sequenzen durch PDIs und erklart ihnkifdgsweise als molekulare Chaperone.

Abbildung 75: Interaktion von PDIs mit aggregationsanfalligen Sequenzen inal-Antitrypsin. Die
untersuchten PDIs binden verstarkt an Peptidseguentte den zentralgiiFaltblattern des Proteins zugeordnet
werden kdnnen. Fir einige dieser Bereiche ist hatkatass die Ausbildung von intermolekulafeRaltblattern
zur Aggregation des Proteins fihrt. Diese Bereiehthalten ebenfalls mehrere positiv geladene Seguen
(gatekeepér PDIs konnten in ihrer Funktion als molekularea@&rone durch Interaktion mit diesen Bereichen
einer Aggregation entgegenwirken. Die gebundengu&wzen sind in rot dargestellt. Gezeigt ist dagnmau1-
Antitrypsin-Homologe Serpin A3N (pdb: lyxa).

4.3.8. AGR2 bindet an Peptide aus krankheitsassoeiten Proteinen

AGRZ2 stellt vermutlich ein hinsichtlich der Subsingeraktion spezialisiertes Mitglied
der PDI-Familie dar. Im Gegensatz zu anderen Pl in dem durch AGR2 gebundenen
Peptidpool Peptide aus humanen krankheitsassoziierten Peoteitatistisch angereichert. In
dieser Arbeit konnte u.a. eine praferentielle laktion von AGR2 mit Peptiden des humanen
epidermialen Wachstumsfaktor-Rezeptors 2 (Her2/nsayvie mit Peptiden des von
Willebrand-Faktors (VWF) und Integrifl (ITGB1) nachgewiesen werden (s. Abschnitt
3.7.5.). Der VWF beeinflusst die Adharenz von Thibozyten an das subendotheliale Gewebe
wahrend der Blutgerinnung. Hohe Plasmakonzentratiades VWF wurden in Patienten mit
unterschiedlichen Krebs-Erkrankungen nachgewiesebei dieser Effekt vermutlich mit der
Tumor-assoziierten Angiogenese bei metastatischemeBsen zusammenhangt [287-289].
Integrine, wie z.B. ITGB1, vermitteln Zell-Zell-Késkte und sind bei der Zellmigration
beteiligt. ITGB1 besitzt einen positiven Einflussif adie Invasion von Tumorzellen in

umliegende Gewebe [290]. Des Weiteren besteht ethopogischer Zusammenhang
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zwischen der ITGB-Expression und dem PFignalweg [291]. In Ubereinstimmung mit
der Interaktion von AGR2 mit Peptid-Antigenen vorerB¥neu, wurde in aktuellen
Untersuchungen eine Beteiligung von AGR2 bei dehdgenese verschiedener Krebsarten,
v.a. bei Mammakarzinomen, nachgewiesen [176-17&r2eu wird verstarkt auf der
Oberflache von Brustzellkarzinomen exprimiert uktlalle Therapieformen beruhen auf der
spezifischen Blockierung dieses Rezeptors [292].

4.4. Vorhersage von Bindungsepitopen auf PDI-Intedgionspartnern

Der in dieser Arbeit verwendete PepBiday enthielt die Uberlappenden Sequenzen
von mehreren PDI-Interaktionspartnern (s. TabelleAnhang). Die Kartierung der von den
verschiedenen PDIs gebundenen Peptide auf derimdezidionalen Struktur von PDI-
Interaktionspartnern ermdglichte die Vorhersage potentiellen Bindungsepitopen. Die in
dieser Arbeit identifizierten Bindungsepitope geballerdings lediglich Hinweise auf
madgliche Interaktionen. Inwieweit diese Interakeanauch im Kontext des nativen Proteins
sowohlin vitro als auchn vivo relevant sind, kann mittels der Pepfiday Methodik nicht
geklart werden. Ebenso kdnnen keine Aussagen ubglich Bindungsaffinitadten sowie tber
die Lebensdauer solcher Komplexe getroffen werd@riterfihrende Interaktionsstudien,
beispielsweise mittelsrosslinking Biacore FRET-Untersuchungen, NMR- oder aber auch

Co-Kristallisationsversuche konnten die hier edradin Ergebnisse bestatigen und vertiefen.

4.4.1. PDIs interagieren mit basischen Sequenzbechen und aromatischen Resten

In Analogie zu der ermittelten Peptid-Bindungssfigiti zeigen auch die durch die
verschiedenen PDIs gebundenen Epitope auf ihresraktionspartnern eine Anreicherung
von aromatischen sowie positiv geladenen ResteAl(schnitt 3.7.7.). Die z.B. auf dér
Doméane von ERp29 gebundenen Bereiche enthalteneneeGiuster von aromatischen
Aminosaureresten. Eine Ahnliche Anreicherung vasnaatischen Resten zeigt sich auch in
den durch die verschiedenen PDIs gebundenen Sdupreichen der globuldren Domane von
Calnexin sowie der potentiellen Substratbindundjssten Grp94 und BiP. Die Praferenz fur
basische Reste zeigt sich z.B. in den gebundengune8ebereichen dér-Doméne von PDI
und ERp57, des P-Arms von Calnexin sowie in Beegicton Erok. Eine Ausnahme bildet
dabei ERp29, welches ebenfalls mit negativ gelaadl&ptopen interagiert.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Spezifitat vde RID Sequenzen mit aromatischen
und positiv geladenen Resten nicht nur auf die &stnuktur innerhalb von Peptiden

beschréankt ist, sondern sich auch in der Tertigksir von Proteinen widerspiegelt.
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4.4.2. PDIs binden an funktionelle Bereiche ihrerrteraktionspartner

Die durch PDIs gebundenen Sequenzbereichd-Antitrypsin sind hauptsachlich im
hydrophoben Inneren des Proteins lokalisiert ($.Ai5).al-Antitrypsin reprasentiert damit
ein Substratprotein, fur dessen Interaktion mit $2idrmutlich deren Chaperon-Eigenschaft
verantwortlich ist. Auf der anderen Seite konntedieser Arbeit gezeigt werden, dass auch
Sequenzbereiche durch PDIs gebunden werden, dideaberflache lokalisiert sind. Diese
Bereiche auf Proteinen reprasentieren vermutlichktionelle Wechselwirkungen. Eine
Diskriminierung zwischen funktionellen Interaktionend Chaperon-Wechselwirkungen ist
jedoch schwierig, da bekanntermal3en jedes Protéhrend seiner Translokation ins ER zu
Beginn im ungefalteten Zustand vorliegt und darmieptiell mit PDIs interagieren kann. Die
hier identifizierten potentiellen Bindungsepitopepiizieren eine funktionelle Interaktion von

PDIs, die Uber einfache Chaperon-Wechselwirkungeausgeht (s. Abschnitt 3.7.7.).

ERp29-Bindungsepitope:

Beispielsweise interagieren die untersuchten PDOtsSaquenzbereichen auf der
Doméne von ERp29, die auch bei der Dimerisierund) Substratbindung beteiligt sind [24,
136, 246]. Dies stimmt mit der Tatsache ubereissdaRp29 in Komplexen mit PDIs und
anderen ER-Chaperonen gefunden wurde (s. Abschhitt.2.). Eine Interaktion von ERp29

mit PDIs konnte bereits mittefill-downInteraktionsstudien nachgewiesen werden [142].

PDI- und ERp57-Bindungsepitope:

Die untersuchten PDIs zeigen eine Interaktion negugnzbereichen, welche in
raumlicher Nahe zu den aktiven Zentren der reddixxk Domanen von PDI und ERp57
liegen. Daraus kann geschlussfolgert werden, dies®elste in unmittelbarer Nachbarschaft
zum aktiven Zentrum vermutlich evolutionar fur eiogtimierte Protein-Protein-Interaktion
selektiert wurden. Die homologen Bereiche der kithen Domanen von ERp57 sind
dariber hinaus bei der Interaktion mit Tapasin ibgtg98]. Die gebundenen Sequenzen
innerhalb des PDb'-Fragmentes beschranken sich dagegen auf die Beradte raumlich
gesehen auf der gegeniberliegenden Seite der Sibirstiungstasche liegen. Die homologen
Bereiche debb'-Fragmentes von ERp57 enthalten mehrere Arg-Restdyei der Interaktion
mit Crt/Cnx beteiligt sind [119]. Dies stimmt mitiheren Studien Uberein, in denen gezeigt
werden konnte, dass ERp57 kompetitiv an Crt und BDHdet [293]. Es kann daher
angenommen werden, dass auch die Heterooligonrerngjeron PDIs durch Interaktion mit

den entsprechenden Bereichen lblesFragmentes stattfindet.
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Calnexin-Bindungsepitope:

Im Falle von Cnx interagieren die verschiedenensR@rstarkt mit Sequenzbereichen
der globuldaren Doméne, insbesondere mit Restenein NEhe der Glucose-Bindestelle.
Entgegen den Erwartungen konnte in der vorliegendideit jedoch keinerlei signifikante
Interaktion von ERp57 mit Peptiden des P-Arms vox 6achgewiesen werden (vgl. [30, 31,
116, 119, 248]). Daraus kann geschlussfolgert werdass fir die Interaktion von ERp57 mit
dem P-Arm von Cnx das intakte Protein notwendigB$enso ware denkbar, dass die Haupt-
Interaktionsstelle von ERp57 tatséchlich innerlddb globularen Doméane von Cnx liegt und
dass die Interaktion mit dem P-Arm sekundar atftnitd eher einen stabilisierenden Effekt
besitzt. Des Weiteren kdnnten auch intramolekukareformationsanderungen von Cnx dazu
fuhren, dass der distale Teil des P-Arms in raumlidNdhe zub- bzw. b'-Domane von
ERp57 gelangt und die Bindung dadurch stabilisigrd. In der Tat konnte bereits durch
elektronenmikroskopische Untersuchungen die Fletdbi des P-Arms nachgewiesen
werden [248]. Dariber hinaus wird angenommen, dasglobulare Domane von Cnx eine
Polypeptid-Interaktionsstelle besitzt, die in raiomér Nahe zur Glucose-Bindetasche liegt
[248, 294]. Die Uberlappung der putativen PolypdBindungstasche von Crt mit der
ERp57-Interaktionsstelle stimmt mit der in diesebdit beobachteten kompetitiven Peptid-
Interaktion von ERp57 und Crt Uberein (s. AbschBiitl1.).

Erolo-Bindungsepitope:

Kirzlich konnten fur einige PDIs eine direkte I@tietion mit Erolh nachgewiesen
werden [53, 54]. Neben der PDIDomane ist fur die nicht-kovalente Assoziation VDI
mit Erolo. hauptsachlich die b'-Doméane verantwortlich [46, 48, 53, 250]. In
Ubereinstimmung mit neusten Studien konnte in deliagenden Arbeit eine Interaktion von
PDIs mit Sequenzbereichen von Exodetektiert werden, welche bei der nicht-kovalenten
Assoziation mit PDI und ERp57 beteiligt sind (&3, 250]). Dies betrifft hauptsachlich die
basischen Sequenzen direkt unterhalb der regudalmn Schleife sowie die Reste ger
hairpin Schleife. Obgleich konnte auch ein weiterer Béraaaf der Oberflache von Erel
identifiziert werden, der moglicherweise bei deetaktion mit PDIs beteiligt ist. Dies stimmt
mit den Ergebnissen einer kirzlich publizierten éitliiberein, in der die Deletion d@r
hairpin Schleife von Erod zwar die Interaktion mit PDI signifikant reduziejgdoch nicht
vollig aufhebt [250]. PDIs interagieren darlberéia mit Sequenzen, die das katalytische
CXXCXXC-Motiv enthalten. Entgegen den Erwartungeonkte in dieser Arbeit keine
signifikante Bindung der verschiedenen PDIs an iBepmetektiert werden, die mit den Cys-
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Resten der regulatorischen SchleiauitleCysteine) von Erod Uberlappen (vgl. [46-48]).
Es kann spekuliert werden, dass PDIs auch direkdden Cys-Resten des aktiven Zentrums
von Erol interagieren kdonnen. Dies erfordert eine konforomatle Strukturéanderung der
Regionen in der Nahe zum katalytischen Zentrunihessndere der Reste der regulatorischen
Schleife. Derartige Konformationsanderungen wurtdereits postuliert [46, 51, 53, 295]. Die
Ergebnisse dieser Arbeit deuten zudem darauf hass dhauptsachlich nicht-kovalente
Interaktionen zwischen den verschiedenen PDIs undoHir die Stabilitat des Komplexes
verantwortlich sind. Dies stimmt mit neusten Stadiberein, in denen nachgewiesen wurde,
dass die Interaktion von Erednit PDI-Mutanten, in denen das CXXC-Motiv durch XX
ersetzt wurde, vermutlich auf reversiblen nichtdenten Assoziationen beruht [53].

BiP-Bindungsepitope:

In frlheren Studie wurde BiP zusammen mit mehrdP®is als Bestandteil von
Multiproteinkomplexen identifiziert [16]. Das PDlakilienmitglied ERd]5 fungiert dartiber
hinaus als Co-Chaperon von BiP [11]. Fur P5 wutdenéalls kirzlich eine Interaktion mit
BiP vorausgesagt [54]. In Peptid-Interaktionsstndi®nnte im Rahmen der vorliegenden
Arbeit gezeigt werden, dass die untersuchten PBistarkt an Sequenzbereiche binden, die
sich den Sub-Domanen Ib und IIb der Nukleotid-Bmgkdomane (NBD) von BiP zuordnen
lassen. Diese Sequenzbereiche sind ebenfalls bantéeaktion der NBD von BiP mit seinen
Co-Chaperonen und Nukleotid-Austauschfaktoren lgités. Abb. 76); [10, 296-298]. Die in
der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse rase Vermutung zu, dass neben ERd|5
auch andere PDIs als Co-Chaperone direkt mit Bi#tagieren. Die Interaktion von PDIs mit

BiP kdnnte einen Einfluss auf dessen Substratédtisowie Substratspezifitat haben.

RNaseA-Bindungsepitope:

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PDIs (ehenaturierter) RNaseA
interagieren (s. Abschnitt 3.6.5.). Zudem dient B&wals klassisches Modell-Protein fir die
Bestimmung der katalytischen Eigenschaften von P[88]. RNaseA enthalt vier
Disulfidbriicken. Die verschiedenen PDIs interagiemit Sequenzen eines begrenzten
Bereiches des Proteins, der zwei charakteristifubelfidbricken enthalt. Sequenzbereiche
des restlichen Teils von RNaseA, welcher die beataeren Disulfidbriicken enthalt, werden
dagegen nicht gebunden. Interessanterweise emthdiée gebundenen Sequenzen sowohl
aromatische Reste als auch zwei konservierte AggeRelie fur die Interaktion von RNase
mit dem RNase-Inhibitor verantwortlich sind (s. AGe); [299].
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(a) (b)

NBD

Abbildung 76: Funktionelle BiP- und RNase-Bindungspitope. PDIs interagieren mit denjenigen
Sequenzbereichen der Nukleotid-Bindungsdoméane (NBID)BIP, die auch bei der Interaktion mit Nukleeti
Austauschfaktoren, wie z.B. Bagl, beteiligt si(@. Im Falle von RNaseA werden von PDIs diejenigen
Sequenzbereiche gebunden, die z.T. bei der BindiesgRNase-Inhibitors beteiligt sif@). Diese Bereiche
enthalten aromatische und basische Reste, dién@dmteraktion von RNase mit dem RNase-Inhibitssentiell
sind [299]. ADP, R91, R39 und Y92 sind als Stabchedell dargestellt. Gebundene Sequenzen sind in rot
hervorgehoben. Bagl sowie der RNase-Inhibitor $eweeils in blau dargestellt. pdb(RNase): 1dza; [245
pdb(hsc70/Bagl): 1hx1; [296].

4.5. Struktur-Funktions-Beziehung der katalytischenDoméanen von ERp46

4.5.1. Ein flexibler Trp-Rest reguliert die Substra-Komplementaritat der katalytischen
Domanen

Es wurde angenommen, dass dig-Doméne von PDI die wichtigste
Substratbindungsstelle des Proteins enthélt [8&hdBige strukturelle Untersuchungen zur
Substratinteraktion von PDIs beschrankten sich @emrhauptsachlich auf den Beitrag der
b'-Doméne [86-88, 99, 101, 119, 203]. ERp46 stel# éazige Mitglied der humanen PDI-
Familie dar, welches ausschlief3lich aus mehrer¢alykischen Domanen aufgebaut ist. Die
Bestimmung der dreidimensionalen Struktur des Rretsollte es erlauben, Aussagen zum
molekularen Mechanismus der Substratinteraktionrediox-aktiven Domanen zu treffen.

Mehrere Reste in rAumlicher Nahe des aktiven Zerdrder katalytischen Domé&nen
von PDIs sind stark konserviert (s. Abb. 81, Anhaiy, 241]. Im Falle dea'-Domé&ne von
ERp46 betrifft dies v.a. die Reste in direkter Naatschaft der beiden reaktiven Cys-Reste
(W349, G351 und H352) sowie Reste der raumlich tielparten Schleife (G395, Y396 und
P397;cis-Prolin Schleife). Die Uberlagerung der in diesebdit ermittelten Kristallstruktur
der ERp4@'-Doméane mit dessen NMR-Struktur (pdb: 2diz, unverdficht) zeigte
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signifikante konformationelle Unterschiede in deihd des aktiven Zentrums (s. Abschnitt.
3.5.4.2.). Am auffélligsten ist die unterschiedéckonformation der Seitenkette von W349.
Die unterschiedliche Konformation der Indol-Seitett& von W349 fiihrt unmittelbar zu einer
unterschiedlichen Ldsungsmittelzuganglichkeit desteishinalen reaktiven Cys-Restes
(C350). Es kann daher spekuliert werden, dass diterkette von W349 als eine Art
"Deckel" fungiert und eine "offene Konformation"vée eine "geschlossene Konformation"
annehmen kann. In Analogie hierzu wurde bereitdean Kristallstruktur von PDI1p (pdb:
2b5e) eine geringfugig unterschiedliche Konformatiber Seitenkette des Trp-Restes im
aktiven Zentrum der katalytischen Domé&nen beob&a¢8f. Die Autoren nahmen an, dass
die Seitenkette von W405 innerhalb @iDoméane eine grofRere Flexibilitat aufweist, als die
rigidere Seitenkette von W60 in derDomane. Obgleich ist die Elektronendichte der
Seitenkette von W405 weniger gut aufgelost und Wi#D5n keinerlei intermolekularen
Wechselwirkungen mit weiteren Resten involviert.nigegenuber ist die Elektronendichte
der Seitenkette von W349 in der Kristallstruktur B®p4&'-Domane gut definiert.

In Ubereinstimmung dazu konnte in der vorliegendeneit gezeigt werden, dass die
Seitenkette von W349 in einer hydrophoben TascheseBymmetrie-verwandten Molekiils
integriert liegt. Neben hydrophoben Wechselwirkungavischen den aromatischen Resten
kommt es zur Ausbildung von Wasserstoffbrickenbigdun mit dem Polypeptidriickgrat des
Symmetrie-verwandten Molekils. Obwohl die beobaehteteraktion vermutlich durch die
Packung der Molekille innerhalb des Kristalls hegeoufen wird, kann angenommen
werden, dass die Kristallstruktur der ERp4Bomane einen Substrat-gebundenen Zustand
des Proteins widerspiegelt. Dies wird durch dieuldtirelle Ahnlichkeit mit weiteren
Thioredoxin-Substrat-Komplexen bestatigt (s. Abb.und Abschnitt 4.3.6.). Die berechnete
Interaktionsflache zwischen beiden Molekiilen liegt ca. 500 A2 betrachtlich unterhalb des
normalerweise beobachteten Bereiches von 1.40@®340 [300]. Vermutlich wird die
Interaktion durch die Anordnung der Moleklle inrelh des Kristalls stabilisiert. Die
Interaktionsflache zwischen den beiden Symmetrreraadten Molekilen in der ERpd6
Kristallstruktur korreliert jedoch relativ gut mitlen Interaktionsflachen zwischen den
einzelnen katalytischen Domanen von ERp57 mit Tiap@as750 A2), DsbA mit SigA-Peptid
(~ 760 A?) sowie Thioredoxin mit dem N&B-Peptid (~ 670 A2); [98, 283, 301]. Bei einer
kumulativen Substratinteraktion aller drei kataghen Domanen von ERp46 wirde sich eine
theoretische Interaktionsflache von ca. 1.500 &gbken (vgl. Abschnitt 4.5.3.).

Die Kristallstruktur dera’-Doméane von ERp46 demonstriert damit erstmals die

Bedeutung der konformationellen Flexibilitdt desngervierten Trp-Restes im aktiven
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Zentrums der katalytischen Domanen fur die Substestiktion von PDIs. Bestatigt werden

die strukturellen Ergebnisse dieser Arbeit duréihére Mutagenese-Studien an Thioredoxin
und PDI1p. Darin konnte gezeigt werden, dass dlestBution des konservierten Trp-Restes
durch Ala oder durch polaren Reste die katalytiscBgenschaften des Enzyms signifikant
beeinflusst [85, 239]. In Korrelation hierzu konrdaech in der vorliegenden Arbeit eine

Verringerung der Interaktion der P&W35A-Variante mit immobilisierter, denaturierter

RNaseA im Vergleich zum Wildtyp-Protein nachgewreserden (s. Abschnitt 3.6.5.).

,offene Konformation” »geschlossene Konformation”

Abbildung 77: Substrat-Komplementaritat der katalytischen Domanen von Trx-verwandten Proteinen.
Die Mitglieder der Trx-Familie zeigen bemerkenswertUbereinstimmungen in ihrem Substrat-
interaktionsmechanismus. Die strukturelle Kompletagtiit zu ihren Substraten wird maf3geblich Uben de
konservierten und flexiblen Trp-Rest des aktivemtrdigms bestimmt. Dieser kann eine "offene Konforordt
(links) oder eine "geschlossene Konformation" (techannehmen. In der Kristallstruktur der ER@46
Domane () sowie in der Struktur des Komplexes der Thioréadserredoxin-Thioredoxin-Reduktasié ), (pdb:
2puk; [302]) nimmt die Seitenkette des konservieffep-Restes (W349 bzw. W45) die "offene Konformati

an. Die Seitenkette des Trp-Restes inseriert javieieine hydrophobe Tasche, die v.a. durch arcotfmsi Reste
der benachbartetrHelices des Substratproteins bzw. des Symmetneamdten Proteins (blau) gebildet wird.
Hierdurch wird die Protein-Protein-Interaktion staiert und der Zugang zum N-terminalen reaktiv@ys-Rest
(rot) erméglicht. Im Falle des ERp57-Tapasin-Komgk (Il ); (pdb: 3f8u; [98]) sowie des Komplexes von
Thioredoxin-Thioredoxin-ReduktaséV(); (pdb: 1fém; [303]), nimmt der flexible Trp-ReftV56 bzw. W31)
jeweils die "geschlossene Konformation" ein. Ein@b8isierung der Interaktion durch Insertion imei
hydrophobe Tasche tritt hier nicht auf. Stattdeskemmt es zu lokalen Wechselwirkungen, v.a. Uber
Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Polypeptidrietkges Substrates. Neben den Resten der PWCGHC-
Konsensussequenz tragen v.a. die Resteigdétrolin Schleife zur Substratinteraktion bei. lagerende Reste
sind jeweils in rosa hervorgehoben. Die Cys-Reste Substratproteine bzw. der Asp-Rest des Symmetrie
verwandten Molekils der ERpda6Domane (D334) sind jeweils als Stabchen-Modelydarellt.
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Eine genauere Analyse der Reste auf der OberfldehERp4&'-Domane, die bei der
Interaktion mit dem Symmetrie-verwandten Molekiikdiegt sind, zeigt bemerkenswerte
Ubereinstimmungen mit den interagierenden Resteanieren Enzym-Substrat-Komplexen
von Mitgliedern der Thioredoxin-Familie (s. Abb.)7Dies sind beispielsweise die Komplexe
von ERp57-Tapasin, Thioredoxin-BASI, DsbA-DsbB, die@doxin-Thioredoxin-Reduktase
und Thioredoxin-Ferredoxin-Thioredoxin-Reduktasé, [8302-305]. In diesen Komplexen
tragen hauptséachlich die Reste des CXXC-Motivs e unmittelbar benachbarten Reste
sowie die Reste dais-Prolin Schleife zur Interaktion mit den Substraben (s. Abb. 77). In
Ubereinstimmung hierzu sagen neuste Studien eigentislle Beteiligung der Reste des
CXXC-Motivs sowie dercis-Prolin Schleife bei der Substratinteraktion vorx-Verwandten
Proteinen vorher [306, 307].

Der konservierte Trp-Rest in unmittelbarer Nachtiaaét des CXXC-Motivs nimmt
in den meisten bekannten Strukturen von Trx-verweamdProteinen die "geschlossene
Konformation" an. In der Kiristallstruktur des Korages von Thioredoxin-Ferredoxin-
Thioredoxin-Reduktase (pdb: 2puk; [302]) nimmt d@mservierte Trp-Rest dagegen die
"offene Konformation" an. Hierbei ragt die Trp-Seikette aus Thioredoxin heraus und
inseriert in eine hydrophobe Tasche, die durchdrdet Ferredoxin-Thioredoxin-Reduktase
gebildet wird [302]. Dieser Interaktionsmechanismsts dem der ERp46-Domane mit
seinem Symmetrie-verwandten Molekul sehr &hnliclmBegeniber nimmt der konservierte
Trp-Rest in der Kristallstruktur des Thioredoxinidfedoxin-Reduktase-Komplexes (pdb:
1fém; [303]) die "geschlossene Konformation" aned&ir Interaktionsmechanismus &hnelt
wiederum stark dem des ERp57-Tapasin-Komplexes: (Bt8u; [98]); (s. Abb. 77). Eine
ahnliche Konformationsanderung des konserviertgntRastes konnte kirzlich auch in der
Kristallstruktur von humanem Thioredoxin beobachterden (pdb: 3e3e; [308]). In diesem
Fall tragt die Trp-Seitenkette allerdings nicht zsignifikanten intermolekularen
Wechselwirkungen mit dem Symmetrie-verwandten Maldlei.

Neben dem konservierten Trp-Rest zeigt auch derRds&t des CGHC-Motivs im
Vergleich zur NMR-Struktur der ERpd6Doméane geringe konformationelle Unterschiede
seiner Seitenkette. Derartige Konformationsédndeznongurden ebenfalls bei der Seitenkette
des His-Restes des CPHC-Motivs in DsbA &iuscoli beobachtet [301]. Eine Beteiligung
dieses His-Restes bei der Substratinteraktion &irgenommen. Interessanterweise nimmt
D334 des Symmetrie-verwandten Molekils in der ERp#&Bistallstruktur eine nahezu
identische Position ein wie C95 von Tapasin im ERpapasin-Komplex und wie T369 des
C-terminalen Teils von ERp44 in der ERp44-Kristallktur (vgl. Abb. 77); [98, 99].
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Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass PDIs nicht @ime hohe konformationelle
Flexibilitat zwischen ihren einzelnen Domanen, syndauch innerhalb ihrer katalytischen
Doméanen aufweisen. Dies erlaubt eine Anpassung tarktsrell heterogene Substrate
(induced-fitMechanismus) und erklart die beobachtete niedigiestratspezifitat von ERp46
und weiteren Mitgliedern der PDI-Familie. Aus veighenden strukturellen Untersuchungen
kann daruber hinaus geschlussfolgert werden, dassSdbstratinteraktionsmechanismus
innerhalb der Thioredoxin-Familie &hnlich ist. Bitarke Konservierung des flexiblen Trp-
Restes im aktiven Zentrum der verschiedenen Mdglieder Trx-Familie deutet zudem auf
dessen Bedeutung bei der Abschirmung des reakti#grminalen Cys-Restes sowie auf
dessen Funktion als hydrophobe Plattform bei RreReotein-Interaktionen hin.

4.5.2. Die katalytischen Cys-Reste der ERp46a’-Doma liegen bevorzugt im reduzierten
Zustand vor

Ein weiterer wichtiger Aspekt, der aus der Krigliktur der ERp4&-Domane
abgeleitet werden konnte, betrifft deren Redox-&ndt(s. Abschnitt 3.5.4.2.). Die beiden
katalytischen Cys-Reste des aktiven Zentrums lieigeder reduzierten Form vor. Dies
stimmt mit den Daten der NMR-Struktur dberein. Irer dLiteratur finden sich
widerspruchliche Informationen hinsichtlich des fpréntiellen Redox-Zustandes der
katalytischen Cys-Reste des aktiven Zentrums. Basspeise deutet die Kristallstruktur von
PDI1p (pdb: 2b5e; [85]) auf einen oxidierten Zustaler katalytischen Cys-Reste in der
Doméne hin, wohingegen die Cys-Reste im aktiventrden dera'-Doméane die oxidierte
Form annehmen. Auf der anderen Seite liegen die-Regte dera'-Doméne in der
Kristallstruktur von ERp57 (pdb: 3f8u; [98]) eindiuin der oxidierten Form vor. Kirzlich
konnte gezeigt werden, dass die katalytischen (seRin ERp18 (pdb: 1sen; 2k8v; [103])
sowohl im oxidierten als auch im reduzierten Zugdtaarliegen kénnen. Die reaktiven Cys-
Reste der beiden N-terminalen katalytischen Dom&menERp72 (pdb: 3idv; [237]) liegen
in der Kristallstruktur im reduzierten Zustand vor.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Proteinifging von ERp46 unter
reduzierenden Bedingungen. Vor der Anionenaust@hsomatografie wurde die Probe mit
DTT reduziert. Die folgenden Reinigungsschritte @armr in Anwesenheit von 0,1 % (v/§)
Mercaptoethanol durchgefuihrt. Dagegen erfolgte #iestallisation selbst ohne die
Anwesenheit von Reduktionsmitteln. Dariiber hinaéisstt die lange Zeitspanne bis zur
Kristallbildung vermuten, dass sich das Redoxglggeticht mit dem Sauerstoff der

Atmosphare eingestellt hat. Es kann daher angenomveeden, dass die reduzierte Form der
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katalytischen Cys-Reste den physiologisch relevaitastand des aktiven Zentrums der
ERp4@G'-Domane darstellt. Dies stimmt mit der beobachtepesferentiellen Reduktase-
Aktivitat von ERp46 und seinen isolierten katalgtisn Domanen Uberein (s. Abschnitt
3.4.1.). Interessanterweise liegen die beiden +katdlytischen Cys-Reste in der ERp46
Kristallstruktur eindeutig in der oxidierten Fornorv Eine strukturelle Beteiligung dieser
Disulfidbriicke ist nicht wahrscheinlich, da die ogeaktiven Domanen von verschiedenen
PDIs ohne eine derartige Disulfidbriicke trotzdemlighe Sekundar- und Tertiarstrukturen
annehmen. Obgleich liegt die nicht-katalytische ubigbriicke in raumlicher Néhe des
aktiven Zentrums und es wurde angenommen, dasdunaér der oxidierte Zustand der
reaktiven Cys-Reste des aktiven Zentrums destegtliwerden kann [64].

Ein weiterer interessanter Bezug ergibt sich ams Aastausch der Ladung der beiden
konservierten geladenen Reste in der Nahe desn@r@en reaktiven Cys-Restes. In den
redox-aktiven Doméanen der meisten PDIs befinddt 8if32 ein Glu-Rest, direkt unterhalb
des C-terminalen reaktiven Cys-Restes (vgl. Abl. Bédiglich in dera’-Domane von PDIp
sowie in dera- und a'-Doméane von ERp46 ist dieser Rest zu Lys substit@ge Abb. 81,
Anhang). Es wird angenommen, dass ein konservi&tgrRest innerhalb der flexiblen
Schleifen-Region der katalytischen Domé&nen von iRDBumliche Nahe zum C-terminalen
Cys-Rest gelangen kann und dadurch desseA\at signifikant beeinflusst [66, 67]. Die
Dislokation des homologen Arg-Restes in die Nahs @Geterminalen katalytischen Cys-
Restes wird in der Kristallstruktur darDoméne von ERp72 (pdb: 3idv; [237]) durch eine
Salzbriicke mit dem konservierten Glu-Rest begumstig

In der Kristallstrukturtruktur der ERpd6Domane bildet der homologe Arg-Rest
(R415) eine Wasserstoffbriicke mit dem Carbonyl-8ta#atom von P397 deris-Prolin
Schleife. Es ist nicht anzunehmen, dass R415 irmdBomane von ERp46 in die Nahe des
aktiven Zentrums gelangen kann, da eine Salzbriukd344 nicht moglich ist. Entgegen
bisherigen Vermutungen kann angenommen werden,dia$3eeinflussung des piVertes
des C-terminalen katalytischen Cys-Restes durcllokason des konservierten Arg-Restes
kein allgemeines Merkmal der redox-aktiven Domawem PDIs darstellt (vgl. [63]). Obwohl
der Abstand von K344 und C353 mit 6,8 A zu groRdiiren direkten polaren Kontakt ist,
wiirde die Flexibilitat der Seitenkette von K344e#nnaherung auf ca. 3 A erlauben (Daten
nicht gezeigt). Eine Beeinflussung der katalytiscltivitat (insbesondere der Reaktivitat
des C-terminalen Cys-Restes des aktiven Zentrumsihdk344 innerhalb dea’-Domane
von ERp46 ist daher anzunehmen. Obwohl die MutatmmE47 und K81 in dea-Domane
von PDI einen Einfluss auf die katalytische Akiitzur Folge hat, konnte keine direkte
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Beeinflussung der pKWerte der reaktiven Cys-Restes nachgewiesen weidsppi et al,
unveroffentlichte Daten). Basierend auf der Kristalktur der ERp4&-Doméne kann
angenommen werden, dass durch die unmittelbare ddasthaft der positiven Ladung von
K344 die negative Ladung (deprotonierte Form) vaBb& stabilisiert wird. Dies wirde
ebenfalls den nukleophilen Angriff von C535 auf dgsnischte (intermolekulare) Disulfid
von C350 begunstigen, wodurch der Reduktions-Reagweg praferiert wirde (vgl. Abb. 4).
Dies wirde die préferentiell katalysierte Redukiitnmch ERp46 erklaren.

4.5.3. Die raumliche Anordnung der katalytischen Dmanen von ERp46 bildet die
Grundlage der effizienten Substratbindung

Mittels analytischer Gelfiltration und limitiertéProteolyse konnte gezeigt werden,
dass ERp46 eine hohe inter-Domanen Flexibilitatvaist (s. Abschnitt 3.3. und 3.5.3.). Die
nicht-globulare Form von ERp46 wurde ebenfalls Huemalytische Ultrazentrifugation
bestimmt. Der fur ERp46 ermittelte s-Wert von 3,diyt unter dem fur ein globulares
Protein erwarteten s-Wert von ca. 3,5 S. Der kleingWert deutet demnach auf eine
gestreckte Konformation hin. Versucht man aus demeagsenen s-Werten und dem
ermittelten Molekulargewicht die Form von ERp46lmrechnen, so erhalt man ein Ellipsoid
mit den Achsenlangen von ca. 5-10:1. Dieser Welttes@llerdings nur als qualitativ
angesehen werden, da man fir eine exakte BerechihemdHydratationsgrad des Proteins
bendtigt. Dieser Wert liegt durchschnittlich bei €83 g Wasser pro 1g Protein mit relativ
hohen Schwankungsbreiten [309]. Dariiber hinaus kdieser Wert bei chaperonartigen
Proteinen deutlich vom Durchschnittswert abweichen.

Des Weiteren konnte in dieser Arbeit gezeigt werdiass die katalytischen Domanen
von ERp46 synergetisch bei der Peptid-Interaktieteitigt sind (s. Abschnitt 3.7.1.). D.h.,
die simultane Bindung mehrerer katalytischer Doméaren ERp46 stabilisiert die Interaktion
mit Peptiden/Proteinen (Aviditats-Effekt). AnhanerKristallstruktur der ERp46-Doméane
konnte eine potentielle SubstratbindungstascheirNdhe des aktiven Zentrums identifiziert
werden (vgl. Abb. 35). Die Interaktionsflaiche deRfE@'-Doméne mit dem Symmetrie-
verwandten Molekul ist allerdings relativ geringirFeine effiziente Substratbindung durch
ERp46 missten demnach alle drei katalytischen Demdreteiligt sein. Eine rdumliche
Ausrichtung der drei Substratbindungsstellen inefd@igr die selbe Richtung wéare hierfur
notwendig. Kumulative, stabilisierende Wechselwirgan der katalytischen Domé&nen mit
Substratproteinen wurden auch fur ERp57 und ERmpfRergesagt, konnten jedoch bisher
nicht experimentell bestatigt werden (vgl. [98, P37
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Ein Vergleich der Primarsequenz sowie des Domangibadis von ERp46 mit
weiteren PDIs zeigt eine groRe UbereinstimmungeinZlisammensetzung und Lange mit der
linker-Region des’a-Fragmentes von ERp72 (pdb: 3idv; [237]). Fur ERR@Ente ebenfalls
eine hohe Flexibilitat diesdinker-Regionen vorhergesagt werden [101, 237]. Die @ret
ahnlichen Domé&nen von ERp44 sind rdumlich in Fomes Kleeblattes angeordnet (pdb:
2r2j; [99]). Der Aufbau und die Lange dinker-Regionen in ERp46 sollten dagegen eine
grol3ere Flexibilitat der einzelnen Doméanen erlaul#ars den hier ermittelten funktionellen
und strukturellen Eigenschaften von ERp46 kanndegidimensionales Modell des Proteins
erstellt werden: Hierfir wurde dia-Domane des’a-Fragmentes von ERp72 mit der N-
terminalen a-Doméane von ERp44 uberlagert. Die relative raunglicRosition der C-
terminalena’-Doméane von ERp46 wurde durch Uberlagerung der B&gdristallstruktur
mit der ERp4#'-Doméane modelliert. Danach ergibt sich eine gekteec'V-férmige"
raumliche Struktur von ERp46 (s. Abb. 78).

ERp46-Modell ERdj5 C-terminales Fragment

\

Abbildung 78: Strukturmodell von ERp46. Basierend auf den in dieser Arbeit ermitteltemigtirellen und
funktionellen Eigenschaften von ERp46 sowie derdmoBequenzidentitit mit dénker-Region des ERp#a-
Fragmentes (pdb: 3idv; [237]) wurde die raumlicheo&lnung der drei katalytischen Domé&nen von ERp46
modelliert (links). Hierfir wurde dia-Doméne des ERp&2a-Fragmentes (cyan) mit darDomane von ERp44
(pdb: 2r2j; [99]) Uberlagert. Die Kristallstruktuter ERp4@'-Doméane (griin) wurde mit ddy'-Doméne von
ERp44 Uberlagert. Das Strukturmodell von ERp46 tzdig Form eines gestreckten "V". Die hydrophoben
Substratbindungsstellen (dunkelblau) aller dreiakgischen Doméanen zeigen ungefahr die selbe rabhmli
Ausrichtung. Dies ermdglicht die simultane Binduran Substraten. Interessanterweise zeigen dasn@rize
aa'a"-Fragment von ERdj5 (pdb: 3apo; [110]); (Mitte) sevdas Homodimer defE. coliDisulfidisomerase
DsbC (pdb: leej; [310]); (rechts) eine vergleiclebaiumliche Anordnung der einzelnen Doméanen. Es kan
angenommen werden, dass die Gro3e der gebildeteitiKauf Grund der flexiblefinker-Regionen variiert
und sich an die GréRe des Substratproteins anpagstkatalytischen Domanen des'a"-Fragmentes von
ERd]|5 sind in cyan, rot und hellblau dargesteliie Drx-&hnlichen Doménen der beiden DshC-Monoméran

I1, trx-I,) sind in cyan, die jeweiligen Dimerisierungs-Doraan(dd, dd,) sind in hellblau dargestellt. Die untere
Darstellung ist jeweils um ca. 45° im Vergleich nlyeren Abbildung gedreht.
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Die hydrophoben Substratbindungsstellen der kasalyen Doméanen zeigen ungefahr
die selbe rdumliche Ausrichtung. Die Kavitat zwisclden Doméanen ist zudem grof3 genug
um eine effiziente Interaktion mit Substraten ziawren. Die Distanz zwischen den beiden
N-terminalen Cys-Resten dat- unda’-Doméne von ERp46 betragt in dem Modell ca. 56 A.
Aufgrund der potentiellen Flexibilitat der einzenénker-Regionen ist jedoch anzunehmen,
dass dieser Abstand betrachtlich variieren kandemKristallstruktur von ERp57 (pdb: 3f8u)
betragt der entsprechende Abstand zwischen derrbeatox-aktiven Doménen ca. 34 A,
wéahrend im Falle von PDI1p (pdb: 2b5e) ein Abstaad ca. 27 A zwischen der unda'-
Domane gemessen werden kann [85, 98]. Es ist ahmerg dass der Abstand zwischen den
redox-aktiven Domanen einen Einfluss auf die Salisteraktion hat, wobei die intrinsische
Flexibilitdt zwischen den Doméanen vermutlich eipites Substratspektrum erlaubt.

Interessanterweise zeigt das C-terminadea”-Fragment der kirzlich publizierten
Kristallstruktur von ERdj5 (pdb: 3apo; [110]) eirstarke Ahnlichkeit hinsichtlich der
raumlichen Anordnung seiner katalytischen Domaieeser Bereich des Proteins ist bei der
Interaktion von ERdj5 mit EDEM1 beteiligt [110].1& vergleichbare raumliche Ausrichtung
der einzelnen Trx-&hnlichen Domanen lasst sich amaer dreidimensionalen Struktur der
E. coliDisulfidisomerase DsbC (pdb: leej; [310]) wiededin (s. Abb. 78). Dies wiederum
impliziert einen ahnlichen Substratinteraktionsnatbmus von Trx-verwandten Proteinen

unterschiedlicher Spezies aber mit einem vergleid Doméanen-Aufbau.

4.6. CSB als potentieller PDI-Inhibitor

Basierend auf der dreidimensionalen Struktur vorpZRkonnten durchn silico-
Analysen mehrere tausend niedermolekulare Substadeatifiziert werden, die potentielle
Liganden des Proteins darstellen [142]. Mitielwitro screeningexperimenten konnten flnf
Substanzen identifiziert werden, welche die Peptidraktion von ERp29 potentiell
inhibierten [142]. In der vorliegenden Arbeit koantit Chicago Sky BlugCSB) eine
kommerziell erhdltliche Substanz gefunden werdee, @ne verbesserte Loslichkeit in
wassrigen Puffersystemen aufweist und die Peptrdiation von PDI ebenfalls inhibiert (s.
Abschnitt 3.9.1.). Mittels Fluoreszenzspektroskognavie Affinitatschromatographie konnte
in dieser Arbeit eine direkte Interaktion von CSB mehreren PDIs nachgewiesen werden.
Uber die Spezifitat dieser Interaktion sowie digelliyung der verschiedenen Doméanen von
PDIs bei der Bindung an CSB konnte jedoch keineagerAussage getroffen werden. Neuste
Untersuchungen weisen darauf hin, dass der PDbitaini BPA mit den hydrophoben
Bereichen der PI-Domane wechselwirkt [195].
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CSB gehort zur Klasse der Azofarbstoffe und se@t sus einem polycyclischen
aromatischen Grundgerist mit Amino-, Hydroxy-, Met+, sowie Sulfonsaure-Gruppen
zusammen. Interessanterweise bestehen nahezushlés gefundenen potentielle Inhibitoren
von PDIs aus aromatischen Grundgerusten mit HydrogyB. Bisphenol A) und
Aminofunktionen (z.B. Ribostamycin). Auch Hormorgie als mdgliche PDI-Inhibitoren
identifiziert wurden, bestehen i.R. aus einem pgtlizchen (aromatischen) Grundgerust mit
einer oder mehreren Hydroxy-Gruppen (z3BDstradiol); [126]. Es kann daher angenommen
werden, dass die aromatischen Gruppen nicht nurPeptiden, sondern auch in
niedermolekularen PDI-Liganden ein wichtiges Inkécmsmerkmal darstellen. Die
verschiedenen hydrophilen funktionellen Grupperd srermutlich fir die Ausbildung von
Wasserstoffbriicken mit den AminosaureseitenketésnRioteins essentiell.

In der vorliegenden Arbeit konnte zudem gezeigtdear dass CSB die Oxidase-
Aktivitdt von PDI inhibiert. Da CBS keine reaktivesulfhydryl-Gruppen in seiner Struktur
aufweist kann angenommen werden, dass der inhauoter Effekt auf einer Konkurrenz
zwischen Substrat- und Inhibitor-Bindung beruhtl.(fd96]). Wahrscheinlich erfolgt die
Bindung von CSB an PDI Uber hydrophobe Wechselwigam. Die apparente
Dissoziationskonstante von CSB (~ 12 uM) liegt nhiadb des relativ grofen Bereiches
bereits publizierter Dissoziationskonstanten von-Pibitoren (s. Abschnitt 1.8.); [126].
Neuere Untersuchungen verdeutlichen jedoch diel@raiik der Bestimmung der Affinitat
und Selektivitat potentieller PDI-Inhibitoren [196]

Erstein vivo-Untersuchungen mit immortalisierten murinen Filbasben deuten auf
eine unterschiedliche Empfindlichkeit von ERp29wmd -ko Zellen gegentber Behandlung
mit CSB hin (Hirschet al, unverdffentlichte Daten). Uber mogliche Ursachees
differentiellen Einflusses von CSB auf das Zellwstam bzw. die Zellproliferation von
ERp29-wt und -ko Zellen kann jedoch nur spekukeztden. Weiterfihrenda vivo-Studien
sollten in Zukunft angestrebt werden. Es wird amgemen, dass ERp29 bei der Pathogenese
verschiedener Krebserkrankungen involviert ist [1891-175]. Somit kdonnte CSB als
maogliche Leitstruktur fur die Identifizierung weite (ERp29)-Inhibitoren dienen.

Interessanterweise wurde CSB bereits sareeningUntersuchungen durch das
National Cancer InstitutdNCI) als potenter Inhibitor der HIV-Aktivitat iawifiziert . Die
Inhibierung beruht hierbei auf der Verhinderung dpl20-CD4 Interaktion [311, 312]. Fur
die Anwendung als potentielles Krebs- sowie ardies Therapeutikum in lebenden
Organismen waren jedoch Substanzen mit einer veebies Loslichkeit, inhibitorischen

Effizienz und Selektivitat sowie verringerter Cyiwizitat von Noten.
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4.7. AbschlieRende Bemerkungen

Trotz der enormen Fortschritte, die in den letzt@dahren hinsichtlich der
Charakterisierung der katalytischen Eigenschaftewies Chaperon-Funktion von PDIs
gemacht wurden, herrscht Uber die molekularen Mash®n der PDI-Substrat-
Wechselwirkungen bisher weitestgehend Unklarheitie DBestimmung der Peptid-
Bindungsspezifitdt von mehreren Mitgliedern der #amilie in dieser Arbeit, gibt erstmals
einen umfassenden Einblick in die determinierenBaktoren der Substrat-Erkennung. Die
Ergebnisse dieser Arbeit stimmen mit den publigierPeptid-Bindungseigenschaften von
PDIp, ERp29 und Wind, dem ERp29-Orthologen Bussophila melanogasteigut Uberein
[24, 95, 141]. Interessanterweise zeigen auch BdP Calreticulin sowie mehrere bakterielle
Chaperone ahnliche Peptid-Bindungsspezifitaten [, 27, 273-282]. Die Analyse der
Interaktion von PDIs mit den Modell-Peptiden Mastgn und A-Somatostatin zeigt
ebenfalls weitestgehende Ubereinstimmung mit kergublizierten Daten [82]. Die
Bestimmung von potentiellen Bindungsepitopen auf I-Rieraktionspartnern zeigt
bemerkenswerte Ubereinstimmungen mit kirzlich midatien Ergebnissen [53, 250].
Darlber hinaus bestéatigen strukturelle Daten diesmxie friherer Arbeiten, die hier
beobachtete Peptid-Bindungsspezifitdt von PDIs §8699, 250].

Es kann daher davon ausgegangen werden, dass dieriwvorliegenden Arbeit
ermittelten Peptid-Bindungseigenschaften der véesemen PDIs auf spezifischen
Wechselwirkungen beruhen und kein Artefakt der esrdeten Peptideray Methodik
darstellen. Auf der anderen Seite konnen durch\ewvendung einer Peptid-Bibliothek
dieser Grol3e falsch-positive Interaktionen niclggmschlossen werden. V.a. die Verwendung
von Triton X-100 kann auch zum Verlust von schwhgtdenden Peptiden fuhren. Dartber
hinaus erschweren die unterschiedlichen PeptidBigdaffinitaten der verschiedenen PDIs
sowie deren unspezifische Wechselwirkungen mit@easoberflache der Peptitrays die
Anwendung einheitlicher Inkubationsbedingungen. Diedieser Arbeit ermittelten Peptid-
Interaktionen sollten daher, beispielsweise durckstiBhmung von Gleichgewichts-
Dissoziationskonstanten in Losung, naher charakéstiwerden. Dies war im Rahmen dieser
Arbeit nicht mdglich. Aktuelle Peptid-Bindungsstadimittels NMR deuten jedoch auf eine
spezifische Protein-Peptid-Interaktion hin.

Fur die Bestimmung weiterer spezifischer Bindungstewy Ladungseffekte und
Positionseffekte einzelner Reste in den gebunddtegtiden, wird z.Z. eine umfassende
Softwareentwickelt, welche eine exakte statistische Austwey aller Daten erlaubt (Ferrari,

unverdffentlichte Daten).
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5. Zusammenfassung und Ausblick

PDIs katalysieren die Oxidation, Reduktion und Isasierung von Disulfidbriicken
in Substratproteinen [63]. Die 20 bisher bekannéitglieder der humanen PDI-Familie
unterscheiden sich hauptsachlich in der Zusammamsgt ihrer Thioredoxin-ahnlichen
Doménen [203]. PDIs konnen sich aus KkatalytischeDpmanen und/oder nicht-
katalytischen l§-)Domanen zusammensetzen. Unterschiede in denykidén Reaktionen
sowie unterschiedliche Substratspezifititen werdegenommen [63]. Hinsichtlich des
molekularen Mechanismus der Substratinteraktion R&1is herrscht bisher weitestgehend
Unklarheit. In friheren Studien wurde das Hauptaogerk auf dieb'-Domane gelegt,
welche die wichtigste Substratbindungsstelle in PDarstellt [83]. Uber den
Substratinteraktionsmechanismus der katalytischemd@en von humanen PDIs existieren
dagegen nur wenige Erkenntnisse. Bisherige Unthtswgen zur Substratspezifitéat von PDIs
scheiterten an der Verfugbarkeit eines geeignetealy&everfahrens.

Mit Hilfe einer umfangreichen Peptid-Bibliothek aBfasis der Hochdichte-Peptid-
Array Technologie konnten erstmals die Peptid-Bindungggeichaften mehrerer PDIs
systematisch charakterisiert werden. Es konnteigienerden, dass sich die verschiedenen
PDIs sowohl in ihrer Peptid-Bindungskapazitat alshain ihrer Peptid-Bindungsselektivitat
signifikant voneinander unterscheiden. Diese Unteesle resultieren unmittelbar aus der
unterschiedlichen Domanen-Zusammensetzung der leamzd’DIs. Es wurde zudem eine
hohe Redundanz hinsichtlich der Peptid-Interaktimeobachtet, was auf eine geringe
Substratspezifitat hinweist. Mit Ausnahme von ERp2®@ragieren alle untersuchten PDIs
praferentiell mit Peptiden, die eine positive Geadung besitzen. Die in dieser Arbeit
erhaltenen Daten deuten sowohl auf eine BeteiligtorgWasserstoffbriickenbindungen mit
dem Polypeptidrickgrat als auch auf Wechselwirkanget den Seitenketten aromatischer
Reste und Arginin bei der Substratinteraktion vddsPhin. Wie gezeigt werden konnte,
interagieren PDIs bevorzugt nfitFaltblattstrukturen. Die Erkennung von Cys-Reste.b
Disulfidbriicken durch PDIs wird durch deren unniitte benachbarten Sequenzbereiche
determiniert. Die hier ermittelte Peptid-Bindungsxsfitéat bildet daher die molekulare
Grundlage der Kkatalytischen Aktivitat sowie ChapeFanktion von PDIs. Durch
Verwendung von Pepti@srays mit Uberlappenden Peptidsequenzen von mehreren PDI
Interaktionspartnern wurden zudem deren potentikéleungsepitope identifiziert.

Ferner konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werdgass PDIs, welche

ausschlief3lich aus katalytischen Doménen aufgetiadf ebenfalls mit einer grof3en Anzahl
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an Peptiden interagieren kdénnen und dassb&iBomaneper senicht essentiell fur die
Peptid- und Substrat-Bindung ist. Dementsprechemthie fir ERp57 erstmals eine direkte
Interaktion mit Peptiden, unabhangig von desseno&aton mit Crt/Cnx, nachgewiesen
werden. Des Weiteren konnte erstmals experimeaésiionstriert werden, dass die einzelnen
(katalytischen) Domé&nen von verschiedenen PDIs katmwzur Peptid-Interaktion beitragen
(Aviditats-Effekt). Funktionelle und strukturellea®en deuten darauf hin, dass die raumliche
Anordnung und Flexibilitat der katalytischen Doméwven ERp46 dessen Substratinteraktion
maf3geblich bestimmt. Die Kristallstruktur dar-Domé&ne von ERp46 zeigt zudem eine
konformationelle Flexibilitat innerhalb des aktivEentrums und erlaubt einen strukturellen
Einblick in den Mechanismus der Substrat-Komplemetét der katalytischen Doméanen von
PDIs. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen vermudass der molekulare Mechanismus der
Substratinteraktion innerhalb der Thioredoxin-Stguailie stark konserviert ist.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeassddieb-Doméne von P5 keinen
Einfluss auf die katalytische Aktivitat sowie PepBindungskapazitat hat. Obgleich P5 und
ERp46 einen ahnlichen Domanen-Aufbau besitzen, teonstrukturelle und funktionelle
Unterschiede zwischen beiden Proteinen nachgewigsesen. Die Anwendung einer nicht-
kovalenterpull-downMethodik erlaubte des Weiteren die Identifikatroehrere spezifischer
Interaktionspartner von ERp18 und ERp46. Eine Bgteaig von ERp18 als Eskort-Chaperon
innerhalb des sekretorischen Weges wird angenomBasierend aufn silico screening
Experimenten konnte in dieser Arbeit m@hicago Sky Blueeine niedermolekulare
Verbindungen gefunden werden, die mit PDI intendgiad die Oxidase-Aktivitat inhibiert.

Weiterfihrende Experimente sollten einen tieferenblck in den molekularen
Mechanismus der Substratinteraktion von PDIs zuraeleZihaben. V.a. der Austausch
einzelner Doméanen verschiedener PDd®nfain-swapping und dessen Einfluss auf die
Substratspezifitat sollte naher untersucht werdbfutagenese-Studien koénnten dazu
beitragen, die hier identifizierten potentiellemungsepitope auf PDI-Interaktionspartnern
zu verifizieren und einzugrenzen. Dartber hinawsbbldie Identifikation des naturlichen
Substratpools eines jeden PDIs (z.B. mittels modifizierjgull-down Analysen) eines der
wichtigsten Ziele. Obwohl in jingster Zeit bedewernFortschritte in der Aufklarung der
dreidimensionalen Struktur verschiedener PDIs gémaeerden konnten, fehlen bisher
strukturelle Daten von PDI-Substratkomplexen. Dist€intrapping Methodik ware hierbeli
ein Mittel der Wahl. Genaue Erkenntnisse Uber dielekulare Wirkungsweise der
heterogenen Klasse der PDI-Familie wirde die Emiwig von malRgeschneiderten

Medikamenten im Kampf gegen zahlreiche humane Bkknagen mal3geblich erleichtern.
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B. Abklrzungen

Einige der unten aufgefiihrten AbklUrzungen werdem zobesseren Verstandnis

zusatzlich im jeweiligen Kapitel erklart. Hier nicaufgefihrte Abkirzungen werden in den

jeweiligen Kapiteln im Zusammenhang erlautert. \&&iin wurden allgemein gebrauchliche

Abklrzungen verwendet. Abklirzungen, welche fir digeChemikalien verwendet wurden,

sind in Abschnitt 2.1.1. zu finden.

a/a'

A

b/b'

b. E.
BiP
BPA
BSA
CD
cDNA
Crt
Chnx
CSB
D

E. coli
EDEM
ER
ERAD
ERGIC
FKBP
FPLC
GdmcCl
[deHC|]1/2
Grp
GSH
GSSG
GST
HEPES
Hsp
IPTG
kb

ko

LB

M
MW/M
MWCO
Ni-NTA
NMR
oD
PA

katalytische (redox-aktive) Domé&nen
Absorption
nicht-katalytische (redox-inaktive) Domanen
beliebige Einheiten
immunoglobulin heavy chain binding protein
Bisphenol A
Rinderserumalbumin
Circulardichroismus
komplementéare Desoxyribonukleinsaure
Calreticulin
Calnexin
Chicago Sky Blue
denaturiert / entfaltet
Escherichia coli
ERdegradation enhancing mannosidase-like
Endoplasmatisches Retikulum
ER-assoziierte Degradation
ER/Golgi-intermediares Kompartiment
FK506-bindendes Protein
fast performance liquid chromatography
Guanidiniumchlorid
[GdmHCI]-Ubergangsmittelpunkt
Glucose-reguliertes Protein
reduziertes Glutathion
oxidiertes Glutathion
Glutathion-S-Transferase
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansutfauare
heat shock protein
IsopropyB-D-thiogalactosid
Kilobasenpaare
knockout
Luria-Bertani
Marker / Protein-Grél3enstandard
Molekulargewicht
molecular weight cutt-off
Nickel-Nitrilotriacetat
nuclear magnetic resonance
optische Dichte
Polyacrylamid
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PAGE
PCR
PBS
PDB
PDI(s)
PPlase(n)
RNaseA
rpm

RT

TBE
TBS

Trx
UGGT
UPR

uv

U.N.

Vis

viv

wi/v

wit

Polyacrylamidgelelektrophorese
Polymerasekettenreaktion
Phosphat-NaCl

Protein-Datenbank
Proteindisulfidisomerase(n); PDI-Profe)
Peptidyl-prolgis/transisomerase(n)
Ribonuclease A

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Tris-Borat-EDTA

Tris-Borat-NacCl

Thioredoxin
UDP-Glucose:Glycoprotein-Glucosyltranafer

unfolded protein response

Ultraviolett

Uber Nacht

sichtbare Wellenlangenbereich
Volumenanteil

Gewichtsanteil

Wildtyp

Fur Aminosauren und deren Reste wurden folgendeirxiikgen verwendet:

Ein-Buchstaben-Code

< Xs<d40TWOTVZZIrXA~"IOTMmMOO>»

Drei-Buchstaben-Code  Aminosaure

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Xaa
Tyr

Alanin
Cystein
Aspartat
Glutamat

Phenylalanin

Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin

Serin

Threonin

Valin
Tryptophan
unbekannte/beliebige Aminosaure

Tyrosin
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C. ANHANG

C. Anhang
PDls Putative Substrate/Interaktionspartner
PDI (PDIAL) ERp57, Erod, Collagen-Prolyl-4-Hydroxylase, Collagen (1V), VIS, Cholera Toxin,
Clusterin, Pentraxin 3, SFGP E110, Thyroglobuliiyifiin, gp12015, Sec6&, Laminin,
IgM, IFN-y, MHC | (¢2), NAD(P)H-Oxidase, Grp94, ERp72, BiP, P5, Gale&j
Hedgehog
PDIp (PDIA2) Erol, Prolactin, Préaprocecropin, Hedgehog-Protein
PDILT Calmegin

ERp57 (PDIA3) PDI, LDL-Rezeptor, Glycosyltransferase, Melanosferrin, Adam 17, Adam 10, Lysyl-
Oxidase 2, Clusterin, Discoidin, Fibulin, Putati@brillin, Agrin, A1 Plexin A1, Integrine
(02, 06, p1,85), Lamininy2, LDL-Rezeptor, Collageal (VI), Integrine &3, f2), Laminine
(B1,v1), LamininB3, Lysyl-Hydroxylase 2, Eraid, Calnexin/Calreticulin, Tapasin, VP14
al-Antitrypsin-NHK, MHC | @2), Thyroglobulin, STAT312, SFGP p62, Tyrosinase,
Hemagglutinin, SERCA 2b, Prion-Protein, ERp72, ERp2

ERp72 (PDIA4) ERp57, IgG, EralLDL-Rezeptor, HC@9, Thyroglobulin, Laminin, IFNy, Matrilin-3,
Thrombospondin, HLA-DR, BiP, Grp94, Cyclophilin RADPH-Oxidase 1, PDI, P5,
ERdj3, Grp170, Cholera Toxin, Apolipoprotein B

ERp44 Erot, IP3R3, IgM, IL-12, FGE2, ERGIC-53, Adiponectin
PDIr (PDIA5) Erolo
ERp46 Erod, Lysyl-Hydroxylase 2, Lamini$3, Laminine p1,y1), Integrine ¢3, B2, 1),

Collagena1(VI), LDL-Rezeptor, Laminirf2, Collagem1(1V), Collagena2(1V),
Adiponectin-Rezeptor, ERAP16, ERAP2, EDEM3, LTBPRRIP18, Aspartyl/Asparagin-
B-Hydroxylase, Nidogen-1, Peroxiredoxin-4, PentraXin

P5 (PDIABG) ERp72, Grp94, BiP, PDI, MICAL, IFN-gG, Erok, Integrinfl, LDL-Rezeptor,
Pentraxin 3, Peroxiredoxin-41-Antitrypsin-NHK11
ERdj5 BiP, EDEM1g1-Antitrypsin-NHK
ERp18 Ero#, Lysyl-hydroxylase 2, Laminifi3, Lamininy2, ER Glucosidase Ibj§, Pentraxin 3,
VKOR, GFH-R13
AGR2 MUC2, Reptin
AGR3
TMX VKOR, Eroln
TMX2
TMX3
TMX4 VKOR, ERp57, Calnexin
TMX5
ERp27 ERp57
ERp29 Thyroglobulin, FKBP13, Connexin, Py-VP1, HéEaB-OA14, BiP, CFTR-F508y1-

Antitrypsin-NHK

Tabelle 5: Potentielle Substrate und Interaktionspetner von PDIs. Zusammengefasst sind die wichtigsten
bisher bekannten potentiellen Substrate bzw. lktiemaspartner von Mitgliedern der PDI-Familie. Die
Interaktionspartner wurden sowohl in kovalenter algh in nicht-kovalenter Assoziation mit den jeigen
PDIs gefunden. Einige Interaktionen kommen wabhigtich nicht durch direkte Bindung mit dem Substrat
zustande, sonder beruhen auf der Assoziation vda RDMultiproteinkomplexen. (ErlauterungviHC Klasse |
verwandtes Molekiil A?Formylglycin-bildendes Enzyntinositol-3-phosphat RezeptolHauptkapsid-Protein
VP1 des Simian Virus,*Vitamin K-Epoxidreductase °ER-assoziiertes Protein’Latent-transforierender
Wachstumsfaktor-beta bindendes ProteirfPglycystische Nierenkankheits-assoziiertes Proteithumanes
Choriongonadotropif;- , ‘°Semliki-Forest-Virus-Glycoprotein  E1, *!Null-Honkong-Variante, **Signal
Transduktor und Aktivator der Transkription ‘Gonadotropin freisetzendes Hormon-Rezeptttepatitis B-
Oberflachenantigen,*®HIV-1 Hiillglycoprotein 120, "z.T. in Kooperation mit Cnx/Crt). Quellen s.
Literaturverzeichnis.
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PDls UniProt- PDB Eintrag Redox-/ Oligo-
Nummer Chaperon- meri-
Aktivitat sierung
PDI (PDIAL) P07237 a=1mek; b=1bjx; bb‘=2k18; b'=8bj O,RI,CP 1n, 2n,
a'=1x5c; PDI1p=2b5e 4n
PDIp (PDIA2) Q13087 - O,RCP 1n, 2
PDILT Q8N807 - ?,CP ?
ERp57 (PDIA3) P30101 abb‘a'=3f8u; a=2alb; bb'=2h8EkE2dmm O,R,IC,P ?
ERp72 (PDIA4) |  P13667| aa=3idv; a=2djl, a=2dj2; bb'=3ec3; a'=2dj3 _ O: R. | ?
ERp44 Q9BS26 abb'=2r2j olcC ?
PDIr (PDIA5) Q14554 - ORIC ?
ERp46 Q8NBS9 a'=2diz3ujl O, R,C, 1n
P5 (PDIA6) Q15084 a‘=2dml; a"=1x5d O,RI,C,R n,Bn
ERdjS Q8IXB1 3apo=nglb2aa‘a“; 3apq = j)a3aps =a" : ?
ERp18 095881 a=1sen; 2k8v O,P 1n, 2n
AGR2 095994 - » ?
AGR3 Q8TDO06 - 0 ?
TMX Q9H3N1 a=1x5e R, | ?
TMX2 Q9Y320 a=2dj0 ? ?
TMX3 FLJ20793 - 0 ?
TMX4 Q9H1ES - ? ?
TMX5 - - ? ?
ERp27 Q96DNO b=2l4c C,P ?
ERp29 P30040 b=1g7e; D=1g7d; bD=2qc7 C,P 21

Tabelle 6: Strukturelle und Funktionelle Daten vonhumanen PDIs.Angegeben sind die UniProt- und PDB-
Zugangsnummern, der Doméanen-Aufbau, die Oligonertisig sowie die katalytische bzw. Chaperon-Aktivita
der 20 bisher bekannten humanen PDI-Familienmiglia vitro. O = Oxidase; R = Reduktase; | = Isomerase;
C = Chaperon-Aktivitat; ? = unbekannte katalytisohidivitdt. C = keine Chaperon-Aktivitat; P = direkte
Peptid-Interaktion nachgewiesen. Uberdies bedeliter Monomer; 2n = Dimer; 3n = Trimer usw. Die im

Rahmen dieser Arbeit erstmals gewonnenen Erkersetsind zusatzlich in rot hervorgehoben.

Protein

Doménengrenzen| MW (g/mol)] €™ (Mt cm?) | pl

GST M1-S238 27.377 42.860 6,3
P5 L20-L440 46.193 72.880 5,0
P&’ K159-L.266 13.596 20.970 6,4
P&aa’ S24-1.266 28.135 43.430 7,1
PDI D18-L508 56.248 45.380 4.8
PDla D18-G134 14.103 19.940 b
PDla W35A D18-G134 13.988 14.440 6,b
ERp57 S25-L505 55.219 44.810 6,0
PDIp Q22-L525 56.798 43.890 4.9
ERp18 H27-L172 17.771 16.960 5,
ERp46 R33-L432 45.414 68.870 5,6
ERp46&° R33-Q189 18.430 29.450 57
ERp4&G G190-G322 15.985 23.950 6,0
ERp4&G’ R296-A428 15.562 15.470 6,1
ERp27 E26-L273 30.480 18.450 4.6
ERp29 L33-L262 27.180 27.390 7,0
BiP E19-L654 71.433 30.370 5,2

Tabelle 7: Biochemische Parameter der rekombinant érgestellten Proteine.Angegeben sind die mittels
ProtParam (http://expasy.org/tools/protparam.htf@11]) bestimmten Molekulargewichte (MW), molaren
Extinktionskoeffizientere?®"™ sowie pl-Werte der in dieser Arbeit rekombinantgestellten und gereinigten
Proteine. Fur die nicht in dieser Arbeit selbstgestellten Proteine s. z.B. Referenzen [24, 65866134]. Fur
alle anderen Proteine s. Herstellerangaben. DieE.incoli rekombinant hergestellten PDIs besitzen die
Aminosauresequenzen der humanen Proteine. Im kaltle P5 wurde die Sequenz des murinen Proteins
verwendet. Die P&Doméane aggregierte wahrend der Reinigung (nicgegeben). Bis auf P5, welches einen
N-terminalen GSTag enthalt, besitzen die tbrigen Proteine alle eebzw. C-terminalen (Hig)tag.
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Abbildung 79: Elutionsprofile der Gelfiltration von PDIs. Die meisten PDIs eluieren als ein homogener Peak.
PDI zeigt einen zusatzlichen Peak mit geringertamisitat und liegt sowohl als Dimer als auch alsareer vor.

P5 zeigt nach der Thrombinspaltung vier Peaks. Wfithder erste Peak kurz nach dem Ausschlussvolumen
eluiert und vermutlich Aggregate darstellt, enthfdt zweite Peak ungespaltenes GST-Fusionspr@eindritte
Peak enthalt P5 (*), wahrend im letzten Peak akajespes GST zu finden ist. Die BDomane eluiert als
Aggregate kurz nach dem Ausschlussvolumen (nickeigd. Verwendet wurde eirfeuperdex 20@rep grade
HiLoad 26/60-Gelfiltrationsséule (GE Healthcare) mit 820 mL S&ulenvolumen und einer Flussrate von 1
mL/min. Der Laufpuffer enthielt 0,1 % (v/rMercaptoethanol sowie 0,01 % (v/v) Triton X-100.

Protein Ve (mL) Kav MWex.: (kDa) MWthe (kDa) | AMW (kDa) | Fehler (%) | N
ERp18 248 0,66 17,2 17,8 -0,6 -3,1 1,0
ERp27 216 0,51 51,7 30,5 -4,6 -15,2 17
ERp46 205 0,46 75,4 45,4 -1,7 -16,9 17
ERp57 197 0,42 99,2 55,2 -5,6 -10,2 1,8
PDI(1) 173 0,30 226,0 56,2 0,3 0,5 40
PDI(2) 196 0,41 102,6 56,2 -4,9 -8,8 1,8
PDIp 196 0,41 102,6 56,8 -5,5 -9,6 18
P5 177 0,32 197,0 46,2 3,1 6,6 43
P5aa' 212 0,49 59,3 28,1 1,5 5,3 21
P&’ 253 0,69 14,5 13,6 0,9 6,7 11

Tabelle 8: Bestimmung des Oligomerisierungsgradesom PDIs mittels analytischer Gelfiltration. Aus den
Elutionsvolumina (¥) und Verteilungskoeffizienten ¢§ wurde das Molekulargewicht (M) des jeweiligen
Proteins ermittelt. Diese wurden mit den theorétisc Molekulargewichten (MW verglichen und die
Differenz AMW) sowie die Abweichungen zum theoretischen Molaekgewicht (in %) berechnet. Das
Verhaltnis von experimentellen und theoretisch #gsiten Molekulargewicht ergibt den hypothetischen
Oligomerisierungsgrad (N). PDI zeigt zweeaksmit unterschiedlichem Laufverhalten (PDI(1) undI@)).
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Abbildung 80: Beeinflussung der Proteineigenschafte von PDIs durch den Fluoreszenzfarbstoff.Die
Minimalkopplung von PDIs mittels Fluoreszenzfarlifdo mit NHS-Estern als reaktive Gruppe fihrt nur z
einer geringen hypsochromen Verschiebung des Ewnissiaximums im Fluoreszenzspektru@m). Die
Proteinstruktur wird demnach durch den Fluoreszgbstoff kaum beeinflusst. Dariiber hinaus komndwesh
die Fluoreszenzmarkierung zu keiner signifikantemdérung der Reduktase-Aktivitat von PDIs, wie nhtte
Insulin-Reduktionstest gezeigt werden konnfe). PDI (- ), ERp46 {+/—), ERp57 {4 ).
Fluoreszenzmarkierte Proteine sind mit (*) gekeroireet. Konzentrationen der PDIs s. vorherige Adimilgen.

PDI-Protein | cutoff (min) (AU) | cutoff (max) (AU) | Konzentration (UM) | Fluoreszenzfarbstoff
PDI 435 50.000 0,5 Atto550
PDIb'x 655 50.000 0,5 Atto550
PDIb'x 1272A 503 50.000 0,5 Atto550
PDIp 835 50.000 0,5 DyLight549
ERp57 553 50.000 0,5 DyLight549
P5 242 50.000 0,5 DyLight549
PSaa’ 587 50.000 0,5 DyLight549
ERp27 134 50.000 0,5 DyLight549
ERp18 301 50.000 0,5 DyLight549
ERp46 778 50.000 0,1 DyLight549
ERp46&° 500 50.000 0,1 DyLight549
ERp46 500 50.000 0,1 DyLight549
ERp4&G' 500 50.000 0,1 DyLight549
PDI1p 968 50.000 0,05 Atto550
ERp29 833 50.000 0,05 DyLight549
ERp2% 500 50.000 0,05 DyLight549
ERp2D 100 50.000 0,05 DyLight549
DsbA 300 50.000 0,1 DyLight549
GST 97 50.000 0,5 DyLight549
RNaseA 200 50.000 0,5 DyLight549

Tabelle 9: Parameter der Peptid-Bindungsstudien. Die Peptid-Bindungsstudien wurden mit
fluoreszenzmarkierten PDIs durchgefuhrt. Der Flapeazfarbstoff sowie die Konzentration fur die einen
Proteine wurden hinsichtlich der Protein-Stabilitdd des Signal-Hintergrund-Verhéltnisses optimiBie auf
identische Weise aufgenommenen Signalintensitaggngdbundenen Peptide wurden vom Hintergrundsignal
abgezogen und auf die Signalintensitat der leerentrigll-spotsnormiert. Die Signale wurden als statistisch
relevant betrachtet, wenn ihr Wert mindestens umkiktorN tber dem Hintergrundsignal lag. Mit wurde
das Dreifache der Standardabweichung des Hintetdgignals definiert. Daraus ergab sich die fur die
Auswertung bericksichtigte minimale Signalintertsiggutoff). Die maximale Signalintensitat erreichte bei
einem Wert von ca. 50.000 ihre Sattigung.
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Protein Originalsequenz (UniProt-Nummer)
4-1BB Rezeptor P20334
al-Antitrypsin NM_011458
Amyloid-Vorlauferprotein P12023
ATF6 NP_001074773
BiP P20029
Calnexin P35564
Calreticulin P14211
Ceruloplasmin Q61147
Chymase | XP_001476387
Derlinl Q99J56
Derlin2 Q8BNI4
Derlin3 Q9D8K3
EGF-Rezeptor AAG28045
Erlin2 Q8BFZ9
Erolo Q8R180
ERp29 P57759
ERp57 P27773
Fas-Ligand P41047
Fibrinogeny Polypeptid Q8VCM7
FKBP12.6 P68106
FKBP13 P26885
Grp94 P08113
GST aus pGEX-6P3 (GE Healthcare)
Histamin-H1-Rezeptor NP_032311
Haptoglobin Q61646
HBsAg
Hemopexin Q91X72
ICAM1 P13597
IFN-y P01580
Inositol-1,4,5-trisphosphat-Rezeptpr P11881
Integrin P11688
Irelo Q9EQYO
Lysozym NP_038618
Mastoparan Sequenz: INLKALAALAKKIL
Mesoderm development candidate 2 31543247
Matrix-Metalloproteinase-14 P53690
Murinoglobulin-1 P28665
Notch-1 (extrazelluldre Doméane) Q01705
PDI P09103
PERK Kinase Q972B5
Pipe Q86BJ3
RNaseA P07998
Secbh P61620
Sec62 EDL34969
Sec63 Q80YG4
A-Somatostatin Sequenz: RKAGSKNFFWKTFTS
St3gal5 088829
TGH Q64729
TGH Q8VCT4
TLR-1 Q9EPQ1
TNFa P06804
TNF-R2 P25119
Transferrin Q92111
UGGT Q6P5E4
VKOR-c1 Q6TEKS
Vpl P03090
VSVG P04882
IgG Kontrolle
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Tabelle 10: Zusammensetzung des Peptillrrays. Der verwendete Peptillrray enthielt die z.T.
Uberlappenden Peptid-Sequenzen von 57 verschiedéfreteinen. Darunter waren potentielle PDI-
Interaktionspartner sowie sekretorische Proteind Kontroll-Proteine/Peptide. Der Peptidray wurde in
Zusammenarbeit mit der Firma JP€ptide TechnologieSmbH entwickelt.

ERpd6a‘ -—----—--——————- TVLALTENNFDDTIAEG----ITFIRFYAP-WCGHCKTLAPTWEELSKKEFPGLA---GVKIABVD-§
ERpd6a  ——---——————————— LYELSASNFELHVAQG----DHFIFFAP-WCGHCKALAPTWEQLALG-LEHSE---TVKIGEVD-§
ERp46a0 -—----——-——————- SKHLYTADMFTHGIQSA----AHFVMFFAP-CGHCORLQPTWNDLGDKYNSMEDA--KVYVARVD-§
Thx —————————————— MVKQIESKTAFQEALDAAG-DKLVVVFSAT-HCGPCKMIKPFFHSLSEKYS——————- NVIFLEvDV-
ERp18 SDGHMGLGKGFGDHIHWR-TLEDGKKEAAAS-G--LPLMVIIHKS-WCGACKALKPKFAESTE-ISELSH---NFVMV§L-ED
PDIa  —————————————- DHVLVLRKSNFAEALAA---HKYLLVEFYAP-WCGHCKALAPEYAKAAGKL-KAEGS--EIRLARVD-A
PDIa‘  ———————————— DKQPVKVLVGKNFEDVAFDE--KKNVEFVEFYAP-WCGHCKQLAP IWDKLGETY-KDHE---NIVIARMD-S
PDIpa  —--———————————- GILVLSRHTLGLALRE---HPALLVFYAP-WCGHCQALAPEY SKAAAVL-AAES--MVVTLARVD-G
PDIpa‘  —--———————————- PVKTLVGKNFEQVAFD--ETKNVFVEFYAP-CTHCKEMAPAWEALAEKY-QDHE--D-I I IABLD-A
ERpdda  —————————————————— LDTENIDEILNNAD----VALV§FYAD-WCRFSOMLHPIFEEASDVIKEEFPNENQVVFARVD-[§
ERpS57a  ——-———————--—- SDVLELTDDNFESRISDTGSAGLMLVEFFAP-ICGHCKRLAPEYEAAATRL-———- KG-IVPLARVD-§
ERp57a‘ -RYLKSEPIPESNDGPVKVVVAENFDEIVNNE--NKDVLIBFYAP-WCGHCKNLEPKYKELGEKLSKDP----NIVIARMD-A
ERp72a0 ---—- EDDLEVKEENGVLVLNDANFDNFVADK---DTVLLFYAP-CGHCKQFAPEYEKIANIL-KD--KDPPIPVARID-A
ERp72a  ——————————————— VTLVLTKENFDEVVNDA---DIILVJFYAP-iCGHCKKLAPEYEKAAKELSKR-——-SPPIPLARVD-A
ERp72a‘ —---——-———--—- PVKVVVGKTFDSIVMDP--KKDVLI-JFYAP-WCGHCKQLEPVYNSLAKKY -KGQ-KG--LVIARMD-A
P5a = ----- AVNGLYSSSDDVIELTPSNFNREVIQS—--DSLWLVEFYAP-CGHCORLTPEWKKAATAL-KD-———~- VVKVGAVD-A
P5a‘ = ———mmmmmmmm——- DVIELTDDSFDKNVLDS--EDVWMVEFYAP-WCGHCKNLEPEWAAAASEV-KEQTKG-KVKLAAVD-A
PDIra0 —-------——————- VVHLDSEKDFRRLLKKE--EKPLLIMFYAP-CSMCKRMMPHFQKAATQL-RGH--A-VLAGMEvY-5
PDIra  —---—---——-—--- SVYHLTDEDFDQFVKE---HSSVLVMFHAP-WCGHCKKMKPEFEKAAEAL-HGEADS-SGVLAAVD-A
PDIra‘  ——-———————————- VLHLVGD-NFRETLKK---KKHTLVMFYAP-CPHCKKVIPHFTATADAF-KDDRKI-ACAAVEEV-K
TMX =~ ———————m————— o NVRVITDENWRELL-EG----DWMIFYAP-HCPACONLOPEWESFAEWGEDLE————— vNIARVDV-
AGR2 ---PQTLSRGWGDDITWVQTYEEALYKSKTSN-~--KPLMI THHLDE-CPHSQALKKVFAENKE IQKLAE-~---QFVLLELVYE
AGR3 ---HNGLGKGFGDHIHWR-TLE-LFYAQK-SK---KPLMVIHHLED-CQYSQALKKVFAQNEE IQEMAQN---KF IMLELMHE
ERp46a‘ TAERNI[§SKYSVRGY-BTLLLFR-GGKKVSEHS----GGf-------—- DLDSLHRFVLSQA-—————=-=-— KDEL
ERp46a  TOHYELESGNQVRGY-BTLLWFR-DGKKVDQYK--—-GKf---—---—- DLESLREYVESQLQ-——————=——-=—-—
ERp46a0 TAHSDVESAQGVRGY-BTLKLFK-PGQEAVKYQ--—-GPf---——--—- DFQTLENWMLQTLN———-———=——--——
Thx DDAQDVASEAEVKA-MBTFQFFK-KGQKVGEFS——--GA--——————~ NKEKL-EATINELV-——————————————
ERpl8 EEEPKDEDFSPDGGYIBRILFLDPSG-KVHPEI INENGNPSYKYFYVSAEQVVQGMKEAQERLTGDAFRKKHLEDEL
PDIa TEESDLAQQYGVRGY-BTIKFFR-NGDTASPKEYT-AG-J--------- EADDIVNWLKKRTGPAA-——————————
PDIa‘ TAN--EVEAVKVHSF-BTLKFF-PASADRTVIDY--NGEfJ--------- TLDGFKKFLESGGQDGAG-——————==—
PDIpa PAQ-RELAEEFGVTEYBTLKFF-RNGNRTHPEEY--TGPJ--------- DAEGTAEWLRRRVG-———————=====—
PDIpa‘  TAN--EL-DAFAVHGFBTLKYF-PAGPGRKVIEY--KSTR--------- DLETFSKFLDNGGV———————======—
ERp44a  DQHSDIAQRYRISKY-BTLKLFR-NGMMMKR-EYR--GQf--------—- SVKALADY IRQQKSDP————————-=——~
ERp57a  TANTNT@NKYGVSGY-BTLKIFR-DGEEAG--AYD--GPJ-------- TADGIVSHLKKQAGPASV-——————————
ERp57a‘ TAN-DVPSPYEVRGF-BTIYFS-PANKKLNPKKYE--GGR-------- ELSDFISYLQREAT-—————————==———
ERp72a0 TSASVLASRFDVSGY-BTIKILK---KGQAVD-YE--GSJ-------- TQEEIVAKVREVSQPDWTPPPEVT-————
ERp72a  TAETDLAKRFDVSGY-BTLKIF---RKGRPYD-Y--NGPJ-------- EKYGIVDYMIEQSGP--———-———=—=——
ERp72a‘ TANDVPSDRYKVEGF-BTI-YFAPSGDKKNPVKFE-GGDJ-------- DLEHLSKF-IEEHATKLSRT----— KEEL
P5a DKHHSLGGQYGVQGF-BTIKIFG-SNKNRPED-YQ--GGR-------- TGEAIVDAALSALR-—————=—===——=—
P5a® TVNQVLASRYGIRGF-BTIKIFQ-KGES-PVD-YD--GGR-------- TRSDIVSRALDLFSDNA-PPPELLE-—-—
PDIra0  SEFENIKEEYSVRGF-BTICYFE-KGRF-LFQ-YD-NYGS-------- TAEDTVEWLKNPQP-——————————————
PDIra TVNKALAERFHISEF-BTLKYFK-NGEK--YA-VP-VL-J-------- TKKKFLEWMQNPEA-——————————————
PDIra‘  DKNQDLEQOEAVKGY-BTFHYYH-YGKF-AEK-YD-SD-J-------- TELGFTNYIRALRE-———————==—————
TMX TEQPGLSGRFIITA-LBTI-YHC-KDG--EFRRY--QGPJ-------- TKKDFINFISDKEWKSIEPVSSWF-————
AGR2 T---TDKHLSPDGQYVBRIMFVDPSL-TVRADITGRY SNJLYAYEPADTALLLDN-MKKALKLL-———————— KTEL
AGR2 'I‘———TDKNLSPDGOYV@RIMFVDPSL—TVRADIAGRYSNLYTYEPRDLPLLIEN—MKKALRLI ————————— OSET.

Abbildung 81: Sequenzvergleich der katalytischen Dm&nen von PDIs.Die Aminoséduresequenz der drei
katalytischen Doménen von ERp4#&,(a, a) wurde mit den Sequenzen der katalytischen Domévesterer
PDI-Familienmitglieder sowie Thioredoxin (Trx) véigpen. Dasalignmenterfolgte manuell nach [66] sowie
mittels CLUSTAL W [313]. Gelb = katalytisches CXX@etiv; cyan = konservierter flexibler Trp-Rest;
dunkelgriin = nicht-katalytische Disulfidbriicke; bla= konservierter flexibler Arg-Rest; rot/magenta =
konservierte geladene Reste in Néhe des aktivetrdes; grau = hydrophobe substituierte Reste; hallge
konserviertexis-Prolin. Die konservierten geladenen Reste in déheNdes C-terminalen katalytischen Cys-
Restes sind bei der ERpDoméne ladungsvertauscht. Die zusatzliche nictaitische Disulfidbriicke
kommt neben den katalytischen Domé&nen von ERp4é moaler a-Domane von ERp57 sowie in dat-
Doméane von PDlr vor.
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wahrend meiner Promotion bedanken.

Am meisten danke ich von ganzem Herzen meinemEiieihre Unterstiitzung, die sie mir wahrend
meiner fast neun Jahre in Halle zukommen lieRem.néchte ihnen dafir danken, dass sie mir immer den
Rucken frei gehalten haben, um mich voll auf mameit konzentrieren zu kdnnen. Trotz der schwarigeit,
die wir gemeinsam durchmachen mussten, habt ihreinan mich geglaubt. Dafur danke ich euch unendlich
Zu Letzt mochte ich auch meinen GrofReltern fur ibrgerstiitzung wahrend meiner Doktorarbeit danken.

Leider war es euch nicht vergonnt, den AbschlussadiArbeit noch mitzuerleben.

Euch allen ein herzliches Dankeschén!



