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Toll  kodiert  dabei  für  ein  Typ‐I	 Transmembranprotein  mit  einer  großen  N‐terminalen 

extrazellulären  Domäne  (Toll  ECD),  bestehend  aus  leucine‐rich  repeats  (LRRs),  einer 

Transmembranhelix und einer C‐terminalen  cytoplasmatischen Domäne  (Hashimoto et al., 

1988). 

Innerhalb  des  Perivitellinraums  können  Easter  und  Spätzle  frei  diffundieren  (Stein  und 

Nüsslein‐Volhard,  1992)  und  der  Toll‐Rezeptor  ist  uniform  auf  der  Plasmamembran  des 

Embryos  verteilt  (Hashimoto  et  al.,  1991).  Eine  initiale  Asymmetrie  wird  durch  eine 

Sulfatierung  des  vitelline  membrane‐like  (VML)‐Proteins  oder  weiterer  Faktoren  der 

extrazellulären Matrix  durch  die  Sulfotransferase  Pipe  auf  der  ventralen  Seite  festgelegt 

(Zhang et al., 2009). Die Proteasen Gd und Snake  sind in der Lage an Heparin zu binden und 

werden daher  in  vivo  vermutlich an der modifizierten extrazellulären Matrix  immobilisiert 

(Dissing et al., 2001). Eine anschließende räumlich fixierte Zymogenaktivierung geht in einem 

putativen  ternären  „Aktivierungskomplex“  aus Gd,  Snake  und  Easter  von  statten  (Chasan 

und Anderson, 1989; Cho et al., 2010; Cho et al., 2012). 

Die  funktionelle  Bedeutung  von  Easter  für  die  Regulation  der  gesamten  Proteasekaskade 

wird  dadurch  hervorgehoben,  dass  für  easter  zahlreiche  dominante  gain‐of‐function 

Mutationen gefunden wurden  (Chasan und Anderson, 1989). Weiterhin wurde aufgezeigt, 

dass  Easter  in  der  Lage  ist Gd  in  einer  feedback‐Reaktion  zu  prozessieren  (Dissing  et  al., 

2001)  sowie  selbst  durch  die  Überführung  in  einen  kovalenten  Komplex  mit  dem 

Serinproteaseinhibitor  Serpin27A  irreversibel  gehemmt  wird  (Misra  et  al.,  1998; 

Hashimoto et al., 2003). 

Der  intrazelluläre post‐Rezeptor‐Signalweg (Abbildung 1‐2 (B)) wird durch Rekrutierung des 

Adaptorproteins dMyd88 über TIR‐Domänen‐Interaktion  induziert. In einem heterotrimeren 

Komplex  aus  dMyd88,  dem Adapterprotein  Tube  und  der  Ser/Thr‐Kinase  Pelle,  vermittelt 

über Death‐Domänen‐Interaktion, kommt es zur Auto‐Phoshorylierung und Aktivierung von 

Pelle  (Sun  et  al.,  2004).  Das  putative  Substrat  dieser  Kinase,  das  IB‐homologe  Protein 

Cactus,  wird  anschließend  phosphoryliert  und  durch  das  Proteasom  degradiert.  Durch 

weitere Phosphorylierung des NF‐B‐homologen Transkriptionsfaktors Dorsal wird dieser  in 

den  Zellkern  transloziert. Dort  kommt  es  in Abhängigkeit der Konzentration  an nukleären 

Dorsal,  und  damit  räumlich  abhängig,  zu  einer  Repression  oder  Induktion  diverser 

zygotischer Gene, welche  zu  einer  spezifischen  Zelldifferenzierung  führen  (Moussian  und 

Roth, 2005). 
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1.1.2 Der	Signalweg	der	angeborenen	Immunantwort	

Die cytoplasmatische Domäne des Toll‐Rezeptors weist eine hohe Sequenzhomologie zu der 

des  Interleukin‐1‐Rezeptors aus Vertebraten auf  (Gay und Keith, 1991), und wird daher als 

Toll/Interleukin‐1‐Rezeptor (TIR)‐Domäne bezeichnet. Der intrazelluläre Teil des Spätzle‐Toll‐

Signalweges  und  die  Cytokin‐abhängige  Aktivierung  von NF‐B  durch  den mammalischen 

Interleukin‐1‐Rezeptor  zeigen  ebenfalls  Parallelen  (Belvin  und  Anderson,  1996).  Es wurde 

daher vermutet, dass der Toll‐Rezeptor in einem Signalweg der angeborenen Immunantwort 

beteiligt sein könnte. In D. melanogaster konnte nachgewiesen werden, dass sowohl Spätzle 

als  auch  Toll  essentiell  sind  für  die  Expression  antimikrobieller  Peptide wie  Drosomycin, 

einem allgemeinen Abwehrmechanismus in Arthropoden (Lemaitre et al., 1996). In Analogie 

dazu  wurden  die  humanen  toll‐like‐Rezeptoren  (TLR)  identifiziert,  welche  die  NF‐B‐

abhängige  Expression  inflammatorischer  Cytokine  wie  Interleukin‐1  induzieren 

(Medzhitov et al., 1997; Rock et al., 1998).  Inzwischen konnten auf genomischer Ebene 10 

humane  TLRs  sowie  9  Toll‐Rezeptoren  in D. melanogaster  identifiziert werden  (Imler  und 

Hoffmann, 2001; Leulier und Lemaitre, 2008). Die Toll‐ und  toll‐like‐Rezeptoren  sind dabei 

neben  post‐Rezeptorelementen  wie  Myd88  und  NF‐B  in  einem  phylogenetisch 

konservierten Abwehrmechanismus  der  angeborenen  Immunität  beteiligt  (Medzhitov  und 

Janeway, Jr., 1998). 

Es  sind  jedoch  zwischen  den  Toll‐Rezeptoren  und  TLRs  substantielle Unterschiede  in  den 

Aktivierungsmechanismen als auch der Funktion erkennbar (Gangloff et al., 2003). Charles A. 

Janeway postulierte, dass die  Erkennung pathogen‐spezifischer,  konservierter molekularer 

Strukturen,  sogenannter  PAMPs  (pathogen  associated  molecular  pattern)  durch  nicht‐

klonale  Rezeptoren,  den  pattern  recognition  receptors  (PRRs),  des  angeborenen 

Immunsystems geschieht (Janeway, Jr., 1989). Die TLRs aus Vertebraten fungieren als solche 

PRRs und binden eine Vielzahl von Liganden pathogener Herkunft (Gay und Gangloff, 2007), 

was  unter  anderem  zur  Aktivierung  des  adaptiven  Immunsystems  führt  (Pasare  und 

Medzhitov, 2004).  

Der  Toll‐Rezeptor wird  hingegen  nur  durch  die  Bindung  des  endogenen  Liganden  Spätzle 

aktiviert, wodurch Toll eher als Cytokin‐Rezeptor klassifiziert wird (Tauszig et al., 2000). Die 

Erkennung  pathogener  Strukturen  erfolgt  in  Arthropoden  über  in  der  Hämolymphe 

zirkulierende Rezeptoren wie GNBP‐1 oder PGRP‐SA (Michel et al., 2001; Gobert et al., 2003; 

Gottar et al., 2006), welche  im Anschluss eine Serinproteasekaskade aktivieren (Jang et al., 

2008). 
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An diesem Signalweg sind jedoch von der Embryonalentwicklung unabhängige Proteasen wie 

die  Gram‐positive  specific  serine  protease  (Grass)  oder  Spätzle  Processing  Enzyme  (SPE) 

beteiligt  (Kambris et al., 2006;  Jang et al., 2006). Anhand der konstitutiven Expression von 

Drosomycin  in  Serpin43Ac‐defizienten  Mutanten  zeigte  sich,  dass  in  der  angeborenen 

Immunantwort  Spätzle  ebenfalls  proteolytisch  aktiviert  werden  muss  um  die  Toll‐

abhängigen Abwehrmechanismen zu induzieren  (Levashina et al., 1999). 

1.2 Easter	–	Eine	Clip‐Protease	aus	Drosophila	melanogaster	

1.2.1 Clip‐Domänen‐Proteasen	

Durch  Identifizierung des Genes wurde nachgewiesen, dass das Genprodukt  von  easter  in 

zwei  distinkte  Domänen  unterteilt  werden  kann  (Chasan  und  Anderson,  1989).  Die  C‐

terminale Domäne weist Homologien  zu extrazellulären Serinproteasen auf. Homologe  für 

die  N‐terminale  Domäne  wurden  in  DmSnake  sowie  dem  Proclotting  Enzyme,  einem 

Prothrombin‐Analog  der  Hämolymph‐Koagulation  aus  Tachypleus  tridentatus,  gefunden 

(Smith  und  DeLotto,  1992).  Damit  definierte  diese  N‐terminale  Domäne  eine  neue  Sub‐

Familie  von  Serinproteasen,  welche  ausschließlich  in  Invertebraten  vorkommen,  und  als 

Clip‐Domänen‐Proteasen bezeichnet werden (Jiang und Kanost, 2000).  

Aufgrund der Sequenzhomologie kann die katalytische Domäne von Easter der Familie S1, 

den  Chymotrypsin‐ähnlichen  Serin‐Endopeptidasen,  zugeordnet  werden  (Chasan  und 

Anderson,  1989).  Charakteristisch  für  diese  ist  das Auftreten  einer  evolutiv  konservierten 

katalytischen Triade aus Hisc57, Aspc102 und Serc195 (Dodson und Wlodawer, 1998). 

Die konservierte Tertiärstruktur Chymotrypsin‐ähnlicher Serinproteasen ist durch eine Zwei‐

Domänen  antiparallele  ‐barrel‐Struktur  beschrieben  (Abbildung  1‐3).  Dabei  liegen  die 

katalytischen  Aminosäurereste  Hisc57  und  Aspc102  auf  dem  N‐terminalen  6‐strängigen 

‐barrel und Serc195 auf dem C‐terminalen ‐barrel. 

Über  die  ‐Carboxylgruppen  der  konservierten  Reste  Gluc70  und  Gluc80  sowie  Rückgrat‐

Carbonylsauerstoffe und Wassermoleküle wird  in bovinem Trypsin ein Ca2+‐Ion oktahedral 

komplexiert was  die  Tertiärstruktur  des  Proteins  stabilisiert  (Bode  und  Schwager,  1975a; 

Bode  und  Schwager,  1975b). Die  Bindung  eines  Ca2+‐Ions  über  diese  konservierten  Reste 

wird auch für Easter angenommen (Rose et al., 2003). 
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Die N‐terminale Clip‐Domäne umfasst im Allgemeinen 30 ‐ 60 Aminosäurereste und ist über 

einen variablen  linker mit der C‐terminalen Proteasedomäne verbunden (Jiang und Kanost, 

2000). Die strukturelle Gemeinsamkeit aller bekannten Clip‐Domänen ist das Vorhandensein 

von drei konservierten Disulfidbrücken sowie eines weiteren Cysteins, welche eine kovalente 

Bindung an die Proteasedomäne vermittelt (Abbildung 1‐3  (B), siehe Anhang 8.6). Die Clip‐

Domäne  besteht  aus  einem  zentralen  antiparallelen  ‐Faltblatt,  welches  durch  die  drei 

Disulfidbrücken stabilisiert wird, flankiert von zwei ‐Helices  (Piao et al., 2007; Huang et al., 

2007; Kellenberger et al., 2011). Eine definierte Funktion der Clip‐Domäne, abgesehen von 

der Latenzvermittlung, konnte biochemisch noch nicht nachgewiesen werden.  Im Falle von 

Easter hat die Clip‐Domäne keine essentielle Funktion für dessen proteolytische Aktivität da 

durch Deletion der N‐terminalen Clip‐Domäne die Zymogenaktivierung umgangen und eine 

konstitutiv  aktive  Variante  EasterN  erstellt  werden  kann  (Chasan  et  al.,  1992).  Diese 

Variante unterliegt daher keiner  räumlich  fixierten Aktivierung und  führt  zu  lateralisierten 

Embryonen ohne dorsal‐ventral‐Asymmetrie. 

In co‐Expressionsstudien konnte biochemisch bestätigt werden, dass Snake  in der Lage  ist, 

Easter von seiner zymogenen in eine aktive Form zu überführen (Dissing et al., 2001). In vivo 

liegt Easter  jedoch hauptsächlich  in zymogener Form oder als hochmolekularer, kovalenter 

Komplex mit dem Serinproteaseinhibitor Serpin27A vor (Misra et al., 1998; Hashimoto et al., 

2003).  Diese  Regulation  der  Aktivität  von  Easter  ist  essentiell  um  die  Form  des 

Morphogengradienten zu determinieren (Chang und Morisato, 2002). 

1.2.2 Zymogenaktivierung	und	Katalysemechanismus	von	Serinproteasen	

Bakterielle und eukaryotische Proteasen werden  in der Regel als  inaktive Vorläuferenzyme 

(Zymogene) sekretiert um eine zeitliche und  räumliche Regulation der Proteaseaktivierung 

zu gewährleisten. Der generelle Mechanismus zur Überführung eines Zymogens in die reife, 

katalytisch aktive Protease verläuft über die proteolytische Entfernung einer N‐terminalen 

gelegenen  Prosequenz  oder  Prodomäne  (Khan  und  James,  1998).  Zusätzlich  zur 

Latenzvermittlung  können  diese  Prodomänen  auch  als  Faltungshelfer  für  das 

Volllängenprotein  fungieren  wie  es  am  Beispiel  von  Subtilisin  und  Carboxypeptidase  Y 

gezeigt wurde (Baker et al., 1993; Bryan, 2002). 
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Im  letzteren  Fall  determinieren  die    funktionellen  Gruppen  der  Seitenketten  des  zu 

spaltenden  Peptidrückgrates  die  Spezifität.  Eine  Nomenklatur  um  die  Spezifität  von 

Peptidasen  zu  klassifizieren  wurde  von  Schechter  und  Berger  aufgestellt  (1967).  Dabei 

werden die Substratseitenketten mit P (für Peptid) deklariert und die zugehörige Bindestelle, 

welche  mit  der  jeweiligen  Seitenkette  interagiert,  als  S  (für  subsite)  bezeichnet.  Alle 

Aminosäurereste  N‐terminal  der  zu  spaltenden  Peptidbindung  werden  mit  P1,  P2,  Pn 

nummeriert und C‐terminale Reste mit P1', P2', Pn'. Die Peptidbindung wird immer zwischen 

P1‐P1' hydrolysiert, wobei diese Aminosäurereste  in der S1‐ und S1'‐Bindetasche gebunden 

werden.  Die  Substratspezifiät  Chymotrypsin‐ähnlicher  Serin‐Endopeptidasen  wird 

hauptsächlich  durch  deren  S1‐Spezifität  determiniert  (Perona  und  Craik,  1995; Hedstrom, 

2002). Eine Trypsin‐ähnliche Spezifität  für Arginin oder Lysin an P1‐Position wird durch ein 

Aspc189 am Grunde der S1‐Bindetasche hervorgerufen, welches eine  ionische  Interaktion zu 

Arginin vermittelt (Huber et al., 1974). Die Gestalt der S1‐Bindetasche wird auch durch die 

Aminosäurereste  c190,  c216,  c226 und  c228 geformt  (Perona und Craik, 1995).  In Trypsin 

und  Chymotrypsin  erlauben  Glyc216  und  Glyc226  die  Bindung  größerer  Seitenketten 

(Steitz et al.,  1969;  Huber  et  al.,  1974).  Für  Easter  kann  aufgrund  der  konservierten 

Aminosäurereste,  welche  die  S1‐Spezifität  determinieren  (siehe  Anhang  8.1),  von  einer 

Trypsin‐ähnlichen Spezifität ausgegangen werden  (DeLotto und DeLotto, 1998; Rose et al., 

2003). 

1.3 Das	NGF‐homologe	Cytokin	Spätzle	

1.3.1 Spätzle	als	Ligand	des	Toll‐Rezeptors	

Spätzle wurde entsprechend seines putativen Disulfidmusters als nerve growth factor (NGF)‐

ähnlicher Cystin‐Knoten‐haltiger Wachstumsfaktor klassifiziert (DeLotto und DeLotto, 1998). 

Diese  stellen  im  Regelfall  dimere  Proteine  dar  und  werden  in  Form  eines  latenten 

Vorläuferproteins  synthetisiert,  bestehend  aus  einer  N‐terminalen  Prodomäne  und  einer 

C‐terminalen reifen Domäne oder Cystin‐Knoten‐Domäne (CK). Letztere umfasst im Falle von 

Spätzle  ein  disulfidverbrücktes  Dimer  der  C‐terminalen  106  Aminosäuren  und  stellt  die 

funktionelle Domäne dar  (Morisato und Anderson, 1994).  In vivo erfolgt die Prozessierung 

oder  Reifung  durch  die  Serinproteasen  Easter  und  Spätzle  Processing  Enzyme  was  zur 

Freisetzung  der  dimeren  Cystin‐Knoten‐Domäne  führt  (DeLotto  und  DeLotto,  1998; 

Jang et al., 2006). 
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Die Pro‐Form von Spätzle existiert  in 10 verschiedenen Isoformen, welche aus alternativem 

Spleißen  resultieren  (DeLotto  et al., 2001). Diese  Isoformen unterscheiden  sich dabei  fast 

ausschließlich  in der Sequenz  ihrer N‐terminalen Prodomänen  (siehe Anhang 8.2), was auf 

eine  bisher  unbekannte  Funktion  der  einzelnen  Isoformen  und  somit  der  Prodomänen 

hindeutet. 

Die  Prodomäne  von  Spätzle  scheint  in  Isolation  intrinsisch  unstrukturiert  zu  sein,  wie 

limitierte  Proteolyse  und  Gleichgewichtsdenaturierung  zeigten  (Weber  et  al.,  2003; 

Hoffmann et al., 2008). Dennoch hat die Prodomäne einen stabilisierenden Einfluss auf das 

Volllängenprotein.  Die  Prozessierung  einer  Spätzle‐Variante  mit  inserierter 

Erkennungssequenz  für  die  tobacco  etch  virus‐Protease  ergab,  dass  ein  nicht‐kovalenter 

Komplex zwischen der reifen Cystin‐Knoten‐Domäne und den Prodomänen bestehen bleibt. 

Im Gegensatz zu der kovalenten,  latenten Pro‐Form war dieser prozessierte Komplex  in der 

Lage  an  den  Toll‐Rezeptor  zu  binden,  was  zur  Dissoziation  der  Prodomänen  führte 

(Weber et al., 2007). 

In  Bindungsstudien mit  der  Toll  ECD  wurde  für  die  isolierte  Cystin‐Knoten‐Domäne  eine 

nanomolare  Affinität  bestimmt  (Weber  et  al.,  2005).  Der  Aufbau  des  eigentlichen 

Signalkomplexes  konnte  biophysikalisch  jedoch  nicht  eindeutig  aufgeklärt  werden. 

Klassischerweise  wird  bei  Typ‐I  Transmembranrezeptoren  die  Signaltransduktion  durch 

Rezeptoroligomerisierung induziert, wie es die Bivalenz von Spätzle suggeriert.  

Abhängig  von  der  angewandten  Methodik  wurden  Rezeptor‐Ligand‐Komplexe  mit  einer 

Stöchiometrie von 2 : 1 (zwei Moleküle Toll : ein Molekül Cystin‐Knoten‐Domäne), 2 : 2 und 

1 : 1    gefunden  (Weber  et  al.,  2005; Gangloff  et  al.,  2008). Durch  eine  epidermal  growth 

factor  (EGF)‐induzierte  Aktivierung  eines  EGFR‐Toll‐Chimären  konnte  weiterhin  gezeigt 

werden,  dass  eine  Rezeptor‐Homodimerisierung  die  post‐Rezeptor‐Signalkaskade  aktiviert 

(Sun  et  al.,  2004).  Im  Falle  von  EGF  ist  bereits  biochemisch  als  auch  strukturell 

nachgewiesen,  dass  die  Ligandenbindung  eine Dimerisierung  des  EGF‐Rezeptors  zu  einem 

2 : 2 ‐Komplex induziert (Lemmon et al., 1997; Ogiso et al., 2002). 

Auch  für  die  homologen  toll‐like‐Rezeptoren  TLR1/TLR2,  TLR3  und  TLR4  aus  Vertebraten 

konnten dimere Rezeptor‐Ligand‐Komplexe  strukturell  aufgeklärt werden  (Jin  et al., 2007; 

Liu  et  al.,  2008;  Park  et  al.,  2009).  Da  für  den  Toll‐Spätzle‐Komplex  hingegen  nur  eine 

Proteinstruktur  in monomerer  Form  verfügbar  ist  (Lewis  et  al.,  2013)  kann  bisher  keine 

eindeutige Aussage über die Anzahl der gebunden Spätzle‐Liganden  im dem Signalkomplex 

getroffen werden. 
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Obwohl  zwischen  den  verschiedenen  Vertretern  dieser  Proteinfamilie  nur  geringe 

Sequenzhomologien bestehen weisen sie äquivalente Sekundär‐ und Tertiärtopologien auf. 

Signifikante Unterschiede  bestehen  in  ihrer Quartärstruktur  auf Grund  der  verschiedenen 

Arten der Dimerassoziation, welche unterschiedliche Oberflächen der protomeren Struktur 

involvieren  (McDonald  und Hendrickson,  1993).  Im  Falle  von  ‐NGF  bildet  sich  ein  nicht‐

kovalentes Dimer durch eine parallele head‐to‐head‐Anordnung mit einer Kontaktfläche von 

~ 1100 Å2  zwischen  den  Protomeren  (Abbildung  1‐6  (B)).  Die  Cystin‐Knoten‐Domäne  von 

Spätzle  weist  eine  NGF‐ähnliche  Quartärstruktur  auf,  stellt  jedoch  durch  eine 

intermolekulare Disulfidbrücke ein  kovalent  verknüpftes Dimer dar  (DeLotto und DeLotto, 

1998; Hoffmann et al., 2008). 

Dahingegen  bilden  TGF‐2  und  PDGF‐BB  antiparallele  head‐to‐tail‐Dimere  mit 

vergleichsweise  kleinen  Kontaktflächen,  welche  über  eine,  beziehungsweise  zwei 

intermolekulare Disulfidbrücken stabilisiert werden (Murray‐Rust et al., 1993). Da infolge der 

Cystin‐Knoten‐Topologie  hydrophobe  Seitenketten  exponiert  werden  und  die Monomere 

keinen definierten hydrophoben Kern besitzen, ist für diese Proteinfamilie die Dimerisierung 

meist  essentiell  für  die  Proteinstabilität  (Sun  und  Davies,  1995).  Der  einzige  bisher 

identifizierte,  als  Monomer  stabile  Vertreter  ist  Coagulogen  aus  Tachypleus  tridentatus, 

welches strukturelle Ähnlichkeit zu ‐NGF und Spätzle hat (Bergner et al., 1996). 

Eine  strukturelle  und  funktionelle  Klassifizierung  der  Cystin‐Knoten‐Wachstumsfaktoren 

erfolgt in vier Subfamilien, welche repräsentiert werden von ‐NGF, TGF‐2, PDGF und den 

Glykoprotein‐Hormonen  (Sun und Davies, 1995). Die Neurotrophin‐Familie umfasst neben 

‐NGF  den  brain‐derived  neurothropic  factor  (BDNF)  sowie  die Neurotrophine NT‐3, NT‐4 

und NT‐5.  Sie  steuern  allgemein die  Entwicklung, das Überleben und die Apoptose  sowie 

Funktionalität neuronaler Zellen  (Reichardt, 2006). Dabei agieren  sie als Liganden  für  zwei 

strukturell nicht  verwandte Rezeptorklassen. Der Neurotrophin‐Rezeptor  (NTR) p75NTR der 

tumor necrosis factor (TNF)‐Rezeptor‐Familie interagiert mit allen reifen Neurotrophinen mit 

vergleichbarer  Affinität.  Dahingegen  zeigen  die  Trk  Rezeptor‐Tyrosin‐Kinasen  A‐C  eine 

Selektivität gegenüber bestimmten Liganden. Der bevorzugte Ligand  für Trk A  stellt ‐NGF 

dar, BDNF und NT‐4 für Trk B und NT‐3 für TrkC (Teng und Hempstead, 2004). 

Das  erste  entdeckte  Cystin‐Knoten‐Protein  aus  Invertebraten  war  TtCoagulogen.  In  der 

Hämolymph‐Koagulation  des  Pfeilschwanzkrebses  wird  bei  einer  Pathogeninfektion 

Coagulogen  durch  Proclotting  Enzyme  proteolytisch  in  unlösliches  Coagulin  überführt 

(Iwanaga, 1993). 
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Spätzle  und Coagulogen  können  entsprechend  ihrer  Struktur  eindeutig  der Neurotrophin‐

Familie (vgl. Abbildung 1‐6) zugeordnet werden (Bergner et al., 1996; Hoffmann et al., 2008). 

Konformationelle Unterschiede zwischen Spätzle und ‐NGF bestehen  insbesondere  in den 

Bereichen der ‐wings und des Trp‐loop von Spätzle, respektive dem L2‐loop in ‐NGF. Diese 

Bereiche  sind  putativ  in  der  Bindung  der  N‐terminalen  Prodomänen  beteiligt 

(Hoffmann et al., 2008; Feng et al., 2010). Detaillierte Strukturdaten  zu den Neurotrophin‐

Prodomänen existieren bisher nicht, da diese in isolierter Form intrinsisch unstrukturiert sind 

(Kliemannel et al., 2004) und auch innerhalb der Pro‐Form zwar eine kompakte aber flexible 

Konformationen einzunehmen scheinen (Paoletti et al., 2008; Paoletti et al., 2011). 

Anhand der Kristallstruktur der Cystin‐Knoten‐Domäne von DmSpätzle wird ersichtlich, dass 

in dem Bereich der ‐wings und  in den ‐Faltblättern  zahlreiche hydrohobe Seitenkettem 

dem  Lösungsmittel  exponiert  werden,  welche  potentielle  Interaktionsflächen  zu  den 

Prodomänen  darstellen  (Hoffmann  et  al.,  2008).  Die  Beteiligung  des  Trp‐loop  in  der 

Interaktion wird ebenfalls diskutiert (Arnot et al., 2010). 

Im  Falle  von  Pro‐‐NGF  im  Komplex  mit  p75NTR  wird  durch  das  „Fehlen“  von 

Elektronendichte  in  der  Kristallstruktur  sowie  konformationellen  Änderungen  in  den  L2‐

loops, im Vergleich zu reifem ‐NGF, ein äquivalentes Bindungsmodell postuliert (Feng et al., 

2010). 

1.3.3 Funktion	der	Pro‐Wachstumsfaktoren	und	Prodomänen	

Mit  Ausnahme  der  Glykoprotein‐Hormone  werden  die  Cystin‐Knoten‐haltigen 

Wachstumsfaktoren als prä‐Pro‐Protein translatiert (Sun und Davies, 1995). Die N‐terminale 

Signalsequenz  vermittelt  die  co‐translationale  Translokation  in  das  Endoplasmatische 

Retikulum, wo  die  Faltung  und  Assoziation  zu Homo‐  oder Heterodimeren  stattfindet.  In 

Vertebraten  verläuft  die  Reifung  der  Pro‐Proteine  in  dem  trans‐Golgi‐Netzwerk  durch  die 

Subtilisin‐ähnlichen  Proprotein‐Konvertasen.  Furin,  die  erste  identifizierte  Proprotein‐

Konvertase, wird  in Säugern ubiquitär  in allen Geweben exprimiert (Nakayama, 1997). Eine 

Vielzahl  von  Prohormonen  und  Wachstumsfaktoren  wie  beispielsweise  Pro‐‐NGF 

(Seidah et al.,  1996)  und  Pro‐BMP‐4  (Cui  et  al.,  1998) werden  von  Furin  C‐terminal  eines 

polybasischen  Konsensusmotivs  Arg‐Xaa‐(Arg/Lys)‐Arg  prozessiert  (Rockwell  et  al.,  2002), 

was zur Sezernierung der reifen Wachstumsfaktoren führt. 
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DmSpätzle wird  in  vivo  während  der  Embryonalentwicklung  und  im  adulten  Organismus 

ausschließlich  als  latente  Pro‐Form  sezerniert  (Morisato  und  Anderson,  1994; 

Schneider et al.,  1994;  Levashina  et  al.,  1999).  Die  extrazelluläre  Reifung  von  DmSpätzle 

erfolgt C‐terminal eines einzelnen, konservierten Arginins durch die Chymotrypsin‐ähnlichen 

Serinproteasen Easter oder SPE (DeLotto und DeLotto, 1998; Jang et al., 2006).  

Die  N‐terminale  Prodomäne  ist  jedoch  nicht  ausschließlich  für  die  Latenzerhaltung  der 

Wachstumsfaktoren verantwortlich. Für DmSpätzle wurde die Prodomäne als essentiell  für 

die Faltung und Sezernierung des gesamten Proteins beschrieben (Weber et al., 2007). Die 

Eigenschaft  der  Prodomänen  während  der  Biogenese  als  intramolecular  chaperone  zu 

fungieren, ist bereits in vivo und in vitro für einige Vertreter der Cystin‐Knoten‐Superfamilie 

wie BMP‐4, ‐NGF  und BMP‐2  beschrieben  (Seidah  et  al.,  1996; Rattenholl  et  al.,  2001b; 

Kuhfahl, 2014). 

Interessanterweise zeigen diese Prodomänen eine sogenannte kontextabhängige Faltung. In 

isolierter  Form  ist  die  Prodomäne  von  humanen ‐NGF  sowie  die  Isoform DmSpätzle8.24 

(ohne Cystin‐Knoten‐Domäne, siehe Anhang 8.2) intrinsisch unstrukturiert (Kliemannel et al., 

2004;  Hoffmann  et  al.,  2008),  wohingegen  die  ‐NGF‐gebundene  Prodomäne  in  ihrer 

Tertiärstruktur stabilisiert  ist  (Kliemannel et al., 2007). Dennoch deutet die Sensitivität der 

Prodomänen,  im  Kontext  der  Pro‐Form,  gegenüber  tryptischen  Abbau  eine  hohe 

konformationelle Flexibilität an (Rattenholl et al., 2001b; Hoffmann et al., 2008). 

Die  reifen Domänen von ‐NGF und DmSpätzle  sind hingegen auf Grund  ihrer kompakten 

Struktur  stabil und  können durch  limitierte Proteolyse  in physiologisch  funktioneller  Form 

erhalten werden (Rattenholl et al., 2001b; Weber et al., 2003). 

Die  Prodomänen  haben  auch  einen  Einfluss  auf  die  Funktionalität  des  jeweiligen 

Wachstumsfaktors.  Durch  eine  sequentielle  Prozessierung  an  zwei  Furin‐

Konsensussequenzen  in  der  BMP‐4‐Prodomäne  wird  das  intrazelluläre  trafficking,  die 

Freisetzung  und  die  Aktivität  des  reifen  Wachstumsfaktors  reguliert  (Cui  et  al.,  2001; 

Degnin et al., 2004; Sopory et al., 2006). Für Pro‐‐NGF wurde gezeigt, dass die Prodomäne 

dessen  biologische  Funktion  in  zwei  komplett  gegensätzliche  zelluläre  Prozesse  dirigiert 

(Ibanez, 2002). Es wurde nachgewiesen, dass ‐NGF auch als Pro‐Form sezerniert wird und 

extrazellulär,  selektiv  durch  die  Serinprotease  Plasmin  und  die  Matrixmetalloprotease 

MMP‐7 prozessiert wird (Lee et al., 2001). 
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Pro‐‐NGF fungiert jedoch nicht nur als  inaktiver Vorläufer sondern  induziert die Apoptose, 

im Gegensatz  zu  ‐NGF, welches  Zellüberleben  und  ‐differenzierung  vermittelt. Der  reife 

Wachstumsfaktor  bindet  bevorzugt  an  die  Rezeptor‐Tyrosin‐Kinase  TrkA  wohingegen  die 

Pro‐Form mit  hoher  Affinität  an  p75NTR  bindet  (Lee  et  al.,  2001).  Die  p75NTR‐vermittelte 

Apoptoseinduktion ist dabei abhängig von dem co‐Rezeptor Sortilin (Nykjaer et al., 2004). 

Eine  derartige  funktionelle  Diversität  konnte  auch  für  DmSpätzle  gezeigt  werden.  Das 

Vorhandensein  der  10  verschiedenen  Isoformen  (DeLotto  et  al.,  2001)  und  die  Sekretion 

verschiedener Pro‐Formen  in vivo  (Morisato und Anderson, 1994)  suggeriert eine explizite 

Funktion der Prodomäne. Weiterhin wurden in D. melanogaster fünf Spätzle‐Paraloge, Spz‐2 

bis  Spz‐5,  beschrieben  (Parker  et  al.,  2001).  Aufgrund  ihrer  Homologie  zu  den  humanen 

Neurotrophinen werden  Spz‐2 und  Spz‐5 als Drosophila‐Neurotrophin‐1  (DNT1) und DNT2 

bezeichnet werden. DNT‐1  und DNT‐2 werden  im  Zentralnervensystem  sowie  in Muskeln 

exprimiert und vermitteln neuronales Überleben (Zhu et al., 2008). 

Als einziger Rezeptor für die reife Cystin‐Knoten‐Domäne von Spätzle wurde bisher lediglich 

Toll beschrieben (Tauszig et al., 2000; Weber et al., 2003). Spätzle und Toll werden ebenfalls 

im Zentralnervensystem und in Muskeln exprimiert. Eine loss‐of‐function‐Mutation führte zu 

gesteigerter Apoptose  in Neuronen  (Zhu  et al., 2008).  In  ihrer neurotrophischen  Funktion 

interagieren die Spätzle‐Paraloge DNT‐1 und DNT‐2 putativ mit den Toll‐Homologen Toll‐6 

und Toll‐7 (McIlroy et al., 2014). 

1.4 Der	 Toll‐Rezeptor	 ‐	 Embryonalentwicklung	 und	 angeborene	

Immunantwort		

1.4.1 Funktion	von	Toll‐	und	toll‐like‐Rezeptoren	

Toll  kodiert  für  ein  Typ‐I‐Transmembranprotein  mit  einer  N‐terminalen  extrazellulären 

Domäne  bestehend  aus  sich  wiederholenden  leucine  rich  repeat  (LRR)‐Modulen 

(Hashimoto et  al.,  1988).  Die    C‐terminale  intrazelluläre  Domäne  wird  wegen  ihrer 

Sequenzhomologie  zu  dem  Interleukin‐1  Rezeptor  als  Toll/Interleukin‐1  Rezeptor  (TIR)‐

Domäne  bezeichnet  (Gay  und  Keith,  1991).  Eine  Rezeptordimerisierung  und  ‐aktivierung 

erfolgt durch Bindung des endogenen proteolytisch gereiften Liganden Spätzle (Weber et al., 

2003).  
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Für  toll  wurden  zahlreiche  dominante  Allele  identifiziert,  welche  zur  Expression  eines 

konstitutiv  aktiven  Rezeptors  führen  (Schneider  et  al.,  1991).  Dabei  wird  durch  eine 

artifizielle Dimerisierung über  intermolekulare Disulfidbrücken  in der membran‐proximalen 

extrazellulären Domäne die Signalvermittlung  induziert (Hu et al., 2004).  Im post‐Rezeptor‐

Signalweg (Abbildung 1‐2 (B)) führt die Dimerisierung zu einer homotypischen TIR‐Domänen‐

Interaktion mit einem vorgeformten heterotrimeren Komplex der Adaptorproteine Myd88 

und Tube sowie der Ser‐Thr‐Kinase Pelle (Sun et al., 2004).  

Inzwischen  wurden  in  dem  Genom  von  D. melanogaster  zusätzlich  zu  Toll  acht  weitere 

Homologe  (Toll‐2 bis Toll‐9)  identifiziert  (Leulier und  Lemaitre, 2008). Die physiologischen 

Funktionen aller DmToll‐Rezeptoren sind bisher nicht vollständig verstanden. Für Toll (Toll‐1) 

und  Toll‐5  wurde  nachgewiesen,  dass  sie  die  Expression  des  antifungalen  Peptides 

Drosomycin  induzieren  und  daher  in  der  angeborenen  Immunantwort  beteiligt  sind 

(Tauszig et  al.,  2000).  Toll‐2  (18‐wheeler)  agiert  putativ  als  Zelladhäsionsmolekül  oder 

Membranrezeptor  zur  Regulation  von  Zellmigrationen  während  der  Segmentierung 

(Eldon et al.,  1994).  Toll‐6  und  Toll‐7  agieren  im  Zentralnervensystem  als 

Neurotrophinrezeptoren und vermitteln das Überleben von Neuronen (McIlroy et al., 2014). 

Für Toll‐8, und dessen putativen Liganden DNT‐1 (Spz‐2), wurde eine Funktion als negativer 

Regulator  der  imd‐abhängigen  Abwehr  Gram‐negativer  Bakterien  nachgewiesen 

(Akhouayri et al., 2011). 

In  Vertebraten  ist  für  die  homologen  toll‐like‐Rezeptoren  (TLRs)  jedoch  bis  dato 

hauptsächlich  eine  Funktion  in  der  pathogen‐induzierten  Aktivierung  der  Immunantwort 

beschrieben  (Janeway,  Jr.  und Medzhitov,  2002).  Charles  A.  Janeway  beschrieb  1989 mit 

„immunologist's  dirty  little  secret“  den  Fakt,  dass  eine  adaptive  Immunantwort  auf  ein 

spezifisches  Antigen  nur  erfolgt,  wenn  dem  Immunsystem  gleichzeitig  unspezifische 

Adjuvantien pathogener Herkunft präsentiert werden (Janeway, Jr., 1989). Effektorzellen des 

Immunsystems  sollten  nicht‐klonale  pattern  recognition  receptors  (PRRs)  tragen,  welche 

sogenannte  pathogen‐associated  molecular  patterns  (PAMPs)  erkennen.  Dies  sind 

molekulare Strukturen, welche  für das Überleben des  jeweiligen Pathogens essentiell und 

daher evolutiv  absolut  invariabel  sind. Dazu  gehören bakterielle  Zellwandbestandteile wie 

Lipopolysaccharid, Teichonsäuren oder virale doppelsträngige RNA. In Vertebraten kommen 

diese  Strukturen nicht  vor. Nach der pattern  recognition‐Theorie wurde die Evolution des 

angeborenen  Immunsystems  auf die  Erkennung dieser  invarianten Moleküle  ausgerichtet, 

was eine Diskriminierung von „Selbst“ und „Nicht‐Selbst“ erlaubt (Medzhitov und Janeway, 

Jr., 1997; Medzhitov, 2011). 
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Die klonalen T‐ und B‐Zell‐Rezeptoren des adaptiven Immunsystems sind inhärent zu dieser 

Unterscheidung nicht in der Lage. 

Mit der Entdeckung, dass ein  toll‐like‐Rezeptor  (TLR4)  in Säugern  zu einer Aktivierung des 

adaptiven  Immunsystems,  durch  Expressionsinduktion  der  inflammatorischen  Cytokine 

Interleukin‐1,  ‐6 und  ‐8 und des Moleküles B7,  führt  (Medzhitov et al., 1997),  rückte der 

Toll‐Signalweg  in den Fokus des  Interesses der  Immunologie. Als putativer Ligand  für TLR4 

konnte Lipopolysaccharid (LPS) identifiziert werden, da eine Deletion des TLR4‐Locus zu LPS‐

Hyposensitivität  in Mäusen  führte  (Hoshino  et  al.,  1999).  TLR4  stellte  damit  einen  nicht‐

klonalen  Immunrezeptor  dar,  welcher  in  der  Lage  ist  das  adaptive  Immunsystem  durch 

Erkennung von bakteriellen Zellwandbestandteilen zu aktivieren. 

Im humanen Genom  sind bis heute  zehn  toll‐like‐Rezeptoren  (TLR1 bis TLR10)  identifiziert 

worden  (Leulier  und  Lemaitre,  2008).  TLRs  werden  konstitutiv  auf  verschiedenen 

immunrelevanten  Zelltypen wie Makrophagen,  B‐  und  T‐Lymphocyten  und  Dendritischen 

Zellen  exprimiert  (Imler  und  Hoffmann,  2001).  Eine  Rezeptoraktivierung  induziert  unter 

anderem die Sekretion pro‐inflammatorischer Cytokine  (IL‐1,  IL‐6, TNF,  Interferon‐ und 

des  co‐stimulatorischen Moleküls  B7.  Dadurch  reifen  Dendritische  Zellen  zu  professionell 

Antigen‐präsentierenden  Zellen,  welche  in  der  Lage  sind  naive  T‐Zellen  zu  aktivieren 

(Janeway, Jr. und Medzhitov, 2002). 

Für  die  verschiedenen  TLRs  wurden  bereits  eine  Vielzahl  unterschiedlicher  Liganden 

beschrieben und deren Interaktionen strukturell charakterisiert (Gay und Gangloff, 2007; Jin 

und  Lee,  2008).  TLR2  in  Assoziation  mit  TLR1  oder  TLR6  erkennt  sowohl  bakterielle 

Lipoteichonsäure als auch Lipoproteine und ‐peptide (Jin et al., 2007). Lipopolysaccharid der 

äußeren Membran Gram‐negativer Bakterien wird durch den TLR4  in Komplex mit dem co‐

Rezeptor‐Protein MD‐2 gebunden (Park et al., 2009). TLR5 ist der bisher einzig bekannte TLR, 

welcher einen proteinogenen Liganden, bakterielles Flagellin, bindet (Yoon et al., 2012).  

Die Agonisten  für  TLR3,  ‐7,  ‐8  und  ‐9  stellen Nukleinsäuren  dar, wie  zum  Beispiel  dsRNA 

(TLR3, (Liu et al., 2008)), Uracil‐reiche ssRNA (TLR7, TLR8) oder DNA mit unmethylierten CpG‐

Dinukleotide  (TLR9). Diese  TLRs  kommen  in  Endosomen  vor, entsprechend  ihrer  Liganden 

viraler Herkunft.  

Die Danger‐Theorie der  Immunologie  interpretiert die  Funktion der  TLRs  gegensätzlich  zu 

der  pattern  recognition‐Theorie  (Matzinger,  2002; Medzhitov,  2011).  Demnach wird  eine 

Immunantwort nicht durch Erkennung eines pathogenen „Nicht‐Selbst“ ausgelöst, sondern 

durch  endogene  Alarmsignale  verletzter  Zellen  (durch  Pathogene,  Toxine,  mechanische 

Schäden). 
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Daher  besteht  eine  Annahme,  dass  die  Evolution  der  TLRs  nicht  darauf  ausgerichtet war 

pathogene Strukturen zu erkennen, sondern Pathogene sich entwickelten um TLRs zu binden 

(Matzinger,  2002).  Diese  Theorie  erfasst  zahlreiche  Immunmechanismen  wie 

Autoimmunerkrankungen  und  Organabstoßungsreaktionen,  welche  nach  der  pattern 

recognition‐Theorie  nicht  erklärt  werden  können.  Unterstützt  wird  die  Danger‐Theorie 

dadurch, dass auch für TLRs endogene Liganden gefunden wurden, wie zum Beispiel Hsp60, 

Hsp70  und  Fibrinogen  für  TLR4  oder Hyaluronsäure  für  TLR2, welche  die  Expression  pro‐

inflammatorischer  Cytokine  induzieren  (Ohashi  et  al.,  2000;  Asea  et  al.,  2002; 

Scheibner et al., 2006). 

1.4.2 Struktur	von	toll‐like‐Rezeptoren		

Die  extrazelluläre  Domäne  der  toll‐like‐Rezeptor‐Familie  weist  eine  charakteristische 

Faltungstopologie  auf.  Sie  ist  aus  tandemartig  angeordneten  leucine‐rich  repeat  (LRR)‐

Modulen mit einer typischen Länge von 22 ‐ 29 Aminosäureresten und einem konservierten 

Cluster  hydrophober  Aminosäuren  aufgebaut  (Abbildung  1‐7  (A)).  LRR‐Module  wurden 

bereits  in  allen  Phyla  und  Proteinen  diverser  Funktionen  gefunden  (Buchanan  und  Gay, 

1996).  

LRR‐Module  falten stets  in eine  typische Sekundärstruktur bestehend aus einem kurzen ‐

Strang, gefolgt von einem turn und einer variablen Region (Gay und Gangloff, 2007). Dabei 

bilden die konservierten hydrophoben Seitenketten den Kern der LRR‐Struktur. Konsekutiv 

angeordnete LRR‐Module bilden eine Solenoidstruktur in der sich auf der konkaven Seite die 

‐Stränge über Wasserstoffbrückenbindungen zu einem parallelen ‐Faltblatt anordnen und 

die variablen loop‐Regionen die konvexe Seite bilden.  

Typisch für die TLRs ist das Vorhandsein paralleler 310‐Helices auf der konvexen Seite (Jin und 

Lee, 2008). Die Kurvatur entsteht durch eine engere Packung innerhalb des ‐Faltblattes im 

Vergleich zu den  loop‐Strukturen (Botos et al., 2011). Eine Stabilisierung der  loop‐Regionen 

in der  „aufsteigenden“  lateralen  Seite des  Solenoids erfolgt durch eine  „Asparagin‐Leiter“ 

(Buchanan und Gay, 1996). Die  ‐Carbonylgruppe des  konservierten Asparagin bildet eine 

Wasserstoffbrückenbindung zu dem Rückgrat‐Amidstickstoff des vorherigen LRR. Infolge der 

Packung der LRR‐Module ist der hydrophobe Kern lösungsmittelexponiert. N‐ und C‐terminal 

der  LRR‐Domäne wird  diese  durch  Cystein‐reiche Motive, welche  die  disulfidstabilisierten 

capping‐Strukturen LRRNT und LRRCT bilden, flankiert (Gay und Gangloff, 2007). 
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2 Zielstellung	

Das  Cystin‐Knoten‐Protein  Spätzle  spielt  eine  zentrale  Rolle  in  der  Embryonalentwicklung 

und  in der angeborenen  Immunantwort von D. melanogaster als Ligand des Toll‐Rezeptors 

(Hoffmann, 2003; Moussian und Roth, 2005). Da DmSpätzle  in Form von 10 verschiedenen 

Isoformen vorkommt, welche sich nur in ihrer N‐terminalen Prodomäne unterscheiden, und 

deren spezifische Funktion unbekannt  ist, steht die Prodomäne  im Fokus des  Interesses.  In 

einer  vorangegangenen  Arbeit  wurden  bereits  zwei  Isoformen  von  DmSpätzle 

biophysikalisch charakterisiert, wobei sich zeigte, dass die Prodomäne eine Stabilisierung des 

Gesamtproteins bewirkt  (Hoffmann et al., 2008). Von dem  strukturell verwandten Protein 

‐NGF  ist  bekannt,  dass  die  Prodomäne  in  Isolation  intrinsisch  unstrukturiert  vorliegt,  im 

Kontext des Gesamtproteins jedoch in seiner Struktur stabilisiert ist (Kliemannel et al., 2004). 

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war es, biophysikalische Charakteristika der Spätzle‐

Prodomäne  in  Isolation und  in nicht‐kovalenter Assoziation mit der Cystin‐Knoten‐Domäne, 

sowie  ihre Funktion bei der Toll‐Spätzle‐Komplexbildung zu untersuchen. Zu diesem Zweck 

sollte  zunächst die Protease Easter  in vitro  renaturiert und die proteolytische Reifung von 

Spätzle  analysiert  werden.  Biochemische  Untersuchungen  sollten  qualitative  sowie 

quantitative  Aussagen  über  die  Aktivität  gegenüber  einem  niedermolekularen 

Peptidsubstrat  und  dem  natürlichen,  makromolekularen  Proteinsubstrat  Spätzle  liefern. 

Anschließend sollte nachgewiesen werden, welchen Faltungszustand die Spätzle‐Prodomäne 

in  isolierter  Form  aufweist  und  ob  sich  strukturelle Änderungen  bei  Bindung  an  die  reife 

Domäne ergeben. 

Im  Verlauf  dieser  Arbeit  wurde  die  Kristallstruktur  eines  Toll‐Spätzle‐Komplexes 

veröffentlicht (Parthier et al., 2014). Im Gegensatz zu den bereits beschriebenen TLRs wurde 

für  DmToll  eine  Bindung  des  gereiften  Liganden  in  der  konkaven  Seite  des  Solenoids 

beschrieben. Die bisher bekannten Strukturen von TLR‐Ligand‐Komplexen aus Vertebraten 

verweisen auf eine dimere Form (Jin et al., 2007; Liu et al., 2008; Park et al., 2009), was für 

die Aktivierung des Toll/TLR‐Signalweges verantwortlich gemacht wird. Hingegen wurde für 

DmToll  nur  ein  monomerer  Komplex  im  Kristall  gefunden  (Parthier  et  al.,  2014).  Die 

Bindungsstöchiometrie des Toll‐Spätzle‐Komplexes wird kontrovers diskutiert, wobei dimere 

2 : 1‐ und  2 : 2 ‐Komplexe beobachtet wurden  (Weber  et al.,  2005; Gangloff  et al.,  2008). 

Daher sollten Analysen durchgeführt werden, um die Bindungsstöchiometrie nachzuweisen 

und eine Aussage über einen möglichen Signalkomplex zu treffen. Dabei sollte eine mögliche 

Beteiligung der Prodomänen bei der Rezeptorbindung untersucht werden. 
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3 Materialien	und	Methoden	

3.1 Materialien	

3.1.1 Chemikalien	

Acetonitril (ACN)           Roth, Karlsruhe 

Acrylamid (Rotiphorese)        Roth, Karlsruhe 

Agar‐Agar             AppliChem, Darmstadt 

Agarose             Roth, Karlsruhe 

Ammoniumchlorid          Roth, Karlsruhe 

Ammoniumperoxodisulfat         Roth, Karlsruhe 

Ampicillin, Natriumsalz         Roth, Karlsruhe 

L‐Arginin             Ajomoto, Hamburg 

Borsäure            Roth, Karlsruhe 

bovines Serumalbumin (BSA)       Sigma‐Aldrich, Steinheim 

Bromphenolblau           Roth, Karlsruhe 

Calciumchlorid Dihydrat         Roth, Karlsruhe 

Chloramphenicol          Roth, Karlsruhe 

Cobalt(II)‐chlorid          Roth, Karlsruhe 

Coomassie Brillant Blau R250       Merk, Darmstadt 

p‐Cumarinsäure          Sigma‐Aldrich, Steinheim 

Dithiothreitol (DTT)           AppliChem, Darmstadt 

Dimethylsulfoxid (DMSO)        Sigma‐Aldrich, Steinheim 

Eisen(III)‐citrat          Roth, Karlsruhe 

Essigsäure (AcOH)           VWR, Darmstadt 

Ethanol (EtOH)           Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid           Roth, Karlsruhe 

Ethylendiamintetraessigsäure‐      Sigma‐Aldrich, Steinheim 

Dinatriumsalz‐Dihydrat (EDTA) 

Formaldehyd             Roth, Karlsruhe 

α‐D‐Glucose Monohydrat         Roth, Karlsruhe 

Glutathion, oxidiert (GSSG)         AppliChem, Darmstadt 

Glutathion, reduziert (GSH)         AppliChem, Darmstadt 

Glycerin 87 % (v/v)          Sigma‐Aldrich, Steinheim 

Guanidiniumchlorid (GdmCl)       NIGU Chemie, Waldkraiburg 

Harnstoff            Merck, Darmstadt 

Hefeextrakt             Roth, Karlsruhe 

Imidazol             Merck, Darmstadt 
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Isopropyl‐β‐D‐thiogalaktosid (IPTG)      Roth, Karlsruhe 

Kaliumdihydrogenphosphat        Roth, Karlsruhe 

Kupfer(II)‐chlorid          Roth, Karlsruhe 

Luminol            Sigma‐Aldrich, Steinheim 

Magermilchpuler          AppliChem, Darmstadt 

Magnesiumchlorid Hexahydrat       Roth, Karlsruhe 

Magnesiumsulfat          Roth, Karlsruhe 

β‐Mercaptoethanol           Merck, Darmstadt 

Methanol             Roth, Karlsruhe 

Methyl‐‐cyclodextrin        Wacker Chemie, München 

Natriumcarbonat           Roth, Karlsruhe 

Natriumchlorid (NaCl)         Roth, Karlsruhe 

Natriumdesoxycholsäure (NaDOC)      Merck, Darmstadt 

Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat     Roth, Karlsruhe 

Natriumdodecylsulfat (SDS)         Merck, Darmstadt 

Natriumhydroxid (NaOH)         Roth, Karlsruhe 

Natriummolybdat          Roth, Karlsruhe 

Natriumselenit          Sigma‐Aldrich, Steinheim 

Natriumthiosulfat           Roth, Karlsruhe 

Nickel(II)‐chlorid          Roth, Karlsruhe 

Nonidet P40            AppliChem, Darmstadt 

Penicillin‐Streptomycin (Pen‐Strep)      Life Technologies, Darmstadt 

Polyethylenglycol (PEG) 3350      Merck, Darmstadt 

Propan‐2‐ol (Isopropanol)         VWR, Darmstadt 

Salzsäure 37 % (w/v) (HCl)         VWR, Darmstadt 

Silbernitrat             Roth, Karlsruhe 

Tetramethylethylendiamin          Roth, Karlsruhe 

Trichloressigsäure (TCA)         Fluka, Steinheim 

Trifluoressigsäure (TFA)         Fluka, Steinheim 

Tris‐(hydroxymethyl)‐aminomethan (Tris)     Roth, Karlsruhe 

Triton‐X100            Merck, Darmstadt 

Trypton             Roth, Karlsruhe 

Tween20            Roth, Karlsruhe 

Wasserstoffperoxid          Merck, Darmstadt 

Zinksulfat            Roth, Karlsruhe   

 

Bei der Herstellung von Puffern, Lösungen und Medien wurde ausschließlich bidestilliertes 

Wasser (ddH2O) verwendet. 
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3.1.2 Nährmedien	

Lysogeny broth (LB)‐Flüssigmedium        5 g∙L‐1 Hefeextrakt, 10 g∙L‐1 NaCl,  

10 g∙L‐1 Trypton 

LB‐Agarplatten             LB‐Flüssigmedium  

+ 1,5 % (w/v) Agar‐Agar 

Super optimal catabolite repression (SOC)‐Medium   5  g∙L‐1  Hefeextrakt,  10 mM  NaCl, 

20 g∙L‐1 Trypton,  10  mM  KCl, 

10 mM  MgCl2,  10  mM  MgSO4, 

0,8 % (w/v) Glucose 

Insect Express Prime‐Medium (PAA, Pasching, Österreich)     

3.1.3 Bakterien‐		und	Zellkulturstämme	

E. coli XL1 blue (Stratagene, Heidelberg)  recA1 endA1 gyrA96 thi‐1 hsdR17 supE44 

relA1  lac  [F´  proAB  lacIqZΔM15  Tn10 

(Tetr)] 

E. coli BL21 (DE3) (Novagen, Darmstadt)    F– ompT hsdSB(rB– mB–) gal dcm (DE3) 

E. coli Rosetta (DE3) (Novagen, Darmstadt)   F–  ompT  hsdSB(rB–  mB–)  gal  dcm  (DE3) 

pRARE2 (CamR) 

 

D. melanogaster Schneider2 (S2) (Life Technologies, Darmstadt)  

 

Für  die  Präparation  von  Plasmid‐DNA wurde  der  E.  coli‐Stamm  XL1  blue  verwendet.  Die 

Proteinexpression  von  EasterXa  und  der  Spätzle‐Isoformen  (Spz)  erfolgte  in  den  E. coli‐

Stämmen  BL21  (DE3)  und  Rosetta  (DE3).  Bei  der  Kultivierung  wurden  die  Medien, 

entsprechend der vektorspezifischen Resistenz, mit 100 µg∙mL‐1 Ampicillin versetzt. Im Falle 

von Rosetta  (DE3) erfolgte eine zusätzliche Selektion auf das pRARE2‐Plasmid durch Zusatz 

von 10 µg∙mL‐1 Chloramphenicol. 

Die  Expression  der  Toll‐Rezeptor‐Ektodomäne  (Toll  ECD)  wurde  in  Schneider2‐Zellen 

durchgeführt.  Diese  wurden  abgeleitet  von  einer  primären  Kultur  von  20  ‐  24  h  alten 

D. melanogaster‐Embroyzellen  (Schneider,  1972).  Die  Schneider2‐Zellen  wurden mit  dem 

pMTV5His‐A‐Vektor,  welcher  die  Gensequenz  der  Ektodomäne  des  Toll‐Rezeptors  aus 

D. melanogaster  enthielt,  transfiziert,  und  lagen  bereits  als  stabile  Expressionszelllinie  vor 

(Stelter et al., 2013). 
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3.1.4 Plasmide	

Der  verwendete  Expressionsvektor  pET21a(+)  beinhaltet  einen  IPTG‐induzierbaren  T7‐

Promotor und kodiert  für eine Ampicillinresistenz. Der Vektor pMTV5His‐A des Drosophila 

Expression  Systems  (Life  Technologies,  Darmstadt)  trägt  einen  Cu2+‐induzierbaren 

Metallothionein‐Promotor  sowie  eine    Ampicillinresistenz  für  die  Selektion  von 

Transformanten und Amplifikation in E. coli.  

 

D. melanogaster EasterXa in pET21a(+), Ampr       (Sieg, 2008) 

D. melanogaster Spätzle8.19 (Spz8.19) in pET21a(+), Ampr   (Hoffmann, 2009)   

D. melanogaster Spätzle11.7 (Spz11.7) in pET21a(+), Ampr   (Hoffmann, 2009) 

D. melanogaster Toll ECD in pMTV5His‐A, Ampr      (Stelter et al., 2013) 

 

Das  verwendete  Konstrukt  EasterXa  beinhaltet  die  Aminosäuren  20  ‐  392  der wt‐Sequenz 

(UniProtKB  ID  P13582,  siehe  Anhang  8.6)  unter  Einführung  der  Insertion  (IEGc14) 

(Nummerierung  der  Aminosäurereste  für  EasterXa  bezieht  sich  auf  die  von  Shotton  und 

Hartley (1970) eingeführte Nomenklatur). 

Alle exprimierten Proteine tragen einen C‐terminalen His6‐tag, insofern nicht explizit anders 

angegeben. 

3.1.5 Oligonukleotide	

Alle  verwendeten  Oligonukleotide  wurden  von  der  Firma  Metabion  (Martinsried) 

synthetisiert.  Die  für  die  zielgerichtete  Mutagenese  veränderten  Basen  sowie  5’‐

Phosphorylierungen sind hervorgehoben.  

 

Spz8.19chim 

Vorwärts:   5’ – P‐TTT AAT AGG ACG GAC ACG GAG GTG – 3’ 

Rückwärts:  5’ – P‐GAG GAC GAA CGT ATC GTT AAA GAC – 3’     

Spz11.7chim 

Vorwärts:   5’ – P‐TTG CAG AGG ACG GAC ACG GAG GTG – 3’ 

Rückwärts:  5’ – P‐AGA TAC AAC TCC CTC ATC ATT GGT – 3’ 

ncSpz11.7/ncSpz8.19 

Vorwärts:  5’ – GTG AGC TCT GCG GTT GGT GGC TC – 3’ 

Rückwärts:  5’ – GA GCC ACC AAC CGC AGA GCT CAC – 3’ 
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EasterXa Sc195A 

Vorwärts:  5’ – CGT GGC GAT GCA GGC GGT CCG – 3’ 

Rückwärts:  5’ – CGG ACC GCC TGC ATC GCC ACG – 3’ 

EasterXa 75‐Xa 

Vorwärts:  5’ – P‐GGC GAA CTG GAT GTG CCG GTG GAA CGT ACC – 3’ 

Rückwärts:  5’ – P‐GCC TTC TTC GGT GTT GGT ATC CCA TTC GCC – 3’ 

3.1.6 Standards	und	Kits	

1‐kb‐DNA‐Marker            NEB, Frankfurt (Main) 

SDS‐PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range  Bio‐Rad, München 

Benchmark His‐tagged Protein Standard      Life Technologies, Darmstadt 

IEF Marker 3 ‐ 10            SERVA Electrophoresis, Heidelberg 

GeneJET Plasmid Miniprep Kit         Thermo Scientific, Schwerte 

Pierce Glycoprotein Staining Kit        Thermo Scientific, Schwerte 

SERVAGel IEF 3 ‐ 10 Starter Kit         SERVA Electrophoresis, Heidelberg 

3.1.7 Antikörper,	Enzyme	und	Substrate	

Monoklonaler Maus‐anti‐Pentahistidin‐Antikörper   Qiagen, Hilden 

Polyklonaler Ziege‐anti‐Maus‐IgG‐Antikörper,    Millipore, Darmstadt 

horseradish‐Peroxidase (HRP)‐Konjugat     

Benzonase              Sigma Aldrich, Steinheim 

boviner Faktor Xa            NEB, Frankfurt (Main) 

bovines Trypsin            Sigma Aldrich, Steinheim 

DnpI                NEB, Frankfurt (Main) 

Lysozym              Sigma Aldrich, Steinheim 

Phusion High‐Fidelity DNA‐Polymerase      NEB, Frankfurt (Main) 

T4‐DNA‐Ligase            NEB, Frankfurt (Main) 

Pefachrome tPA             LOXO, Dossenheim 
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3.2 Molekularbiologische	Methoden	

3.2.1 Zielgerichtete	Mutagenese	

Unter  Verwendung  der  aufgeführten  Oligonukleotide  (3.1.5) wurden mittels  Polymerase‐

Kettenreaktion (PCR) nach dem QuikChange‐Protokoll (Stratagene, Heidelberg) verschiedene 

Mutationen  in  die  Sequenz  von  EasterXa  und  den  zwei  Spätzle‐Isoformen  Spz11.7  und 

Spz8.19,  die  kloniert  in  den  pET21a(+)‐Vektor  (Hoffmann,  2009)  als  template  vorlagen, 

eingeführt.  Ein  typischer  PCR‐Ansatz,  unter  Verwendung  der  Phusion  High‐Fidelity  DNA‐

Polymerase (3.1.7), war wie folgt zusammengesetzt: 

 

5 x HF‐Puffer          4 µL 

10 mM dNTPs         0,4 µL 

10 pmol/µL Vorwärts‐Oligonukleotid  1 µL 

10 pmol/µL Rückwärts‐ Oligonukleotid  1 µL 

100 ng/µL template‐DNA       0,5 µL 

Phusion DNA‐Polymerase      0,2 µL 

ddH2O           12,9 µL 

 

Die  anschließende  PCR  wurde  in  einem  Thermocyler  (Thermocycler  Professionel  basic, 

Biometra, Göttingen) unter folgenden Reaktionsbedingungen durchgeführt. 

 

Initiale Denaturierung  98 °C    5 min 

Denaturierung    98 °C    1 min 

Annealing      56 ‐ 80 °C  1 min    30 Zyklen 

Elongation      72 °C    3 min 

Finale Elongation    72 °C    5 min 

        4 °C    ∞         

 

Für  einfache  Punktmutationen  wurde  im  Annealing‐Schritt  eine  Temperatur  von  10  °C 

unterhalb  der  theoretischen  Schmelztemperatur,  der  paarenden  Sequenz  der 

Oligonukleotide, gewählt. Bei Einführung oder Deletion  längerer Sequenzabschnitte wurde 

die  optimale  Annealing‐Temperatur  durch  Einstellung  eines  Temperaturgradienten  im 

angegebenen Bereich ermittelt.  



  Materialien und Methoden 

34 
 

Im Anschluss daran wurde durch Zusatz  von 1 µL DpnI	 (3.1.7) und  Inkubation  für 2 h bei 

37 °C  methylierte,  parentale  Plasmid‐DNA  abgebaut.  Bei  Verwendung  von  5´‐

phosphorylierten Oligonukleotiden wurde im Anschluss 10 x T4‐Ligasepuffer (NEB, Frankfurt) 

und 1 µL T4‐DNA‐Ligase (3.1.7) zugesetzt und für weitere 2 h bei 25 °C inkubiert.  

3.2.2 Agarosegelelektrophorese	

Zur  Überprüfung  der  erfolgreichen  Amplifikation mutierter  Plasmid‐DNA wurden  1 %‐ige 

(w/v) Agarosegele in TAE‐Puffer hergestellt. Dazu wurden 0,5 g Agarose in 50 mL TAE‐Puffer 

unter Erwärmen gelöst und 2 Tropfen 0,025 %‐ige  (w/v) Ethidiumbromidlösung  zugesetzt. 

Die  DNA‐Proben  wurden  mit  3  x  DNA‐Probenpuffer  versetzt  und  bei  90  V  für  50  min 

elektrophoretisch  getrennt  (Consort  E835  Elektrophorese  Power  Supply,  Sigma‐Aldrich, 

Steinheim), wobei TAE‐Puffer als Laufpuffer verwendet wurde. Zur Abschätzung der Größe 

der DNA‐Fragmente wurde ein 1‐kb‐DNA‐Marker (3.1.6) mitgeführt. Die Detektion der DNA‐

Banden erfolgte mittels UV‐Licht. 

 

TAE‐Puffer:       40 mM Tris‐Acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0 

3 x DNA‐Probenpuffer:  50 % (v/v) Glycerin, 0,05 % (w/v) Bromphenolblau, 

50 % (v/v) TAE‐Puffer 

3.2.3 Transformation	chemisch	kompetenter	Zellen	

Ein 50 µL‐Aliquot chemisch kompetenter E. coli XL1 blue‐Zellen wurde mit 1 µl Plasmid‐DNA 

(3.2.4) oder 10 µL eines PCR‐Ansatzes  (3.2.1)  versetzt und 30 min  auf Eis  inkubiert. Nach 

einem Hitzeschock für 90 s bei 42 °C wurden die Zellen auf Eis für 1 min abgekühlt und mit 

800  µL  SOC‐Medium  (3.1.2)  versehen.  Anschließend wurde  die  Zellsuspension  bei  37  °C 

schüttelnd  inkubiert, 200 µL auf einer  selektiven  LB‐Agarplatte ausplattiert  (3.1.2) und  für 

weitere 16 h bei 37 °C inkubiert. 

3.2.4 Isolierung	von	Plasmid‐DNA	

Eine  Einzelkolonie  transformierter  E.  coli  XL1  blue‐Zellen  (3.2.3)  wurde  in  4  mL  LB‐

Flüssigmedium (3.1.2) mit 100 µg∙mL‐1 Ampicillin überführt und für 16 h bei 37 °C schüttelnd 

inkubiert. Anschließend erfolgte die Präparation der Plasmid‐DNA mit dem GeneJET Plasmid 

Miniprep Kit (3.1.6) nach dem Herstellerprotokoll.  
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Die Elution der DNA erfolgte mit 50 µL sterilem ddH2O. Die Sequenzierung der DNA, um die 

korrekte  Einführung  der  Mutationen  zu  überprüfen,  erfolgte  durch  die  Firma  GATC 

(Konstanz). 

3.3 Zellbiologische	Methoden	

3.3.1 Genexpression	rekombinanter	Proteine	in	E.	coli	

Die  Expression  der  Spätzle‐Varianten  erfolgte  in  E.  coli  Rosetta  (DE3)‐Zellen  nach  einem 

etablierten  Protokoll  (Hoffmann,  2009).  Für  die  Expression  von  EasterXa  wurden  E.  coli 

BL21 (DE3)‐Zellen mit dem entsprechenden Plasmid transformiert (3.2.3) und eine 50 mL LB‐

Flüssigkultur  (3.1.2),  supplementiert  mit  100  µg∙mL‐1  Ampicillin,  mit  50  µL  des 

Transformationsansatzes  inokuliert.  Die  Zellen  wurden  für  16  h  bei  37  °C  schüttelnd 

inkubiert und  im Anschluss eine 1,5 L LB‐Flüssigkultur mit 100 µg∙mL‐1 Ampicillin mit 10 mL 

der Vorkultur angeimpft. Anschließend wurden die Zellen weiter bei 37 °C kultiviert und bei 

Erreichen einer optischen Dichte OD600  von ~  1,0 die  Expression durch  Zusatz  von 1 mM 

IPTG induziert. Nach 4 h wurden die Zellen durch Zentrifugation für 30 min bei 5 000 x g und 

4 °C geerntet.  

Die  Expression  von  15N‐markiertem  Spz11.7  erfolgte  in  Minimalmedium,  dessen 

Zusammensetzung Tabelle 3‐1 zu entnehmen ist. Abweichend vom beschriebenen Protokoll 

in Komplexmedium wurde eine 50 mL M9‐Vorkultur mit 0,5 mL einer LB‐Medium Vorkultur 

angeimpft und bei 37 °C bis zum Erreichen der optischen Dichte OD600 ~	2,0 kultiviert. Eine 

1,5  L M9‐Hauptkultur wurde anschließend mit 30 mL der M9‐Vorkultur  inokuliert und bei 

einer OD600 ~ 2,5 die Expression mit 1 mM IPTG  induziert. Anschließend wurden die Zellen 

für weitere 20 h bei 20 °C schüttelnd  inkubiert und durch Zentrifugation bei 5 000 x g und 

4 °C für 30 min geerntet. 

Tabelle 3‐1: Zusammensetzung von M9‐Minimalmedium 

Stammlösung  Volumen (mL) 

M9‐Puffer  974 

20 % (w/v) Glucose  20 

Spurenelement‐Lösung  2 

1 M MgSO4  2 

0,1 M CaCl2  1 

10 mM Fe(III)‐citrat  1 
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M9‐Puffer:   17  g∙L‐1  Na2HPO4  ∙  12H2O,  3  g∙L
‐1  KH2PO4,  0,5  g∙L

‐1  NaCl, 

1 g∙L‐1 15NH4Cl 

Spurenelement‐Lösung:  0,1 g∙L‐1 ZnSO4  ∙ 7H2O, 0,03 g∙L
‐1 MnCl2  ∙ 4H2O, 0,3 g∙L

‐1 H3BO3, 

0,2  g∙L‐1  CoCl2  ∙  6H2O,  0,02  g∙L
‐1  NiCl2  ∙  6H2O,  0,01 g∙L

‐1 

CuCl2 ∙ 2H2O, 0,9 g∙L
‐1 Na2MoO4 ∙ 2H2O, 0,02 g∙L

‐1 Na2SeO3 

3.3.2 Genexpression	rekombinanter	Proteine	in	Schneider2‐Zellen	

Für die Expression der Toll‐Rezeptor‐Ektodomäne (Toll ECD) wurde eine Schneider2‐Zelllinie 

verwendet,  welche  eine  stabile  Expression  unter  der  Kontrolle  eines  Metallothionein‐

Promotors  (DmToll  ECD  pMTV5His‐A)  gewährleistet  (Stelter  et  al.,  2013). Die  Kultivierung 

erfolgte dabei  in  Insect Express Prime‐Medium, supplementiert mit 1 %  (v/v) PenStrep, bei 

27 °C mit 5 mL  in 25 cm2‐ oder 15 mL  in 75 cm2‐Kulturflaschen bei einer Zelldichte von ca. 

1 ∙ 106  ‐  1 ∙ 107  Zellen∙mL‐1.  Die  Zellzahl  wurde  mit  einer  Neubauer‐Zählkammer  (Roth, 

Karlsruhe) bestimmt. Die Expression erfolgte  in einem 2  L‐Maßstab  im  Schüttelkolben bei 

einer initialen Zelldichte von 2 ∙ 106 Zellen∙mL‐1 und einer Induktorkonzentration von 500 µM 

CuSO4 für 5 Tage bei 25  °C. Die Zellen wurden vom Kulturüberstand durch Zentrifugation für 

30 min bei 5 000 x g und 4 °C abgetrennt.  Die weitere Reinigung der Toll ECD erfolgte nach 

einem etablierten Protokoll (Stelter et al., 2013). 

3.4 Proteinchemische	Methoden	

3.4.1 Natriumdodecylsulfat‐Polyacrylamid‐Gelelektrophorese	(SDS‐PAGE)	

Mittels diskontinuierlicher SDS‐PAGE können die zu untersuchenden Proteine entsprechend 

ihrer Molekülmasse aufgetrennt werden. Für allgemeine proteinanalytische Elektrophoresen 

wurden  15 %‐ige  (v/v)  Tris‐Glycin‐Gele  nach  Laemmli  (1970)  verwendet.  Die  Analyse  von 

Prozessierungskinetiken  der  Spätzle‐Isoformen wurde mit  Tris‐Tricin‐Gelen  nach  Schägger 

und von  Jagow  (1987) durchgeführt, welche eine bessere Auftrennung von Proteinspezies 

mit geringen Molekülmassenunterschieden gewährleisten. Proteinproben in GdmCl‐haltigen 

Puffer wurden vor der Elektrophorese mittels NaDOC‐Fällung (Arnold und Ulbrich‐Hofmann, 

1999)  präzipitiert  und  in  3  x  SDS‐Probenpuffer  resuspendiert.  Die  gelelektrophoretische 

Auftrennung erfolgte bei 250 V und 30 mA in einer Elektrophorese‐Apparatur (Laufkammer 

und  Elektrophorese  Power  Supply  EPS  300,  Pharmacia  Biotech,  Dübendorf,  Schweiz). 



  Materialien und Methoden 

37 
 

Anschließend  wurden  die  Proteinbanden  mittels  Silberfärbung  nach  Nesterenko  et  al. 

(1994), dem Glycoprotein Staining Kit (3.1.6), Western Blot (3.4.2) oder Coomassie‐Brilliant‐

Blau‐Färbung, letztere unter Verwendung der hier aufgeführten Lösungen, detektiert. 

 

3 x SDS‐Probenpuffer:  87,5 mM Tris/HCl, 0,0125 % (w/v) Bromphenolblau, 13 %  (v/v) 

        Glycerin, 5 % (w/v) SDS, 5 % (v/v) ‐Mercaptoethanol, pH 6,8 

Färbelösung:  25  %  (v/v)  Isopropanol,  10  %  (v/v)  Essigsäure,  0,05  %  (w/v) 

Coomassie‐Brilliant‐Blau R250 

Entfärbelösung:    10 % (v/v) Essigsäure 

 

Für  nicht‐reduzierende  SDS‐PAGE  wurde  3  x  SDS‐Probenpuffer  ohne  Zusatz  von 

‐Mercaptoethanol verwendet. 

3.4.2 Western	Blot	

Der  spezifische Nachweis  von  Proteinen mit His6‐tag  erfolgte  durch Western  Blot mittels 

eines  Maus‐anti‐Pentahistidin‐Antikörpers  (primärer  Antikörper)  und  einem  HRP‐

konjugierten Ziege‐anti‐Maus‐IgG‐Antikörper  (sekundärer Antikörper). Dazu wurden die  im 

SDS‐Polyacrylamidgel  (3.4.1)  aufgetrennten  Proteinbanden  im  semi‐dry‐Verfahren  in  einer 

TE  77  PWR  Blot‐Apparatur  (GE  Healthcare,  Freiburg)  bei  55 mA  für  1  h  auf  eine  PVDF‐

Membran  (Bio‐Rad, München)  übertragen.  Nach  einer  Inkubation  für  1  h  in  Blocklösung 

(3 % (w/v) BSA in TBS) wurde die Membran mit 700 ng des primären Antikörpers in 12,5 mL 

Blocklösung für 1 h  inkubiert, gefolgt von drei Waschschritten für  je 5 min mit TBST (TBS + 

0,05 % (v/v) Tween20). Anschließend wurde die Membran für 1 h mit 800 ng des sekundären 

Antikörpers  in 12,5 mL  TBST + 5 %  (w/v) Milchpulver  inkubiert und erneut dreimal  für  je 

5 min mit TBST gewaschen. Nach einem weiteren Waschschritt mit TBS wurde die Membran 

in  einer  Filmkassette mit  je  1 mL  ECL1  und  ECL2  benetzt  und  ein  lichtempfindlicher  Film 

(Kodak  Biomax  Light  Film,  Sigma‐Aldrich,  Steinheim)  für  30  s  belichtet.  Alle 

Inkubationsschritte erfolgten bei 25 °C. 

 

Transferpuffer:  25 mM Tris, 0,192 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol 

TBS:      10 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, pH 7,6 
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ECL1:  0,1  M  Tris/HCl,  0,4  mM  p‐Cumarinsäure,  0,25  mM  Luminol, 

1,4 % (v/v) DMSO, pH 8,5 

ECL2:      0,1 M Tris/HCl, 0,32% (v/v) H2O2, pH 8,5 

3.4.3 Isoelektrische	Fokussierung	

Zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes und der Probenhomogenität von renaturierten 

EasterXa wurde  eine  isoelektrische  Fokussierung mit  dem  SERVAGel  IEF  3  ‐  10  Starter  Kit 

(3.1.6) entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt.  

3.4.4 Inclusion	Body‐Präparation	

Alle Konstrukte von EasterXa und ProSpz wurden ausschließlich in Form unlöslicher inclusion 

bodies  (IBs)  in  E.  coli‐Zellen  exprimiert.  Die  Präparation  der  IBs  erfolgte  nach  einem 

etablierten  Protokoll  (Rudolph  et  al.,  1997),  mit  geringfügigen  Änderungen.  Zunächst 

wurden 10 ‐ 20 g Zellfeuchtmasse  in 40 mL  IB 1 resuspendiert und mit 1,5 mg Lysozym pro 

Gramm  Zellen  versehen.  Nach  15 min  Inkubation  auf  Eis wurde  eine  Konzentration  von 

3 mM MgCl2 eingestellt, 4 µL Benzonase zugesetzt und für weitere 15 min auf Eis inkubiert. 

Anschließend wurden  die  Zellen mittels Hochdruckdispersion  (Gaulin Micron  Lab  40, APV 

Homogenisator GmbH, Lübeck) bei einem maximalen Druck von 1 200 bar aufgeschlossen. 

Das Zelllysat wurde  für 30 min bei 25  °C  inkubiert, 0,5 Volumen  IB 2a  zugegeben und  für 

weitere 30 min bei 4 °C gerührt. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 78 000 x g für 20 min 

bei 4 °C wurde das erhaltene Sediment  in  IB 2b mit einem Ultraturrax  (Jahnke und Kunkel 

IKA‐Labortechnik,  Stauffen)  resuspendiert  und  erneut  bei  4 °C  30 min  inkubiert. 

Anschließend wurden die  IBs  für 15 min bei 4  °C und 78 000  x g  zentrifugiert und  in  IB 3 

resuspendiert. Nach viermaliger Wiederholung dieses Waschschrittes wurden die  inclusion 

bodies in IB 4 für 16 h bei 4 °C solubilisiert, mehrfach gegen 4 M GdmCl, pH 4,0 dialysiert und 

unlösliches Material durch Zentrifugation bei 78 000 x g für 30 min und 4 °C abgetrennt. 

 

IB 1:    0,1 M Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 7,0 

IB 2a:    60 mM EDTA, 6 % (v/v) Triton‐X100, 1,5 M NaCl, pH 7,0 

IB 2b:    60 mM EDTA, 3 % (v/v) Triton‐X100, 1,5 M NaCl, pH 7,0 

IB 3:    0,1 M Tris/HCl, 20 mM EDTA, pH 7,0 

IB 4:    6 M GdmCl, 0,1 M Tris/HCl, 1 mM EDTA, 0,1 M DTT, pH 8,5 
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3.4.5 In	vitro‐Renaturierung	

Alle in dieser Arbeit behandelten Spätzle‐Varianten wurden nach einem etablierten Protokoll 

renaturiert und gereinigt (Hoffmann, 2009). Abweichend davon wurde bei der Renaturierung 

von halbseitig prozessierbarem hcProSpz11.7 (für „half‐cleaved“) ein äquimolares Verhältnis 

von  ProSpz11.7  und  ncProSpz11.7  (für  „non‐cleavable“,  ohne  His6‐tag)  eingesetzt.  Dazu 

wurden  die  solubilisierten  Proteine  (3.4.4)  zu  einer  Gesamtproteinkonzentration  von 

15 mg∙mL‐1 vereinigt und nach der Methode der schnellen Verdünnung  (Rudolph und Lilie, 

1996) durch langsames Zutropfen zu einer Endkonzentration von 150 mg∙L‐1 bei 4 °C in Spz‐

Renaturierungspuffer  gebracht.  Nach  einer  Inkubation  für  48  h  bei  4  °C  wurde  der 

Renaturierungsansatz mittels Cross‐Flow‐Ultrafiltration (Viva Flow 200, Sartorius, Göttingen) 

auf  ein  Zehntel  des  Volumens  aufkonzentriert  und  gegen  20 mM  Tris/HCl,  20 mM NaCl, 

pH 7,4 dialysiert.  

Für die Rückfaltung von EasterXa wurde das erhaltene solubilisierte Protein (3.4.4) zuvor über 

eine  denaturierende Ni2+‐Affinitätschromatographie  bei  25  °C  an  einer  fast  protein  liquid 

chromatography‐Anlage  (ÄKTA‐FPLC,  UPC‐900,  Amersham  Biosciences,  Freiburg)  gereinigt 

(wie alle im Weiteren beschriebenen chromatographischen Methoden). Die Probe wurde auf 

4 M GdmCl, 0,1 M NaH2PO4, 5 mM  Imidazol, pH 7,5 eingestellt und auf eine His‐Trap HP‐

Säule (10 mL Säulenvolumen) (GE Healthcare, München) geladen. Nach einem Waschschritt 

mit 4 M GdmCl, 0,1 M NaH2PO4, 40 mM Imidazol, pH 7,5 erfolgte die Elution mit 4 M GdmCl, 

0,1 M NaH2PO4,  0,5 M  Imidazol,  pH  7,5. Das  Eluat wurde  auf  0,1 M DTT  eingestellt  und 

mehrfach  gegen  4 M GdmCl,  pH  4,0  dialysiert. Das  so  erhaltene  gereinigte,  denaturierte 

Protein wurde bei 4 °C mittels Verdünnung  in 2 Pulsen (zu  je 20 mg pro Faltungspuls, 24 h 

Pulsintervall)  in   2 L EasterXa‐Renaturierungspuffer renaturiert. Nach 48 h Inkubation wurde 

der  Faltungsansatz  mittels  Cross‐Flow‐Ultrafiltration  auf  ein  Zehntel  des  Volumens 

aufkonzentriert und je 24 h gegen Dialysepuffer 1, gefolgt von Dialysepuffer 2 dialysiert. 

 

Spz‐Renaturierungspuffer    1 M  Tris/HCl,  5 mM  EDTA,  5 mM  GSH,  2 mM  GSSG, 

          pH 8,5 

EasterXa‐Renaturierungspuffer:   0,1 M Tris/HCl, 0,5 M L‐Arg, 2,5 mM EDTA, 10 mM CaCl2, 

5  mM  Methyl‐‐cyclodextrin,  0,05  %  (w/v)  PEG3350, 

1 mM GSH, 1 mM GSSG, pH 8,5 

Dialysepuffer 1:  0,1 M Tris/HCl, 50 mM L‐Arg, 5 mM CaCl2, pH 8,5 

Dialysepuffer 2:  50 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl2, pH 8,5 
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3.4.6 Reinigung	von	EasterXa	

Das renaturierte Protein (3.4.5) wurde bei 4 °C auf eine mit Dialysepuffer 2 äquilibrierte 5 mL 

His‐Trap HP‐Säule geladen und durch Anlegen eines Stufengradienten mit Ni2+‐Elutionspuffer 

eluiert. Anschließend wurde monomeres, gefaltetes Protein von Aggregaten und Oligomeren 

durch  Größenausschlusschromatographie  auf  einer  Superdex200  HiLoad  16/60  Säule  (GE 

Healthcare,  München)  in  SEC‐Puffer  abgetrennt.  Da  mittels  isoelektrischer  Fokussierung 

(3.4.3) ein isoelektrischer Punkt von ~	7,0 für monomeres EasterXa bestimmt wurde, wurde 

als  finaler  Reinigungsschritt  eine  Anionen‐Austausch‐Chromatographie mit  einer  1 mL Q‐

Sepharose HP‐Säule  (GE Healthcare, München) durchgeführt. Das Protein wurde mit AEX‐

Puffer A als Laufpuffer an der Säule gebunden und durch einen Stufengradienten mit AEX‐

Puffer B eluiert. Die Lagerung des gereinigten Proteins erfolgte bei ‐20 °C in AEX‐Puffer B.  

 

Ni2+‐Elutionspuffer:  50 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl2, 250 mM Imidazol, 

pH 8,5 

SEC‐Puffer:  20 mM Tris/HCl, 50 mM NaCl, 2 mM CaCl2, pH 8,2 

AEX‐Puffer A:  20 mM Tris/HCl, 50 mM NaCl, 2 mM CaCl2, 10 % (v/v) Glycerol, 

pH 8,2 

AEX‐Puffer B:  20 mM Tris/HCl, 0,3 M NaCl, 2 mM CaCl2, 10 %  (v/v) Glycerol, 

pH 8,2 

3.4.7 Reinigung	von	hcProSpätzle11.7	

Das renaturierte Protein (vorliegend in Spz‐Renaturierungspuffer) (3.4.5) wurde durch Cross‐

Flow‐Ultrafiltration  aufkonzentriert  und  zu  maximal  2  %  des  Säulenvolumens  auf  eine 

Superdex75  HiLoad  26/60‐Säule,  (20  mM  Tris/HCl,  20  mM  NaCl,  pH  7,4  als  Laufpuffer) 

geladen, um dimeres, gefaltetes Spätzle von Aggregaten und Monomeren abzutrennen. Da 

bei  der  Renaturierung  zwei  verschiedene  Konstrukte  (ProSpz11.7‐His6  und  ncProSpz11.7 

ohne  His6‐tag)  eingesetzt  wurden,  kann  es  zur  Ausbildung  von  Homo‐Dimeren 

(ProSpz11.7‐His6)2,  Homo‐Dimeren  von  (ncProSpz11.7)2  und  einem  Hetero‐Dimer  aus 

(ProSpz11.7‐His6 ‐ ncProSpz11.7)  kommen.  Diese  drei  Spezies  wurden  durch  Ni2+‐

Affinitätschromatographie aufgetrennt. Dazu wurde die von der Gelfiltrationssäule eluierte 

Dimer‐Fraktion  auf  eine  5 mL  HisTrap  HP‐Säule  (20 mM  Tris/HCl,  20 mM  NaCl,  pH  7,4) 

geladen. Die  Elution erfolgte durch  eine  linearen Gradienten bis  20 mM  Tris/HCl, 20 mM 

NaCl, 0,5 M Imidazol, pH 7,4 über 60 Säulenvolumen.  
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Die mittels  reduzierender  SDS‐PAGE  (3.4.1)  identifizierten  homogenen  Fraktionen wurden 

vereinigt, gegen 20 mM Tris/HCl, 20 mM NaCl, pH 7,4 dialysiert und bei ‐20 °C gelagert.  

3.4.8 Aktivitätsbestimmung	von	EasterXa	

Da die Renaturierung und Reinigung  von  EasterXa  ausschließlich  in  Zymogenform erfolgte, 

erforderten  Aktivitätsmessungen  eine  vorherige  proteolytische  Aktivierung.  Zu  diesem 

Zweck  war  bereits  zuvor  in  die  vorhergesagte  Snake‐Erkennungssequenz  (Chasan  und 

Anderson, 1989; Chasan et al., 1992)  für die  in vivo‐Zymogenaktivierung  (LSNRc15‐I  c16) von 

Easter  eine  Erkennungssequenz  für  bovinen  Faktor  Xa  inseriert  worden  (LSNIEGRc15‐Ic16), 

wodurch die Faktor Xa‐aktivierbare Variante EasterXa (3.1.4) erhalten wurde (Sieg, 2008). Die 

proteolytische  Aktivität  von  renaturiertem  EasterXa  wurde  gegenüber  dem  chromogenen 

Peptidsubstrat  CH3SO2‐D‐HHT‐Gly‐Arg‐pNA∙AcOH  (Pefachrome  tPA  (3.1.7))  gemessen,  um 

zum  einen  die  Faltungsbedingungen  für  EasterXa  zu  optimieren  als  auch  den  zeitlichen 

Verlauf  der  Zymgenaktivierung  zu  analysieren.  Die  dabei  erfolgende  Freisetzung  von  p‐

Nitroanilin kann spektroskopisch bei 405 nm (405 = 9900 M‐1∙cm‐1, (Lottenberg und Jackson, 

1983))  verfolgt werden. Alle Messungen wurden bei  einer  Substratkonzentration  von  400 

µM  durchgeführt,  was  für  Chymotrypsin‐ähnliche  Serinproteasen  im  Allgemeinen  einer 

sättigenden Konzentration entspricht (Hedstrom, 2002). 

  

Aktivitätsmessung	zur	Optimierung	der	Renaturierung	

Teilfaktorielle  Faltungs‐screens wurden  entsprechend  dem  Protokoll  von  Armstrong  et  al. 

(1999) durchgeführt.  Jeder  screen beinhaltete 12 Additive, welche  in N = 16 Bedingungen 

variiert wurden.  Entsprechend  einer  statistischen Verteilung war  jedes Additiv  nur  in  der 

Hälfte der Bedingung in einer definierten Konzentration zugesetzt. Gereinigtes denaturiertes 

EasterXa  (3.4.5) wurde  zu  einer  Endkonzentration  von  10 µg∙mL‐1  in  20 mL  Faltungspuffer 

variierender  Zusammensetzung  verdünnt.  Nach  einer  Inkubation  von  48  h  wurden  alle 

Ansätze mehrfach gegen 50 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl2, pH 8,5 dialysiert, mit 

einem  20‐fachem  molaren  Unterschuss  an  bovinem  Faktor  Xa  (3.1.7)  versetzt  und  für 

weitere 24 h bei 4 °C inkubiert. Die Messung der Proteaseaktivität erfolgte bei 30 °C in einem 

Volumen  von  200  µL  in  Mikrotiterplatten  an  einem  VersaMax  Microplate  Reader 

(Moleculare  Devices,  Sunnyvale,  CA,  USA),  initiiert  durch  Zusatz  von  400 µM 

Pefachrome tPA. Die Zunahme der Absorption bei 405 nm wurde verfolgt und die  initialen 

Anstiege mit der vom Hersteller bereitgestellten Sofware bestimmt.  
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Die  Auswertung  der  Faltungs‐screens  und  Bestimmung  des  Faktor‐Haupteffektes  erfolgte 

nach Armstrong et al. (1999): 

  FHE
∑ ∑

N
  Gl. 3‐1 

FHE:	 Faktor‐Haupteffekt	 des	 Additives,	 ∑ :	 Summe	 der	 Aktivitäten	 in	 mAU min‐1 	 aller	

Ansätze	mit	dem	jeweiligen	Additiv,	∑ :	Summe	der	Aktivitäten	 in	mAU min‐1 	aller	Ansätze	

ohne	das	jeweilige	Additiv,	N:	Anzahl	der	Bedingungen	

 

Dabei kann der Faktor‐Haupteffekt als Maß für den Einfluss des jeweiligen Additives auf die 

Faltungsausbeute gewertet werden. 

	

Aktivitätsmessung	von	gereinigten	EasterXa	

Ausgehend  von  renaturiertem,  gereinigten  EasterXa  (3.4.6)  wurde  die  Kinetik  der 

Zymogenaktivierung  untersucht.  Da  eine  Aktivierung  mit  Faktor  Xa  zu  einer  Spaltung 

zwischen  Rc15‐Ic16  führt,  kann  deren  Verlauf  in  Tris‐Glycin‐Gelen  (3.4.1)  verfolgt  werden 

indem unter reduzierenden Bedingungen das aktivierte EasterXa  in die katalytische Domäne 

(30 kDa) und Clip‐Domäne  (12,5 kDa) aufgetrennt wird.   Dazu wurde dem Protein boviner 

Faktor Xa  in 20‐fachem molaren Unterschuss zugesetzt und der Ansatz auf Eis  inkubiert.  In 

definierten  Zeitintervallen  wurden  Proben  entnommen  und  die  weitere  Spaltung  durch 

Hitzeinkubation  bei  95  °C  in  reduzierenden  SDS‐Probenpuffer  gestoppt.  Semi‐quantitative 

Messungen der Aktivität erfolgten spektroskopisch an einem Spektrophotometer (Ultrospec 

4000, Amersham Pharmacia,  Freiburg) bei 30 °C  in einer Küvette  (Schichtdicke d = 1  cm). 

Dafür  wurde  den  Aktivierungsansätzen  zu  entsprechenden  Zeitpunkten  je  2  µL  EasterXa  

entnommen  und  in  198  µL  vortemperierten  Reaktionspuffer  (400  µM  Pefachrome  tPA, 

20 mM  Tris/HCl,  0,3  M  NaCl,  2  mM  CaCl2,  10  %  (v/v)  Glycerol,  pH  8,2)  gegeben.    Die 

Zunahme  der  Absorption  wurde  bei  405  nm  verfolgt  und  aus  den  erhaltenen  linearen 

Anstiegen (E) die spezifische Aktivität von EasterXa berechnet:  

  A
∆E

ε ∙ d ∙ c
  Gl. 3‐2 

AS:	 spezifische	Aktivität	 in	 µmol min‐1 mg‐1,	E:	 linearer	 Anstieg	 der	 Absorption	 in	min‐1,	 405:	

molarer	Extinktionskoeffizient	 in	mM‐1 cm‐1,	 d:	 Schichtdicke	 in	 cm,	 c:	Proteinkonzentration	 im	

Reaktionsansatz	in	mg ml‐1	
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Da  Faktor  Xa  eine messbare  Aktivität  gegenüber  Pefachrome  tPA  aufweist,  wurden  alle 

spektroskopischen Messungen  zusätzlich  unter  identischen  Bedingungen,  in  Abwesenheit 

von  EasterXa  durchgeführt,  und  die  Primärdaten  der  Aktivierungsansätze  um  diese 

Hintergrundaktivität korrigiert.  

3.4.9 Proteolytische	Reifung	von	ProSpätzle‐Varianten	

Aktiviertes EasterXa (3.4.8) wurde, nach 12 h Inkubation bei 4 °C mit Faktor Xa, in 50‐fachem 

molaren Unterschuss  zu der  jeweiligen ProSpz‐Variante  gegeben und bei 30  °C  für 2 h  in 

20 mM Tris/HCl, 20 mM NaCl, pH 7,4 inkubiert. Für kinetische Analysen wurde zu definierten 

Zeitpunkten eine Probe entnommen, die Reaktion durch Zugabe von nicht‐reduzierendem 

3 x SDS‐Probenpuffer gestoppt und die Proteolyseprodukte anschließend mittels SDS‐PAGE 

in  Tris‐Tricin‐Gelen  (3.4.1)  aufgetrennt.  Eine  Quantifizierung  erfolgte  densitometrisch  an 

einem  Densitometer  CD60  (Sarstedt,  Nümbrecht)  mit  Hilfe  der  bereitgestellten 

Herstellersoftware.  Für  die  Auswertung  wurde  ein  kinetisches Modell  einer  irreversiblen 

Konsekutivreaktion angenommen  (Gl. 3‐3). Dabei wird die dimere Pro‐Form  (Pro) über ein 

halbseitig  prozessiertes  Intermediat  (hc)  zu  der  beidseitig  prozessierten  Cystin‐Knoten‐

Domäne (CK) überführt. 

  Pro →hc →CK  Gl. 3‐3 

  c c , ∙ e   Gl. 3‐4 

  c
∙ c , ∙ e e   Gl. 3‐5 

  c c , c , ∙ e
∙ c , ∙ e e   Gl. 3‐6 

k1/k2	 :	 Geschwindigkeitskonstanten	 erster	 Ordnung	 in	 min‐1,	 c0,Pro:	 Anfangskonzentration	 der	

Pro‐Form	 in	 beliebiger	 Einheit,	 chc:	 Konzentration	 an	 halbseitig	 prozessierten	 Intermediat	 in	

beliebiger	Einheit,	cCK:	Konzentration	an	Cystin‐Knoten‐Domäne	in	beliebiger	Einheit	

 

Die  Abnahme  der  Pro‐Form  kann  über  eine  kinetische  Reaktion  1.  Ordnung  beschrieben 

werden (Gl. 3‐4), während die zeitliche Zu‐ und Abnahme der intermediären Spezies über Gl. 

3‐5 beschrieben wird  (Frost und Pearson, 1964). Über den Masseerhaltungssatz ergibt sich 

die Datenanpassung für das Endprodukt (CK) einer Folgereaktion (Gl. 3‐6). 
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3.4.10 Reinigung	isolierter	Domänen	von	Spätzle11.7	

Die isolierten Domänen von Spz11.7 (Cystin‐Knoten‐Domäne (CK), 11.7Prodomäne (11.7PD)) 

wurden  nach  der  EasterXa‐vermittelten  Reifung  von  ProSpz11.7  gereinigt.  Da  nur  die  CK 

einen  His6‐tag  am  C‐Terminus  trägt  ist  eine  Separierung  von  der  11.7PD  durch  Ni2+‐

Affinitätschromatographie  möglich.  Dazu  wurde  prozessiertem  Spz11.7  1,5  M  GdmCl 

zugesetzt  und  auf  eine  1 mL HisTrapHP‐Säule mit  1,5 M GdmCl,  20 mM  Tris/HCl,  20 mM 

NaCl, pH 7,4 geladen. Durch einen  linearen Gradienten von 1,5 M GdmCl, 20 mM Tris/HCl, 

20 mM NaCl, pH 7,4 bis 1,5 M GdmCl, 20 mM Tris/HCl, 20 mM NaCl, 0,5 M Imidazol, pH 7,4 

über 30 Säulenvolumen wurden die 11.7PD und CK eluiert. Die einzelnen Domänen wurden 

im Anschluss über  eine  Superdex200  10/300 GL  in  20 mM  Tris/HCl,  20 mM NaCl, pH  7,4 

umgepuffert.  Die  Cystin‐Knoten‐Domäne  konnte  alternativ  auch  durch  eine  limitierte 

Proteolyse mit bovinem Trypsin (3.1.7) erhalten werden. Dazu wurde ProSpz11.7 mit Trypsin 

im Verhältnis  200  :  1  (w/w)  für  2  h bei  4  °C  inkubiert und die CK  anschließend über das 

beschriebene Protokoll gereinigt. 

3.5 Biophysikalische	Methoden	

3.5.1 Proteinkonzentrationsbestimmung	

Die  Konzentrationsbestimmung  von  Proteinen  erfolgte  durch  Aufnahme  eines  UV‐

Absorptionsspektrums im Wellenlängenbereich von = 240 ‐ 340 nm  in einer Quarzküvette 

(Schichtdicke  d  =  1  cm)  an  einem  Spektrophotometer  (Ultrospec  3300Pro,  Amersham 

Pharmacia,  Freiburg).  Dabei wird  die  Absorption  bei    =  280  nm maßgeblich  durch  drei 

Chromophore  bestimmt:  den  Seitenketten  von  Tryptophan,  Tyrosin  und  Cystin.  Der 

theoretische  Extinktionskoeffizient  280  für  ein  vollständig  denaturiertes  Protein  in  6  M 

GdmCl wurde kalkuliert nach Gill und von Hippel  (1989),  für ein gefaltetes Protein  in H2O 

nach  Pace  et  al.  (1995),  unter  Berücksichtigung  des  Oxidationszustandes  der  Cysteine 

(Tabelle  3‐2).  Die  von  Pace  et  al.  empirisch  gefundene  Gleichung  gewährt  dabei  nur  für 

Tryptophan‐haltige  Proteine  eine  ausreichende Genauigkeit. Die  Berechnung  der molaren 

Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des Lambert‐Beer´schen Gesetzes: 

     A280 ε280 ∙ c ∙ d  Gl. 3‐7 

d:	Schichtdicke	in	cm,	280:	molarer	Extinktionskoeffizient	in	M‐1 cm‐1		
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Wenn eine signifikante Absorption im Bereich von 320 ‐ 340 nm  zu verzeichnen war, wurde 

die Absorption bei 280 nm um den Streulichtanteil korrigiert nach Pace et al. (1995). 

Tabelle 3‐2: Theoretische Extinktionskoeffizienten 
Mr: relative Molekülmasse, ox/red: vollständig disulfidverbrücktes/reduziertes Protein,  
nat/denat: Protein in H2O/in 6 M GdmCl 

Konstrukt  Mr 

ox 

280 (M‐1∙cm‐1) 

red, denat 

280 (M‐1∙cm‐1) 

ox, denat 

280 (M‐1∙cm‐1) 

ox, nat 

EaXa  42 426  55 900  56 860  59 330 

EaXa 75‐Xa Sc195A  40 946  55 900  56 740  59 205 

ProSpz11.7  54 384,7  14 650  30 380  32 985 

ProSpz8.19  71 335,4  18 490  38 060  41 925 

CK  25 959  ‐  22 460  23 795 

11.7PD  14 230,8  ‐  3 960  4 595 

Toll ECD (deglyk.)  89 587,6  ‐  50 580  52 005 

 

3.5.2 Circulardichroismus‐Spektroskopie	

Die Circulardichroismus (CD)‐Spektroskopie beruht auf der unterschiedlichen Absorption von 

links‐ und rechtszirkulär polarisiertem Licht chiraler Moleküle. Die chromophore Gruppe  im 

Fern‐UV‐Bereich  ( = 190  ‐ 250 nm)  ist dabei die  inhärent achirale Peptidbindung, welche 

jedoch durch Sekundärstrukturelemente  in einer asymmetrischen Umgebung fixiert  ist. Das 

CD‐Spektrum  im Nah‐UV‐Bereich  ( = 250  ‐ 320 nm) resultiert aus der chiralen Umgebung 

von  aromatischen  Seitenketten  und  Disulfidbrücken  und  gibt  daher  Aussagen  über  die 

Tertiärstruktur  von Proteinen. Als  gebräuchliche Einheit  für  Fern‐UV‐CD‐Spektren wird die 

mittlere residuelle Elliptizität []MRW verwendet (Schmid, 1997): 

  Θ MRW

Θ
c ∙ d ∙ NAS ∙ 10

  Gl. 3‐8 

 MRW:	mittlere	 residuelle	 Elliptizität	 in Grad cm2 dmol‐1, :	 Elliptizität	 in	mGrad,	 c:	molare	

Proteinkonzentration	in	M,	d:	Schichtdicke	in	cm,	NAS:	Anzahl	der	Aminosäuren	des	Proteins	

 

Das Fern‐UV‐CD‐Spektrum eines Proteins kann als eine Linearkombination der Spektren von 

individuellen  Sekundärstrukturen  beschrieben  werden.  Daher  können  durch  eine 

Dekonvolution  der  Spektren  die  apparenten  Sekundärstrukturanteile  kalkuliert  werden. 

Dafür wurde die frei erhältliche Software CDPro verwendet (Sreerama und Woody, 2000).  
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Nah‐UV‐CD‐Spektren werden im Allgemeinen in Form des molaren Circulardichroismus  in 

M‐1∙cm‐1  angegeben, welcher  sich  über  folgende  numerische  Beziehung  aus  der molaren 

Elliptizität [] ergibt (Sreerama und Woody, 2004): 

  ∆ε
Θ

3298
  Gl. 3‐9 

:	molarer	Circulardichroismus	in	M‐1∙cm‐1,	  :	Elliptizität	in	Grad cm2 dmol‐1	

 

Alle  Messungen  wurden  an  einem  J810  Spektralpolarimeter  (Jasco,  Gross‐Umstadt)  bei 

20 °C, einer Bandbreite von 1 nm und Scan‐Geschwindigkeit von 50 nm∙min‐1 durchgeführt. 

Die Spektren wurden 60‐fach akkumuliert und um die Elliptizität des Puffers korrigiert.  

3.5.3 Fluoreszenzspektroskopie	

Die Fluoreszenzspektroskopie wurde genutzt um anhand der Fluoreszenzemissionsspektren 

von  Proteinen  Aussagen  über  die  Lösungsmittelexposition  der  intrinsischen  Fluorophore 

(Seitenketten  von  Trp  und  Tyr)  zu  treffen,  sowie  um  chemisch‐induzierte 

Entfaltungsübergänge  (3.5.4)  zu messen.  Alle Messungen wurden  an  einem  FluoroMax‐2 

Spektralfluorimeter  (Horiba,  Bensheim)  in  einer  Quarzglas‐Fluoreszenzküvette  (Hellma, 

Müllheim) bei 20  °C durchgeführt. Emissionsspektren wurden durch Anregung bei 280 nm 

oder  295  nm  und  einer  Integrationszeit  von  0,5  s  in  1  nm‐Schritten  aufgezeichnet.  Die 

Spektren wurden  jeweils  5‐fach  akkumuliert  und  um  die  Eigenfluoreszenz  des  jeweiligen 

Puffers korrigiert. 

3.5.4 Analyse	chemisch‐induzierte	Entfaltungsübergänge	

Die konformationelle Stabilität eines Proteins beschreibt die Änderung der freien Enthalpie 

G  für  den  Übergang  eines  gefalteten,  nativen  Proteins  (N)  in  einen  entfalteten, 

denaturierten  Zustand  (U).  Im  Rahmen  dieser  Arbeit  wurden  ausschließlich  chemisch‐

induzierte  Entfaltungsübergänge  an  Spz11.7  analysiert.  Deren  Auswertung  wird  im 

Folgenden näher erläutert. Für viele globuläre Proteine kann die Entfaltung über ein Zwei‐

Zustands‐Modell  beschrieben  werden,  wobei  die  Konzentration  an  partiell  gefalteten 

Intermediaten im Gleichgewicht vernachlässigbar klein ist (Pace, 1990): 

  N ⇌ U   
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Für  eine  thermodynamische  Analyse  ist  es  essentiell,  dass  die  Entfaltungs‐  bzw. 

Faltungsreaktion das Gleichgewicht erreicht hat und die Entfaltung vollständig reversibel ist. 

Die freie Enthalpie der Entfaltung G ist dabei wie folgt definiert:  

  ∆ ∙ T ∙ ln   Gl. 3‐10 

R:	 universelle	 Gaskonstante	 8,314472	 J mol‐1 K‐1 ,	 T:	 absolute	 Temperatur	 in	 K,	

K:	Gleichgewichtskonstante	der	Entfaltungsreaktion	

 

Unter  Annahme  eines  Zwei‐Zustands‐Modells  lässt  sich  die  Gleichgewichtskonstante  der 

Entfaltung  aus den  Stoffmengenanteilen  von nativem  (fN) und denaturiertem  (fU) Protein, 

welche sich direkt aus den Übergangskurven ergeben, berechnen: 

 
U
N

f
f

y y
y y

  Gl. 3‐11 

y:	gemessener	physikalischer	Parameter,	yN/yU:	Werte	für	y,	charakteristisch	für	nativen	 N 	und	

denaturierten	 U 	Zustand	

	

Als physikalischer Parameter zur Verfolgung der Entfaltungsreaktion wurde die  intrinsische 

Proteinfluoreszenz  verwendet.  Für  die Auswertung  der  experimentellen Daten wurde  das 

lineare  Extrapolationsmodell  (Pace  und  Shaw,  2000)  angewandt,  welches  eine  lineare 

Abhängigkeit  der  thermodynamischen  Stabilität  G  von  der  Denaturanskonzentration 

zugrunde legt: 

  ∆ ∆ H O m ∙ D   Gl. 3‐12 

  ∆ H O D , ∙ m  Gl. 3‐13 

G H2O :	 Wert	 für	 G	 bei	 Abwesenheit	 von	 Denaturans	 in	 J mol‐1,	 D :	 Denaturans‐

konzentration	 in	 M,	 m:	 Maß	 für	 Abhängigkeit	 von	G	 von	 D 	 Kooperativität 	 in	 J mol‐1 M‐1,	

D 0,5:	Übergangsmittelpunkt	in	M	

	

Der  Übergangsmittelpunkt  [D]0,5  ist  dabei  definiert  als  die  Denaturanskonzentration,  bei 

welcher der Anteil an nativen und denaturierten Protein gleich ist (G = 0). 	
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Es wurde weiterhin  angenommen,  dass  eine  lineare  Abhängigkeit  der  spektroskopischen 

Eigenschaften  des  nativen  und  denaturierten  Proteins  (yN  und  yU)  von  der 

Denaturanskonzentration besteht (Santoro und Bolen, 1988): 

  yN,U yN,U
0 mN,U ∙ D   Gl. 3‐14 

,   :  spektroskopische	 Eigenschaft	 des	 nativen	 bzw.	 denaturierten	 Proteins	 in	 Abwesenheit	

von	Denaturans,	mN,U:	Anstieg	der	prä‐	und	post‐Übergangs‐Basislinie	

 

Durch  die  Kombination  der Gl.  3‐10  ‐ Gl.  3‐14  und Umstellen  ergibt  sich  eine Beziehung, 

welche verwendet wurde, um mittels nicht‐linearer Regression die erhaltenen Primärdaten 

global anzupassen (Santoro und Bolen, 1988): 

  y
y m ∙ D y m ∙ D ∙ exp m ∙ D D , / ∙ T

1 exp	 m ∙ D D , / ∙ T
  Gl. 3‐15 

Aus den erhaltenen Werten  für den Übergangsmittelpunkt  [D]0,5 und der Kooperativität m 

kann mittels Gl. 3‐13 die freie Enthalpie der Entfaltung G(H2O) berechnet werden.  

Im  Fall  von dimeren  (oder oligomeren) Proteinen muss  ein  erweitertes  Entfaltungsmodell 

betrachtet  werden,  da  eine  zusätzliche  Stabilisierung  der  nativen  Konformation  über 

Quartärstrukturelemente  erfolgt.  Dabei  können  thermodynamisch  zwei  Extreme  für  die 

Entfaltung von Dimeren angenommen werden (Rumfeldt et al., 2008): 

N2
1
⇋
Δ 1

2N
2
⇋
Δ 2

2U     (a)  N2 ⇋
Δ
2U     (b) 

Wird  die  konformationelle  Stabilität  eines  Dimers  maßgeblich  über  Sekundär‐  und 

Tertiärinteraktionen bestimmt  (K1>>K2), können  im Gleichgewicht monomere  Intermediate 

mit nativ‐ähnlicher  Faltung auftreten  (a).  Sind Quartärkontakte  für den Erhalt der nativen 

Faltung  essentiell  (K1<<K2),  führt  die  Dissoziation  zur  vollständigen  Entfaltung,  wobei 

gefaltete monomere  Intermediate  nicht  akkumulieren  können  und  das  Entfaltungsmodell 

sich zu einem dimeren Zwei‐Zustands‐Modell (b) reduziert (Neet und Timm, 1994). Da es im 

Verlauf  der  Entfaltung  zu  einer  Änderung  der  Molekularität  kommt,  zeigt  die 

Gleichgewichtskonstante eine Abhängigkeit von der totalen Monomerkonzentration [Pt]: 

  
U 2

N2
2 ∙ Pt ∙

fU
2

1 fU
  Gl. 3‐16 
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Unter den Annahmen, dass  sich die Abhängigkeit der  freien Entfaltungsenthalpie und der 

Einfluss des Denaturans auf Dissoziations‐ und Entfaltungsreaktionen gleichermaßen  linear 

verhalten, kann G(H2O) durch Extrapolation der  im Übergangsbereich berechneten Werte 

von G auf Standardbedingungen (Gl. 3‐12) erhalten werden (Neet und Timm, 1994). 

Durch Umstellen von Gl. 3‐16 und Lösen der quadratischen Gleichung ergibt sich weiterhin: 

  f
4 ∙ P

∙ 1
8 ∙ P

1   Gl. 3‐17 

In Kombination mit Gl. 3‐10 und Gl. 3‐12 lässt sich eine Beziehung aufstellen, mit welcher die 

Entfaltungskurven  nach  einem  dimeren  Zwei‐Zustands‐Modell,  in  Abhängigkeit  der 

Denaturans‐ und Proteinkonzentration, global angepasst werden können (Mok et al., 1996): 

  ∙
B

4 ∙ Pt
∙ 1 8 ∙ Pt /B 1   Gl. 3‐18 

  B exp m ∙ D Δ H O / ∙ T   Gl. 3‐19 

Da  für  die  Berechnung  von  G  (Gl.  3‐10)  eine  Normierung  auf  die  Konzentration  des 

Standardzustandes  (1  mol∙L‐1)  erfolgt,  bezieht  sich  G(H2O)  nach  dem  dimeren  Zwei‐

Zustands‐Modell auf eine Konzentration von 1 M für jeden Reaktanden. 

Alle  Übergangskurven wurden  in  20 mM  Tris/HCl,  20 mM  NaCl,  pH  7,4 mit  variierender 

Denaturanskonzentration  (GdmCl  oder  Harnstoff)  bei  20  °C  an  einem  FluoroMax‐2 

Spektralfluorimeter  (Horiba,  Bensheim)  und  einer  Anregungswellenlänge  von  280  bzw. 

295 nm gemessen. Die Fluoreszenzemission bei  = 320 nm wurde für jeden Messpunkt 60 s, 

in  0,5 s‐Intervallen,  und  einer  Integrationszeit  von  0,25  s  aufgezeichnet,  gemittelt  und 

mittels  einer  Kalibriergeraden  um  die  Puffer‐  bzw. Denaturanseigenfluoreszenz  korrigiert. 

Eine  Korrektur  der  Denaturanskonzentration  erfolgte  durch  Bestimmung  des 

Brechungsindex nach Pace und Scholz  (1997). Zur Einstellung des Gleichgewichtes wurden 

alle Proben zuvor 24 h bei 20  °C  inkubiert. Zum Vergleich verschiedener Übergangskurven 

wurden  diese  entsprechend  dem  Anteil  an  nativem  Protein  normiert  und  über  eine 

modifizierte Gl. 3‐15 angepasst. 
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3.5.5 Isothermale	Titrationskalorimetrie	

Jede  chemische Reaktion oder physikalische Zustandsänderung  ist mit einer Wärme‐ oder 

Enthalpieänderung  verbunden,  was  die  Isothermale  Titrationskalorimetrie  (ITC)  zu  einer 

universalen Methode  für  thermodynamische  Charakterisierungen macht.  Die  im  isobaren 

Kalorimeter  vom  System  aufgenommene  (endothermer  Prozess)  oder  abgegebene 

(exothermer  Prozess)  Wärme  entspricht  dabei  dem  Produkt  der  aufgetretenen 

Stoffmengenänderung und der Reaktionsenthalpie: 

  Q
∂H
∂n

T,p

∙ ∆n  Gl. 3‐20 

Der  allgemeine  Aufbau  des  in  dieser  Arbeit  verwendeten  Kalorimeters  entspricht  einem 

Kompensations‐Kalorimeter,  bei  welchem  eine  adiabatisch  abgeschirmte  Referenz‐  und 

Messzelle durch ein elektrisches Heizelement  auf eine  konstante Temperatur  (isothermal) 

geheizt  bzw.  gekühlt  werden.  Die  in  der  Messzelle  freigesetzte  oder  aufgenommene 

Reaktionswärme  wird  dabei  durch  eine  zeitlich  veränderliche  Heizleistung  (µcal∙s‐1) 

kompensiert,  um  eine mit  der  Referenzzelle  identische  Temperatur  aufrecht  zu  erhalten 

(Freyer und Lewis, 2008).  

ITC‐Messungen ermöglichen dabei eine komplette thermodynamische Quantifizierung einer 

Bindungsreaktion  durch  Bestimmung  der  Assoziationskonstante  KA  (und  damit  der  freien 

Bindungsenthalpie  BG),  der  Stöchiometrie  n  und  der  Bindungsenthalpie  BH. Wird  eine 

einfache  Protein‐Ligand‐Interaktion  betrachtet,  ergibt  sich  die  Gleichgewichts‐

assoziationskonstante KA aus: 

  P L ⇌ PL   

  A

PL eq

P eq ∙ L eq
  Gl. 3‐21 

Über  den  Masseerhaltungssatz  (Gl.  3‐22  und  Gl.  3‐23)  kann  eine  Beziehung  des 

Stoffumsatzes zu den bekannten Ausgangskonzentrationen hergestellt werden: 

  P 0 P eq PL eq  Gl. 3‐22 

  L 0 L eq PL eq  Gl. 3‐23 

  A

PL eq

P 0 PL eq ∙ L 0 PL eq
  Gl. 3‐24 
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Durch Umformen  von Gl.  3‐24 und  Lösen der quadratischen Polynomfunktion, wobei nur 

eine Lösung physikalisch sinnvoll ist, ergibt sich: 

   PL 2 P 0 L 0 A
1 ∙ PL P 0 ∙ L 0 0  Gl. 3‐25 

 
PL

1
2

P 0 L 0 A
1

P 0 L 0 A
1 2

4 ∙ P 0 ∙ L 0

2
 

Gl. 3‐26 

Wird von Gl. 3‐26 die 1. Ableitung d[PL]/d[L]0 gebildet erhält man eine Beziehung, welche die 

Änderungen  der  Konzentration  an  Komplex  [PL]  in  Abhängigkeit  der  in  jedem 

Titrationsschritt erhöhten Ligandenkonzentration [L0] beschreibt (Blandamer, 1998): 

 

d PL
d L 0

1
2

1 1
2 ∙ 1

1
A ∙ P 0

L 0
2 ∙ P 0

L 0
P 0

2 2 L 0
P 0

∙ 1 1
A ∙ P 0

1 1
A ∙ P 0

2
 

Gl. 3‐27 

Wenn  der  Reaktand  [P]  eine  multivalente  Spezies,  mit  n  identischen  Bindungsstellen 

darstellt, wird  [P]0 ersetzt durch n∙[P]0, was die Konzentration an Bindungsstellen darstellt. 

Durch Umformulierung von Gl. 3‐20 und Division durch d[L]0 erhält man die Kerngleichung 

der Titrationskalorimetrie: 

 
dQ
d L 0

∂H
∂nPL T,p

∙
d PL
d L 0 P 0

∙ V ∆B ∙
d PL
d L 0

∙ V  Gl. 3‐28 

BH:	Bindungsenthalpie	in	kcal mol‐1,	V:	Reaktionsvolumen	 Volumen	der	Messzelle 	

 

Die Kombination der Gl. 3‐27 und Gl. 3‐28  liefert  somit über nicht‐lineare Regression eine 

komplette  Beschreibung  einer  Bindungsisothermen  und  ermöglicht  die  Bestimmung  der 

Bindungsstöchiometrie n, der Bindungsenthalpie BH und der Assoziationskonstante KA (und 

damit BG). Die Bindungsentropie BS ergibt sich über die Gibbs‐Helmholtz‐Gleichung:   

  ∆ ∆ T ∙ ∆   Gl. 3‐29 
 

Es ist dabei zu beachten, dass nur apparente Bindungsenthalpien BHapp erhalten werden, da 

die  gemessene Wärme  sowohl  die  für  die  Bindungsreaktion  spezifische Wärme  als  auch 

Wärmen unspezifischer Prozesse (Verdünnungswärmen, Ionisationswärmen des Puffers etc.) 

enthält. 
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Eine  Korrektur  um  die  Pufferionisationswärme  ionHPuffer  kann  durch  Messung  der 

apparenten  Bindungsenthalpie  BHapp  in  verschiedenen  Puffern  erfolgen.  Tritt  bei  der 

Bindungsreaktion  eine  Änderung  in  der  Anzahl  gebundener  Protonen  auf,  ergibt  sich  die 

gemessene Bindungsenthalpie zu (Baker und Murphy, 1996): 

  ∆ ∆ ∙ ∆   Gl. 3‐30 

BHapp:	 gemessene	 Bindungsenthalpie	 in	 kcal mol‐1,	 NH :	 Änderung	 der	 Zahl	 gebundener	

Protonen,	ionHPuffer:	 Ionisationsenthalpie	 des	 Puffer,	BH0:	 Bindungsenthalpie	 in	 Abwesenheit	

von	Pufferionisationswärmen	in	kcal mol‐1 

 

Die Präzision, mit welcher eine Bestimmung von BH und KA erfolgt, hängt maßgeblich von 

dem Parameter C ab (Wiseman et al., 1989): 

  C ∙ P   Gl. 3‐31 

Für hochaffine Interaktionen (C →	∞) sind dabei BH und n mit guter Genauigkeit messbar, 

wohingegen  KA  nicht  durch  direkte  ITC‐Experimente  bestimmt werden  kann,  da  sich  die 

Bindungsisotherme  (siehe  Anhang  8.3) mit  steigendem  C  einer  Stufenfunktion  annähert 

(Broecker et al., 2011; Biswas und Tsodikov, 2010).  

Durch  die methodische  Entwicklung  der  Verdrängungstitration,  bei  welchem  ein  Ligand, 

durch  einen  zweiten  gebundenen  Liganden,  kompetitiv  in  seiner  Bindung  inhibiert  wird, 

kann diese Limitierung der Assoziationskonstante auf 103 < KA < 10
8 M‐1 umgangen werden 

(Sigurskjold, 2000). Dabei werden zwei mögliche Gleichgewichtsreaktionen betrachtet: 

P L ⇌ PL  A,L

PL eq

P eq ∙ L eq
  Gl. 3‐32 

P X ⇌ PX  A,X

PX eq

P eq ∙ X eq
  Gl. 3‐33 

Unter der Voraussetzung, dass im Gleichgewicht kein ternärer Komplex [PLX] vorkommt und 

[L]  (hochaffiner  Ligand)  und  [X]  (niederaffiner  Ligand)  folglich  um  eine  identische 

Bindungsstelle  konkurrieren,  ergibt  sich  makroskopisch  eine  apparente  Assoziations‐

konstante und  BHobs für die Bindung von [L] in Anwesenheit von [X] (Hu und Eftink, 1994): 

  L PX
,

⇌ X P L
,

⇌ PL X  Gl. 3‐34 
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  A,L,obs

PL eq

P eq PX eq ∙ L eq

A,L

1 A,X ∙ X eq

  Gl. 3‐35 

  ∆B obs ∆B L

∆B X ∙ X eq ∙ A,X

1 A,X ∙ X eq
  Gl. 3‐36 

Aus  (Gl.  3‐35) wird  ersichtlich,  dass,  unter  Kenntnis  der Assoziationskonstante  KA,X,  durch 

Variation der Konzentration des  kompetitiven  Liganden  [X] eine  apparente Reduktion  von 

KA,L zu einer messtechnisch zugänglichen Größenordnung möglich  ist. Die mathematischen 

Grundlagen für kompetitive Bindungsmodelle lieferten Wang (1995), Sigurskjold (2000) und 

Nielsen et al. (2003). 

Isothermale Titrationskalorimetrie bietet weiterhin die Möglichkeit, durch Bestimmung von 

BH bei verschiedenen Temperaturen, die Änderung der  isobaren Wärmekapazität BCp für 

die Komplexbildung zu berechnen: 

  ∆
d ∆
dT

T ∙
d ∆
dT

 
Gl. 3‐37 

 

Die Änderung der Wärmekapazität der Entfaltung DCp korrelieret  linear mit der Änderung 

der  lösungsmittelexponierten  Oberfläche  ASA  (accessible  surface  area)  (Freire,  1994; 

Myers  et  al.,  1995).  Aus  dem  BCp  lassen  sich  daher  auch  Rückschlüsse  über  ASA  und 

Konformationsänderungen  bei  Bindungsreaktionen  ziehen  (Spolar  und  Record,  Jr.,  1994; 

Jelesarov  und  Bosshard,  1999).  Zwischen  ASA  und  DCp  besteht  folgender  empirischer 

Zusammenhang (Myers et al., 1995). 

  Δ 0,19 ∙ ΔASA 864 ∙ N   Gl. 3‐38 

DCp:	 Änderung	 der	 Wärmekapazität	 der	 Entfaltung	 in	 cal mol‐1 K‐1,	 NCys:	 Anzahl	 der	

Disulfidbrücken,	ASA:	Änderung	der	lösungsmittelexponierten	Oberfläche	in	Å2	 

 

Alle kalorimetrischen Bindungsstudien wurden an einem VP‐ITC Mikrokalorimeter (Microcal 

LLC,  Northampton,  MA,  USA)  bei  jeweils  angegebener  Temperatur  in  20  mM  Tris/HCl, 

20 mM  NaCl,  pH  7,4  oder  20  mM  Tris/HCl,  150  mM  NaCl,  pH  7,4  durchgeführt.  Die 

Reaktanden wurden zweimal bei 4 °C gegen den jeweiligen Messpuffer dialysiert. 
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In  typischen  Experimenten  wurden,  in  300  s‐Intervallen,  8  ‐  12  µL  Titrant  bei  einer 

Rührgeschwindigkeit  von  307 Umdrehungen  pro Minute  zu  der  Analytlösung  titriert.  Alle 

Messungen wurden um die Verdünnungswärme des Titranten durch Referenzmessung mit 

Puffer  korrigiert.  Die  Datenauswertung  erfolgte mit  dem  bereitgestellten  Software‐Paket 

ORIGIN‐7 (Microcal LLC). 

3.5.6 Kernspinresonanzspektroskopie	(NMR)	

Alle  NMR‐Messungen  wurden  an  einem  Bruker  Avance‐III  Spektrometer  mit  einer 

Protonenresonanzfrequenz  von  600  MHz  und  einem  QXI‐Raumtemperaturkopf 

durchgeführt.  Die  Datenaufnahme  und  ‐prozessierung  der  eindimensionalen 

Protonenspektren  erfolgte mit  der  Bruker  Software  TopSpin  2.3.  Die  zweidimensionalen 
1H‐15N fHSQC‐Spektren  (fast  heteronuclear  single  quantum  coherence)  wurden  mit 

TopSpin2.3  aufgenommen,  mit  NMRPipe  (Delaglio  et  al.,  1995)  prozessiert  und  mit 

NMRView (Johnson und Blevins, 1994) dargestellt. Die eindimensionalen Protonenspektren 

der 11.7Prodomäne wurden  in 20 mM NaHPO4/H3PO4, 20 mM NaCl, 5 %  (v/v) D2O, pH 7,4 

bei  25 °C  aufgenommen.  Alle  Spektren wurden  1024‐fach  akkumuliert  und  gemittelt. Die 

Wasserunterdrückung erfolgte durch Vorsättigung auf Wasserresonanz und der WATERGATE 

3‐9‐19 Sequenz (water suppression by gradient tailored excitation) (Piotto et al., 1992). Für 

die  zweidimensionalen  1H‐15N fHSQC‐Spektren  wurde  15N‐markiertes  Spz11.7  (3.3.1)  in 

20 mM  NaHPO4/H3PO4,  20  mM  NaCl,  5  %  (v/v)  D2O,  pH  7,4  eingesetzt.  In  einem 

Titrationsexperiment wurde  15N‐markierte  11.7PD  vorgelegt  und mit  unmarkierter  Cystin‐

Knoten‐Domäne  titriert.  Analog  dazu  wurde  ein  reverses  Experiment mit  15N‐markierter 

Cystin‐Knoten‐Domäne  und  unmarkierter  11.7PD  durchgeführt.  Es  wurden  für  jeden 

Titrationsschritt  jeweils  1024  (1H)  x  256  (15N)  Punkte  mit  jeweils  8  Akkumulationen 

aufgenommen. Alle NMR‐Messungen wurden freundlicherweise von Dr. Michael Kovermann 

von  der  Abteilung  Biophysik  (Arbeitsgruppe  Prof.  Dr.  Jochen  Balbach)  durchgeführt  und 

ausgewertet. 
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3.5.7 Analytische	Ultrazentrifugation	

Die analytische Ultrazentrifugation ermöglicht die Analytik hydrodynamischer Eigenschaften 

von  Proteinen  und  Proteinkomplexen  sowie  die  Bestimmung  von Molekülmassen.  Dabei 

unterscheidet  man  zwei  grundlegende  Methoden  ‐  Sedimentationsgeschwindigkeit  und 

Sedimentationsgleichgewicht.  Bei  der  Sedimentationsgeschwindigkeit  wird  die  sich  im 

Schwerefeld  verändernde Konzentrationsverteilung  als  Funktion der  radialen Position und 

der  Zeit  gemessen,  was  eine  Berechnung  des  Sedimentations‐,  Reibungs‐  und 

Diffusionskoeffizienten des Makromoleküls erlaubt. Weiterhin  können  Informationen über 

Assoziationsverhalten,  Stöchiometrie  und  Gleichgewichtskonstante  erhalten  werden 

(Stafford, 2003).  

Der Sedimentationskoeffizient ist dabei über die Svedberg‐Gleichung definiert: 

  sapp ≡
u

ω2 ∙ r
M ∙ 1 ν ∙ ρ

A ∙ f
  Gl. 3‐39 

sapp:	 apparenter	 Sedimentationskoeffizient	 in	 S	 10‐13	 s ,	 u:	 radiale	

Sedimentationsgeschwindigkeit,	 :	 Winkelgeschwindigkeit,	 r:	 Radius,	 M:	 Molekülmasse,	 NA:	

Avogadro‐Konstante,	 :	 Dichte	 der	 Lösung,	 f:	 Reibungskoeffizient,	 ̅:	 partielles	 spezifisches	

Volumen	des	Makromoleküls	

 

Der  Reibungskoeffizient  eines  sphärischen,  kompakten  Proteins  kann  durch  die  Stokes‐

Gleichung beschrieben werden: 

  f0 6π ∙ η ∙ R0  Gl. 3‐40 

f0:	 Reibungskoeffizient	 eines	 sphärischen	 Partikel,	 η:	 Viskosität	 der	 Lösung,	 R0:	 sphärischer	

Radius	

 

Durch Kombination der Svedberg‐Gleichung  (Gl. 3‐39) und Stokes‐Gleichung  (Gl. 3‐40) und 

Substitution aller Konstanten ergibt sich eine Beziehung zur Berechnung eines theoretischen 

Sedimentationskoeffizienten für ein globuläres Protein  in Wasser bei 20 °C (Lebowitz et al., 

2002): 

  sSphäre 0,012 ∙
M2 3⁄ ∙ 1 ν ∙ ρ

ν1 3⁄   Gl. 3‐41 

Der sSpähre‐Wert stellt dabei den maximalen Sedimentationskoeffizienten dar, für ein Protein 

mit  gegebener  Molekülmasse,  unter  Annahme  einer  kompakten  sphärischen  Form  und 

einem minimalen Reibungskoeffizienten f0. 
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Eine Korrektur des experimentellen  sapp‐Wert auf die  Standardbedingung  (Wasser, 20  °C), 

um vergleichende Aussagen bei unterschiedlichen experimentellen Bedingungen  treffen zu 

können, ergibt sich über: 

  s20,W sT,P ∙
ηT,P
η20,W

∙
1 ν ∙ ρ 20,W

1 ν ∙ ρ T,P
  Gl. 3‐42 

Die	 Indizes	 T,	 P	 definieren	 die	 Werte	 bei	 der	 Temperatur	 T	 und	 den	 vorliegenden	

Pufferbedingungen,	die	Standardbedingung	 20	°C,	Wasser 	ist	indiziert	mit	20,	W.	

 

Das Verhältnis des maximal möglichen  zu dem gemessenen s‐Wert, sSphäre/s20,W,  ist dabei 

gleich dem Verhältnis des experimentellen und minimalen Reibungskoeffizienten  f/f0. Dies 

gibt die maximale Formasymmetrie wieder (Lebowitz et al., 2002; Stafford, 2003). 

Bei  einem  Sedimentationsgleichgewicht  stellt  sich  im  Schwerefeld  eine  zeitlich  stabile 

Konzentrationsverteilung innerhalb der Probenzelle ein, bei welcher der Sedimentationsfluss 

durch die Diffusion ausbalanciert wird (Laue, 2001). Die Verteilung wird dabei  lediglich von 

der  Molekülmasse  des  Makromoleküls  bestimmt,  wodurch  bei  der  Datenauswertung 

keinerlei  Korrekturen  bezüglich  der Molekülform  nötig  sind.  Im Gleichgewicht  ergibt  sich 

eine  exponentielle  Konzentrationsverteilung,  und  für  eine Mischung  nicht‐interagierender 

Moleküle  n	 ist  das  gemessene  Signal  als  Funktion  der  radialen  Position  y r   wie  folgt 

definiert (Lebowitz et al., 2002): 

  y r c , ∙ ε ∙ d ∙ exp
M ∙ 1 ν ∙ ρ ∙ ω

2 ∙ R ∙ T
∙ r r   Gl. 3‐43 

cn,0:	 Konzentration	 der	 Spezies	 n	 am	 Referenzpunkt	 r0,	 Mn:	 Molekülmasse,	

εn:	Extinktionskoeffizient,	 ̅ :	partielles	spezifisches	Volumen	der	Spezies	n,	d:	Schichtdicke	

 

Die Molekülmasse  der  isolierten  Prodomäne  von  Spz11.7 wurde  durch  eine Messung  des 

Sedimentationsgleichgewichtes  mit  20  µM  Spz11.7PD  in  20  mM  Tris/HCl,  20  mM  NaCl, 

pH 7,4 bei  18 000  rpm und  20 °C  über  22 h bestimmt. Der  Sedimentationskoeffizient  sapp 

wurde  bei  40 000  rpm,  durch  Aufnahme  der  Konzentrationsprofile  in  Intervallen  von 

10 Minuten, gemessen.  
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Die  Analyse  des  Monomer‐Dimer‐Gleichgewichtes  von  Toll  ECD  erfolgte  durch 

Sedimentationsgeschwindigkeitsexperimente bei verschiedenen Proteinkonzentrationen. Bei 

einem  polydispersen,  interagierenden  System  entspricht  sapp  dem 

konzentrationsgewichteten  Mittelwert  der  Sedimentationskoeffizienten  der  einzelnen 

Spezies  (Stafford,  2003).  In  dem  zugrunde  liegenden Modell  ergibt  sich  der  gemessene 

apparente Sedimentationskoeffizient  wie folgt: 

2M ⇌ D  D

M eq
2

D eq
  Gl. 3‐44 

sapp
∑ sapp,i ∙ ciN
i 1

∑ ciN
i 1

sapp,M ∙ M eq sapp,D ∙ D eq

M eq D eq
  Gl. 3‐45 

Die Konzentration der  freien Monomere und Dimere  im Gleichgewicht ergibt  sich  aus Gl. 

3‐44, dem Masseerhaltungssatz und der Gesamtproteinkonzentration [Pt] zu: 

 
M eq

D D
2 8 ∙ Pt ∙ D

4
 

Gl. 3‐46 

 
D eq

4 ∙ Pt D D
2 8 ∙ Pt ∙ D

8
 

Gl. 3‐47 

 

Durch Kombination der Gl. 3‐45, Gl. 3‐46 und Gl. 3‐47 konnten die erhaltenen Werte für sapp 

durch nicht‐lineare Regression  angepasst und die Gleichgewichtsdissoziationskonstante KD 

für  die  Dimerisierungsreaktion  (Gl.  3‐44)  bestimmt  werden.  Die  Experimente  wurden  in 

50 mM  Tris/HCl,  150  mM  NaCl,  0,005  %  (w/v)  NP40,  pH  7,5  bei  40 000 rpm  und  20 °C 

durchgeführt. Weiterhin wurden Titrationsexperimente bei variierenden Konzentrationen an 

Toll  ECD  und  Cystin‐Knoten‐Domäne  durchgeführt  und  sowohl  Sedimentations‐

geschwindigkeiten  als  auch  ‐gleichgewichte  bei  20  °C  und  40 000  rpm  beziehungsweise 

6 000 rpm  aufgezeichnet.  Alle  Ultrazentrifugationsexperimente  wurden  an  einer 

Optima XL‐A  Ultrazentrifuge  (Beckman  Coulter,  Krefeld),  ausgestattet mit  einem  An50Ti‐

Rotor und Doppelsektorzellen, durchgeführt. Die Datenaufnahme und Auswertung wurden 

freundlicherweise  von  PD  Dr.  Hauke  Lilie  von  der  Abteilung  Technische  Biochemie 

übernommen. 
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3.5.8 Massenspektrometrie	

Die  zu  analysierenden  Proteinproben  wurden  mittels  ZipTip‐C4  Pipettenspitzen  (Merck 

Millipore, Darmstadt) entsprechend dem Herstellerprotokoll entsalzt, wobei die Elution mit 

70 % (v/v)  Ameisensäure  erfolgte.  Elektrospray‐Ionisations‐Massenspektren  (ESI‐MS) 

wurden  an  einem  LTQ orbitrap XL mass  spectrometer  (ThermoFisher  Scientific,  Schwerte) 

aufgenommen.  Die  Spektrendekonvolution  erfolgte  mit  Hilfe  der  vom  Hersteller 

bereitgestellten  Software  XCalibur  (Version  2.0.7,  ThermoFisher  Scientific). MS/MS‐Daten 

wurden  mittels  collision  induced  dissociation  (CID)‐Experimenten  erhalten  und 

Fragmentionen manuell  zugeordnet.  Alle Massenspektren  wurden  freundlicherweise  von 

Dr. Christian Ihling von der Abteilung Pharmazeutische Chemie & Bioanalytik (Arbeitsgruppe 

Prof. Dr. Andrea Sinz) aufgenommen und ausgewertet. 
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Durch einen Western Blot (3.4.2), zur Detektion des His6‐tags, konnte die Bande bei 46 kDa 

eindeutig als vollständig translatiertes EasterXa  identifiziert werden, da sich der His6‐tag am 

C‐Terminus des Proteins befindet. 

Bei  der  Genexpression  wurden  durchschnittlich  ~	3 g  Zellfeuchtmasse  pro  Liter 

Kulturmedium  erhalten.  Die  anschließende  inclusion body‐Präparation  (3.4.4)  und 

denaturierende  Ni2+‐Affinitätschromatographie  (3.4.5)  resultierte  in  homogenem, 

denaturierten  Protein mit  einer  Ausbeute  von  ~	35 mg  EasterXa  pro  Liter  Kulturmedium 

(Daten nicht gezeigt), welches für die in vitro‐Renaturierung (3.4.5) eingesetzt wurde. 

4.1.2 Renaturierung	und	Reinigung	von	EasterXa	

Zu  Beginn  der  Arbeit  wurde  ein  teilfaktorieller  Faltungs‐screen  (3.4.8)  nach  geeigneten 

Pufferbedingungen für die Renaturierung durchgeführt. Dazu wurden pro Faltungs‐screen in 

jeweils  16  verschiedenen  Bedingungen  je  12  Additive,  entsprechend  dem  Protokoll  von 

Armstrong  et  al.  (1999),  variiert.  Ein  idealer  und  sensitiver  Messparameter  der 

Faltungsausbeute  eines  Proteins  stellt  dessen  enzymatische  Aktivität  dar.  Im  Falle  von 

EasterXa wurde  das  Peptidsubstrat  Pefachrome  tPA  (3.1.7)  ausgewählt.  Nach  Zugabe  von 

bovinem Faktor Xa, welcher EasterXa von der zymogenen Form in seine aktive Konformation 

überführt,  konnte  in  den  einzelnen  Ansätzen  eine  Proteaseaktivität  (korrigiert  um  die 

Hintergrundaktivität  von  zugesetztem  Faktor  Xa)  gegenüber  Pefachrome  tPA    gemessen 

werden.  Weiterhin  wurde  in  Kontrollreaktionen  ohne  Faktor  Xa  keinerlei  Aktivität 

nachgewiesen  (Daten  nicht  gezeigt),  sodass  davon  ausgegangen  werden  kann,  dass 

renaturiertes EasterXa  in seinem zymogenen Zustand vorlag. Aus den erhalten Primärdaten 

wurde  nach  Gl.  3‐1  der  Faktor‐Haupteffekt  jedes  getesteten  Additivs  kalkuliert, wodurch 

Rückschlüsse  auf  einen  positiven  bzw.  negativen  Einfluss  auf  die  Renaturierungsausbeute 

erhalten  werden  konnten.  Insbesondere  die  Additive  Methyl‐‐cyclodextrin  und 

Polyethylenglykol 3350 hatten einen positiven Effekt auf die Renaturierung, wohingegen sich 

stark  reduzierende  Bedingungen  des  eingesetzten  Redoxsystem  eher  negativ  auswirkten 

(Abbildung 4‐2 (B)). 

In  dem  finalen  Herstellungsprozess  wurde  gereinigtes  denaturiertes  EasterXa  (4.1.1)  im 

4 L‐Maßstab  nach  der Methode  der  schnellen Verdünnung  in  0,1 M Tris/HCl,  0,5 M  L‐Arg, 

2,5 mM  EDTA,  10 mM  CaCl2,  5 mM  Methyl‐‐cyclodextrin,  0,05 % (w/v)  PEG3350,  1 mM 

GSH, 1 mM GSSG, pH 8,5 renaturiert (3.4.5). 
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In dieser Proteinvariante wurde der durch eine Disulfidbrücke begrenzte 75‐loop, sowie die 

C‐  und  N‐terminal  flankierenden  Prolin‐reichen  Sequenzbereiche  durch  die  Sequenz  des 

Ca2+‐Bindungs‐loops  von  humanen  Faktor  Xa  ersetzt  (siehe  Anhang  8.6).  Durch  die 

Entfernung der Prolin‐reichen Sequenz  sollten eventuelle  sterische Konflikte eines hairpin‐

loops minimiert werden. Quantitativ und qualitativ zeigten sich zwischen EasterXa Sc195A und 

der Deletionsvariante 75‐Xa keine Unterschiede im Verlauf der proteolytischen Aktivierung 

mit  Faktor  Xa  (Abbildung  4‐5).  Daher  kann  davon  ausgegangen  werden,  dass  die 

mangelhafte Aktivierung für das hier verwendete renaturierte Zymogen nicht aufgrund einer 

sterischen Restriktion des Aktivierungs‐loops auftrat. 

4.1.4 Aktivität	von	EasterXa	gegenüber	von	ProSpätzle‐Varianten	

Die Pro‐Form des Morphogens Spätzle stellt das natürliche Substrat für Easter dar (DeLotto 

und  DeLotto,  1998).  Es  gelang  bereits  in  einer  vorherigen  Arbeit  zwei  Isoformen  von 

ProSpätzle (ProSpz), Spz8.19 und Spz11.7, in vitro zu renaturieren und diese biophysikalisch 

zu charakterisieren  (Hoffmann et al., 2008). Beide  Isoformen wurden gereinigt  (3.4.5) und 

sollten im Rahmen dieser Arbeit verwendet werden um zu analysieren, ob diese als Substrat 

für EasterXa  fungieren. Da Faktor Xa  für die Aktivierung der Protease EasterXa essentiell  ist, 

wurden  Kontrollexperimente  durchgeführt,  um die  proteolytische Reifung  von  ProSpz  der 

Aktivität von EasterXa  zuordnen  zu können. ProSpz8.19 und ProSpz11.7 wurden mit einem 

50‐fachen molaren Unterschuss an aktivierten EasterXa versetzt,  für 2 h bei 30 °C  inkubiert 

und  die  erhaltenen  Proteolyseprodukte  unter  nicht‐reduzierenden  Bedingungen  in  Tris‐

Tricin‐Gelen  aufgetrennt  (3.4.9).  In  Negativ‐Kontrollen,  in  denen  lediglich  Faktor  Xa,  die 

zymogene Form von EasterXa oder die Faktor Xa‐gespaltene  inaktive Variante EasterXa Sc195A 

zugesetzt wurden, konnte keinerlei Umsatz beobachtet werden (Abbildung 4‐6). Dies zeigt, 

dass Faktor Xa keine Aktivität gegenüber den verwendeten ProSpz‐Isoformen aufweist und 

auch dass das EasterXa‐Zymogen gegenüber diesen Substraten inaktiv ist. Dahingegen konnte 

in Reaktionsansätzen mit  aktiverten EasterXa ein quantitativer Umsatz beobachtet werden 

(Abbildung  4‐6).  Durch  Reifung  von  ProSpz  durch  EasterXa  trat  die  für  beide  Isoformen 

identische, dimere Cystin‐Knoten‐Domäne (CK) mit einer Molekülmasse von 24 kDa auf.  Im 

Falle der Isoform Spz8.19 konnte die freie Prodomäne (PD), mit erwarteten 23 kDa, bei einer 

apparenten Molekülmasse von 25 kDa beobachtet werden. Für die  Isoform Spz11.7  ist die 

Prodomäne,  mit  einer  erwarteten  Molekülmasse  von 14  kDa,  bei  der  apparenten 

Molekülmasse von 18 kDa zu erkennen.  
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4.1.5 Analyse	 der	 sekundären	 EasterXa‐Spaltsequenz	 in	 den	 Spätzle‐

Prodomänen	

Zunächst  sollte  untersucht  werden,  ob  EasterXa  die  beiden  S2‐Stellen  LFNR168‐T169DT  (für 

Spz11.7) und  SLQR168‐T169DT  (für  Spz8.19)  (siehe Anhang 8.2)  rein  sequenzbasiert erkennt 

oder diese eventuell in einem für die Isoform spezifischen, strukturellen Epitop liegen. Dafür 

wurden  chimäre  ProSpz‐Varianten  hergestellt,  in  denen  die  korrespondierenden  Reste 

P4 ‐ P2 (bezogen auf die Nomenklatur von Schechter und Berger (1967)) der S2‐Stelle beider 

Isoformen,  Spz11.7  und  Spz8.19,  gegeneinander  ausgetauscht  wurden  (siehe  Anhang 8.7 

und  Schema  Abbildung  4‐7).  Es  wird  ersichtlich,  dass  die  beiden  chimären  Varianten, 

chimProSpz11.7  und  chimProSpz8.19,  gleichermaßen  prozessiert wurden wie  die Wildtyp‐

Isoformen  und  identische  Proteolyseprodukte  auftraten  (Abbildung  4‐7).  Daher  spaltet 

EasterXa  die  sekundäre  S2‐Stelle  unabhängig  der  jeweiligen  Isoform  und  scheint  diese 

ausschließlich sequenzbasiert zu erkennen. 

Weiterhin  sollte durch Austausch des P1‐Restes  in der primären  S1‐Stelle  (VSSR266‐V267  zu 

VSSA266‐V267)  für  EasterXa nicht‐spaltbare ProSpz‐Varianten  (ncProSpz,  für  „non‐cleavable“) 

erzeugt werden. Diese Varianten sollten zeigen ob die sekundäre Spaltung unabhängig von 

der Prozessierung der S1‐Stelle  ist. Bei der EasterXa‐vermittelten Spaltung dieser ncProSpz‐

Varianten traten jeweils zwei neue Proteolyseprodukte bei ca. 47 kDa, im Falle von Spz11.7, 

und bei ca. 60 kDa bzw. 48 kDa für Spz8.19 auf (Abbildung 4‐7). Diese Banden entsprechen 

verkürzten Proteolyseprodukten, ohne die  von der  S2‐Stelle N‐terminal gelegene  Sequenz. 

Da unter nicht‐reduzierenden Bedingungen Spätzle allgemein als disulfidverbrücktes Dimer 

vorliegt, stellt die  jeweils mittlere Bande ein  Intermediat der Spaltung dar,  in welchem nur 

ein Protomer prozessiert ist. 

Faktor Xa war  in Kontrollexperimente nicht  in der  Lage diese ProSpz‐Varianten  zu  spalten 

(Daten nicht  gezeigt), weshalb die  sekundäre Prozessierung eine  spezifische Reaktion  von 

EasterXa darstellt. 

Es konnte somit gezeigt werden, dass die Isoformen Spz11.7 und Spz8.19 gleichermaßen als 

Substrat  für  EasterXa  fungieren  und  in  vitro  einer  sekundären  Spaltung  innerhalb  der 

Prodomänen unterliegen. Diese sekundäre Spaltung  ist dabei unabhängig von der primären 

Prozessierung.  Daher  erfolgt  die  Spaltung  der  S2‐Stelle  nicht    ausschließlich  nach 

Prozessierung der S1‐Stelle in einer sequentiellen Reaktion. 
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Die  zeitliche Abnahme der Bande  für die Pro‐Form  von  Spz11.7  kann über den  gesamten 

Messzeitraum  durch  eine  kinetische  Reaktion  1.  Ordnung  (Gl.  3‐4)  beschrieben  werden 

(Abbildung  4‐8 (C)).  Die  Geschwindigkeitskonstante  dieser  Reaktion  beträgt 

k1 = 0,156 ± 0,005 min‐1.  Zur  Datenanpassung  des  halbseitig  prozessierten  Spätzle  wurde 

eine  irreversible  Konsekutivreaktion  angenommen  (Gl.  3‐5).  Dabei  wurden 

Geschwindigkeitskonstanten  von  k1 = 0,43 ± 0,04 min‐1  und,  für  die  Folgereaktion  zu  der 

beidseitig  gereiften  Cystin‐Knoten‐Domäne,  von  k2 = 0,042 ± 0,003 min‐1  bestimmt.  Analog 

wurde  für  die  Cystin‐Knoten‐Domäne  als  Endprodukt  der  gesamten  Reaktion,  unter 

Festlegung  von  k1 = 0,43 min‐1, ein Wert  von  k2 = 0,086 ± 0,01 min‐1 erhalten  (vgl.  Tabelle 

4‐2). 

Aus  Abbildung  4‐8  (C)  ist  zu  erkennen,  dass  nach  ca.  40 ‐ 60  min  eine  Abnahme  der 

Bandenintensität  der  intakten  11.7Prodomäne  zu  verzeichnen  ist,  da  es  zur  sekundären 

Prozessierung in der S2‐Stelle kam. Da jedoch im gewählten Messzeitraum keine quantitative 

Umsetzung  beobachtet  werden  konnte,  wurde  davon  abgesehen  die 

Geschwindigkeitskonstante dieser sekundären Spaltung zu bestimmen. 

Im Falle von Spz8.19 können nur die Pro‐Form und das halbseitig prozessierte  Intermediat  

verlässlich quantifiziert werden (Abbildung 4‐8 (D)). Auf Grund des geringen Molekülmassen‐

unterschiedes  zwischen  der  Prodomäne  und  der  Cystin‐Knoten‐Domäne  ist  die 

Quantifizierung  dieser  Spezies mit  einem  größeren  Fehler  behaftet.  Aus  den  erhaltenen 

Daten wurde unter Verwendung der gleichen kinetischen Modelle  für den Abbau der Pro‐

Form  die  Geschwindigkeitskonstante  k1 = 0,35 ± 0,02 min‐1  bestimmt.  Für  den  Auf‐  und 

Abbau  des  halbseitig  prozessierten  Intermediates  wurden  k1 = 0,62 ± 0,06 min‐1  und 

k2 = 0,13 ± 0,01 min‐1 ermittelt. Für die Bildung der Cystin‐Knoten‐Domäne wurde ein Wert 

von k2 = 0,22 ± 0,09 min‐1 erhalten, unter Festlegung von k1 = 0,62 min‐1. Alle ermittelten 

Geschwindigkeitskonstanten der Prozessierung  für beide Spätzle‐Isoformen  sind  in Tabelle 

4‐2 zusammengefasst. 

Aus den Daten ist zu entnehmen, dass Spz8.19 unter den gewählten Reaktionsbedingungen 

einer  schnelleren  proteolytischen  Reifung  unterliegt  als  Spz11.7.  Aussagen,  ob  eventuelle 

Unterschiede  in  der  Spaltung  der  S1‐Stelle  in  der  Pro‐Form  oder  in  dem  halbseitig 

prozessierten  Intermediat  bestehen,  lassen  sich  nicht  treffen.  Es  ist  zu  beachten,  dass 

Spätzle  als  Dimer  vorliegt  und  daher  Konzentrationseffekte,  durch  eine  lokal  höhere 

Konzentration  an  Spaltsequenzen  in  der  Pro‐Form  im  Vergleich  zu  der  halbseitig 

prozessierten Form, die kinetischen Messungen beeinflussen können. 
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Es  ist  zu erkennen, dass das EasterXa‐gereifte Spz11.7  (folgend als matSpz11.7 bezeichnet) 

mit einem Retentionsvolumen ähnlich der Pro‐Form eluierte. Es ist weiterhin zu entnehmen, 

dass  in  den  Fraktionen  von matSpz11.7  die  Prodomäne mit  der  dimeren  Cystin‐Knoten‐

Domäne in Form eines nicht‐kovalenten Komplexes eluierte (Abbildung 4‐9 (B)). 

Dieses  Ergebnis  ist  ein  Einklang mit  frühren  Daten  einer  durch  tobacco‐etch‐virus  (TEV)‐

Protease  spaltbaren  Variante  der  Spätzle‐L‐Isoform,  wonach  eine  nicht‐kovalente 

Assoziation beider Domänen bestehen bleibt (Weber et al., 2007). 

Spz11.7  besitzt  nur  ein  einzelnes  Tryptophan,  welches  in  der  Cystin‐Knoten‐Domäne 

lokalisiert ist. In ProSz11.7 ist die intrinsische Proteinfluoreszenz nach Anregung bei 295 nm, 

der  spezifischen Anregungswellenlänge von Tryptophan,  im Vergleich  zur  isolierten Cystin‐

Knoten‐Domäne  fast  vollständig  gequencht  (Abbildung  4‐10  (A)).  Die  durch  EasterXa 

prozessierte Spezies matSpz11.7 zeigt eine  leichte Erhöhung der Fluoreszenzintensität. Die 

Spektren deuten auf eine ähnliche chemische Umgebung des einzelnen Tryptophans  in der 

Pro‐Form und dem  gereiften Komplex matSpz11.7 hin. Die  Fluoreszenzspektren  indizieren 

somit, dass das Tryptophan der Cystin‐Knoten‐Domäne  in der Bindung der 11.7Prodomäne 

involviert  ist, wie  es  bereits  für  die  Spätzle‐L‐Isoform  nachgewiesen wurde  (Arnot  et  al., 

2010). 

Durch  Denaturierung  kommt  es  zu  einer  bathochromen  Verschiebung  des 

Fluoreszenzmaximums aller drei Spezies von max = 346 nm auf max = 358 nm, was auf eine 

höhere  Lösungsmittelexposition  des  Tryptophans  zurückzuführen  ist.  Die  durch  die 

Interaktion  zwischen  Cystin‐Knoten‐Domäne  und  11.7Prodomäne  hervorgerufene 

Fluoreszenzlöschung kann also durch Denaturierung  in 4 M GdmCl vollständig aufgehoben 

werden,  sowohl  in  der  kovalent‐gebundenen  Pro‐Form  als  auch  dem  nicht‐kovalenten 

matSpz11.7.  

Bei  einer  Anregungswellenlänge  von  280  nm  (Abbildung  4‐10  (B))  ist  in  den 

Emissionsspektren  von  ProSpz11.7  und  matSpz11.7  bei  ~	300  nm  eine  Schulter  zu 

verzeichnen,  welche  auf  die  Tyrosinfluoreszenz  zurückzuführen  ist  (Schmid,  1997).  Da 

Spz11.7  pro Monomer  nur  ein  einziges  Tryptophan  und  7  Tyrosine  enthält,  ist  hier  eine 

Auflösung der Emissionsspektren beider Aminosäuren sichtbar. Unter nativen Bedingungen 

ist keine Tyrosinfluoreszenz für die Cystin‐Knoten‐Domäne sichtbar, was auf eine Kopplung, 

und  damit  räumliche  Nähe,  zu  dem  einzelnen  Tryptophan  hindeutet.  Dieser 

Fluoreszenzresonanzenergietransfer  wurde  durch  die  Denaturierung  aufgehoben,  was 

anhand der auftretenden Tyrosinfluoreszenz erkennbar ist. 
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Eine Spektrendekonvolution mittels CDPro (Sreerama und Woody, 2000) bestätigte eine von 

random coil‐  und  ‐Faltblatt‐Strukturen  dominierte  Struktur  (Tabelle  8‐1).  ProSpz11.7, 

matSpz11.7  und  die  isolierte  Cystin‐Knoten‐Domäne  zeigen  dabei  identische 

Sekundärstrukturanteile. 

Unter denaturierenden Bedingungen weisen alle Spezies ein deckungsgleiches Spektrum auf, 

mit einer stark negativen Bande bei ~	205 nm sowie einer schwach positiven Elliptizität bei 

225 nm  was  dem  Modellspektrum  eines  random  coils  entspricht.  Diese  Spektren 

unterscheiden  sich  signifikant  von  den  nativen  Spektren, was  auf  eine  definierte  Struktur 

unter nativen Bedingungen hindeutet.  

Circulardichroismusspektren  im  Nah‐UV‐Bereich  zeigen,  dass  ProSpz11.7  und matSpz11.7 

ähnliche,  und  von  der  Cystin‐Knoten‐Domäne  zu  unterscheidende,  Tertiärkontakte 

aufweisen.  Aufgrund  der  vielen  Faktoren,  die  das  charakteristische  Nah‐UV‐CD‐Spektrum 

eines  Proteins  beeinflussen,  lassen  sich  jedoch  keine  detaillierten  Aussagen  über  die 

Tertiärstruktur treffen. 

4.2.2 Entfaltungsübergänge	von	matSpz11.7	

Zur  weiteren  biophysikalischen  Charakterisierung  wurden  chemisch‐induzierte 

Entfaltungsübergänge  des  nicht‐kovalenten  Komplexes matSpz11.7  aufgenommen  (3.5.4). 

Die konformationelle Stabilität für ProSpz11.7 und der Cystin‐Knoten‐Domäne wurde bereits 

ausführlich  beschrieben  (Hoffmann,  2009)  und  im  Rahmen  dieser  Arbeit  als  Referenzen 

vermessen  (Abbildung  4‐11  (A)).  Für  die  Entfaltung  der  Pro‐Form  wurde  dabei  die 

konformationelle  Stabilität  G(H2O) = 23,4 ± 0,9 kJ∙mol‐1  erhalten  (alle  weiteren 

thermodynamischen  Parameter  der  Entfaltung  sind  in  Tabelle  4‐3  aufgeführt).  Für  die 

isolierte  Cystin‐Knoten‐Domäne  konnte  die  Stabilität  von  G(H2O) = 13,1 ± 0,7 kJ∙mol‐1 

bestimmt werden. Die erhaltenen Werte stimmen gut mit den bereits ermittelten G(H2O) 

überein (Hoffmann, 2009). Beide zeigten einen einzigen kooperativen Entfaltungsübergang, 

welcher mit einem Zwei‐Zustands‐Modell beschrieben werden kann (3.5.4).  

Für  die  Entfaltung  von  matSpz11.7  waren  zwei  distinkte  Übergänge  erkennbar,  welche 

unabhängig  voneinander  ausgewertet wurden  (Abbildung  4‐11  (B‐D)).  Zum  einen war  bei 

GdmCl‐Konzentrationen  unter  1 M  ein Übergang  erkennbar,  der mit  einer  Erhöhung  der 

Fluoreszenzintensität  bei  320 nm  einherging,  bei  konstantem  max = 346 nm.  Bei  GdmCl‐

Konzentrationen  von  ~ 2,5 M  war  ein  zweiter  Übergang,  durch  eine  bathochrome 

Verschiebung  der  Tryptophanfluoreszenz  (von  max = 346 nm  auf  max = 358 nm),  zu 

verzeichnen.  
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Der  ermittelte G(H2O)  von  13,1  ±  1,1  kJ∙mol‐1  (m = 4,44  ±  0,32  kJ∙mol‐1∙M‐1)  ist  dabei  in 

guter Übereinstimmung mit den erhaltenen Wert für die isolierte Cystin‐Knoten‐Domäne. 

Für  den  ersten  Prozess  wurde  bei  Erhöhung  der  Gesamtproteinkonzentration  eine 

Verschiebung  des  Übergangsmittelpunktes  zu  höheren  Denaturanskonzentrationen 

beobachtet (Abbildung 4‐11 (C)), was damit eine Änderung der Molekularität anzeigt. Für die 

Auswertung  wurde  eine  dimeres  Zwei‐Zustands‐Modell  (3.5.4  (Gl.  3‐16))  angewandt, 

welches  die  Entfaltung  der  als  Dimer  gebundenen  11.7Prodomänen  beschreibt.  Die 

Auswertung  mehrerer  unabhängiger  Übergangskurven  (Abbildung  4‐11  (D))  ergab  dabei 

einen G(H2O) = 38,58 ± 0,51 kJ∙mol‐1 (m = 26,05 ± 1,02 kJ∙mol‐1∙M‐1) für GdmCl‐induzierte 

Entfaltung und G(H2O) = 39,06 ± 0,57 kJ∙mol‐1 (m = 7,16 ± 0,22 kJ∙mol‐1∙M‐1) für Harnstoff‐

induzierte Entfaltung. 

Die  Messung  eines  Faltungsüberganges,  ausgehend  von  vollständig  denaturiertem 

matSpz11.7,  zeigte,  dass  sowohl  die  Entfaltung  der  Cystin‐Knoten‐Domäne  als  auch  die 

Dissoziation/Entfaltung  der  gebunden  11.7Prodomänen  vollständig  reversibel  verläuft 

(Abbildung 4‐11) und daher eine thermodynamische Auswertung möglich war. 

Um  eventuelle  Änderungen  in  der  chemischen  Umgebung  von  Tyrosinen  zu  detektieren 

wurden alle Entfaltungsübergänge bei einer Anregungswellenlänge von 280 nm gemessen. 

Jedoch  zeigte  keine  der  Spezies  Unterschiede  zu  den  Übergangskurven,  die  aus  der 

Tryptophanfluoreszenz resultierten (Daten nicht gezeigt). 

 

Tabelle 4‐3: Thermodynamische Parameter der GdmCl‐ und Harnstoff‐induzierten Entfaltung von 
Spätzle11.7. 
Die angegebenen Fehler beziehen sich auf die Standardabweichung aus der nicht‐linearen 
Regression. 

Spezies  m‐Wert in (kJ∙mol‐1∙M‐1)  [D]0,5 in (M)  G(H2O) in (kJ∙mol‐1)  Modell 

ProSpz11.7  11,42 ± 0,38  2,05 ± 0,01  23,4 ± 0,9   N ⇌ U

CK  4,82 ± 0,22  2,73 ± 0,02  13,1 ± 0,7   N ⇌ U

CK (matSpz11.7)  4,44 ± 0,32  2,94 ± 0,04  13,1 ± 1,1  N ⇌ U

11.7PD (matSpz11.7)  26,05 ± 1,02  ‐‐  38,58 ± 0,51  N ⇌ 2U

11.7PD (matSpz11.7) 
Harnstoff 

7,16 ± 0,22  ‐‐  39,06 ± 0,57  N ⇌ 2U
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4.3.2 Interaktionsanalyse	von	11.7Prodomäne	und	Cystin‐Knoten‐Domäne	

mittels	zweidimensionaler	Kernspinresonanz	

Die  zweidimensionale  Kernspinresonanzspektroskopie  erlaubt  sowohl  eine  strukturelle 

Charakterisierung  von  Proteinen  als  auch  die Untersuchung  der  Proteindynamik  in  hoher 

Ortsauflösung.  Weiterhin  ermöglicht  die  NMR‐Spektrospkopie  neben  der 

Strukturbestimmung  gefalteter  Polypeptidketten  auch  eine  Charakterisierung  intrinsisch 

unstrukturierter Proteine.  

In  fHSQC‐Spektren  werden  alle  Amidgruppen  entsprechend  ihrer  1H‐  und  15N‐

Resonanzfrequenz dargestellt. Diese zweidimensionalen Korrelationen geben Informationen 

über die  chemische Umgebung aller Rückgratamidgruppen und  lassen Aussagen über den 

Faltungszustand eines Proteins zu. Die Pro‐Form von Spz11.7 als auch matSpz11.7 sind mit 

54  kDa,  aufgrund  der  zu  erwartenden  kurzen  transversalen  Relaxationszeit  (T2)  und  der 

damit  verbundenen  großen  Linienbreite  und  geringen  Signalintensität,  für 

Kernspinresonanzmessungen ungeeignet. 

Durch jeweilige Titration einer 15N‐markierten Domäne mit unmarkiertem Bindungspartner, 

sollten  die  Anzahl  der  Signale  in  zweidimensionalen  fHSQC‐Spektren  reduziert  und 

strukturelle Änderungen nachgewiesen werden. Für eine 15N‐Markierung wurde ProSpz11.7 

in Minimalmedium, supplementiert mit 15NH4Cl, exprimiert (3.3.1). Ausgehend von der Pro‐

Form wurde nach EasterXa‐Prozessierung die 15N‐markierte 11.7PD und 15N‐markierte Cystin‐

Knoten‐Domäne gereinigt  (3.4.10). Anschließend wurden 1H‐15N‐fHSQC‐Spektren der  freien 

11.7Prodomäne sowie der Cystin‐Knoten‐Domäne aufgezeichnet (3.5.6).  

Die  isolierte  11.7Prodomäne  weist  nur  eine  geringe  Dispersion  und  Ansammlung  der 

meisten Signale um die Protonenresonanzfrequenz von ~ 8,3 ppm auf (Abbildung 4‐16 (A)), 

was  charakteristisch  für  entfaltete  Proteine  ist  (Rehm  et  al.,  2002). Die  zwei  dominanten 

Signale  bei  den  Protonenresonanzfrequenzen  von  ~	6,9  und  7,5 ppm  bei  gleicher  15N‐

Resonanz entsprechen den Amidprotonen der Seitenketten von Asparagin und Glutamin. Für 

die Cystin‐Knoten‐Domäne wurde eine bessere Signaldispersion beobachtet was auf einen 

größeren Anteil geordneter Strukturen hinweist (Abbildung 4‐16 (B)). 

Durch  Titration  der  15N‐markierten  11.7PD mit  der  unmarkierten  Cystin‐Knoten‐Domäne 

sollten  Änderungen  in  der  chemischen  Umgebung,  durch  Bildung  des  nicht‐kovalenten 

Komplexes  matSpz11.7  oder  eventuell  auftretende  Änderungen  des  Faltungszustandes, 

analysiert werden. 
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Zur weiteren  thermodynamischen  Charakterisierung  des  Bindungsprozesses  sollte  die  bei 

der Interaktion auftretende Änderung der isobaren Wärmekapazität BCp bestimmt werden. 

Dadurch  können qualitative Aussagen über die Art der Wechselwirkung  getroffen werden 

(Ha et al., 1989). Die isothermalen Bindungskurven wurden in Abhängigkeit der Temperatur 

aufgenommen  und  aus  den  erhalten Werten  der  apparenten  Bindungsenthalpien  BHapp 

über  Gl.  3‐37  der  BCp  = ‐2,18 ± 0,09 kcal∙mol‐1∙K‐1  berechnet  (Abbildung  4‐18  (B),  siehe 

Anhang 8.12).  In  dem  betrachteten  Temperaturbereich  blieb  KD  und  damit  BG 

weitestgehend  konstant.  Diese  Enthalpie‐Entropie‐Kompensation  resultiert  aus  dem  stark 

negativen BCp und ist eine allgemeine Eigenschaft von Reaktionen bei denen |BCp| » |BS| 

gilt (Ha et al., 1989). 

4.4 Interaktion	von	Spätzle11.7	und	der	Toll‐Rezeptor‐Ektodomäne	

4.4.1 Dimerisierung	der	Toll‐Rezeptor‐Ektodomäne	

Die  Toll‐Rezeptor‐Ektodomäne  (Toll  ECD)  wurde  in  einer  stabilen  S2‐Expressionszelllinie 

exprimiert (3.3.2) und nach einem etablierten Protokoll gereinigt (Stelter et al., 2013). Dies 

führte zu homogenem Protein mit einer Ausbeute von 50 ‐ 80 mg pro Liter Kulturmedium. 

Eine  Glykoprotein‐Färbung  (Glycoprotein  Staining  Kit,  3.1.6)  zeigte,  dass  die  gereinigte 

Toll ECD glykosyliert vorlag (Abbildung 4‐19 (A)). Massenspektrometrisch wurden bereits 17 

Glykosylierungsstellen  nachgewiesen  (Stelter  et  al.,  2013). Nach Deglykosylierung  der  Toll 

ECD mit der Endoglucosidase Endo Hf (3.1.7) für 4 Stunden bei 37 °C war eine Änderung des 

elektrophoretischen  Laufverhaltens  zu  sehen. Die  erhaltene  apparente Molekülmasse  von 

~ 90 kDa  entsprach  dem  erwarteten Wert  für  die  deglykosylierte  Toll  ECD. Die  schwache 

Färbung  des  mit  Endo  Hf  behandelten  Proteins  beruht  auf  dem  Verbleib  von  N‐

Acetylglucosamin‐Gruppen an den glykosylierten Asn‐Seitenketten, da dieses Enzym nur den 

Chitobiose‐Kern der mannosereichen Oligosaccharide spaltet (Maley et al., 1989). 

Zur  Untersuchung  des  Assoziationsgrades  wurden  analytische  Ultrazentrifugations‐

experimente durchgeführt  (3.5.7) und die Sedimentationsgeschwindigkeit der glykosylierten 

Toll  ECD  in  Abhängigkeit  von  der  Gesamtproteinkonzentration  gemessen  (Abbildung 

4‐19 (B)).  Mit  zunehmender  Proteinkonzentration  war  eine  Zunahme  von  sapp  zu 

verzeichnen, was mit einem Assoziationsprozess erklärt werden kann. 
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Die exotherme Bindungsenthalpie BHToll,app = ‐11,78 kcal∙mol‐1 wird durch die in diesem Fall 

endotherme  Dissoziationsenthalpie  DHPD,app = 18,42 kcal∙mol‐1  kompensiert.  Zur 

Auswertung  der  Daten  nach  einem  kompetitiven  Bindungsmodell  (Gl.  3‐34)  wurden  die 

unter  4.3.3  (Tabelle  4‐4)  bestimmten Werte  für  KD,PD  und  BHPD,app  für  die  Bindung  der 

11.7Prodomäne  in  der  nicht‐linearen  Regression  festgesetzt.  Dabei  ergab  sich  eine 

Gleichgewichtsdissoziationskonstante von KD,Toll = 2,56 ± 0,6 nM und eine Bindungsenthalpie 

von  BHToll,app = ‐14,13 ± 0,08 kcal∙mol‐1  für  die  Interaktion  der  Toll  ECD  und  der  Cystin‐

Knoten‐Domäne  (Tabelle  4‐5).  Die  Daten  konnten  ebenfalls  nach  einem  einfachen 

Bindungsmodell,  mit  einem  Satz  identischer  Bindungsstellen,  ausgewertet  werden.  In 

Näherung können dann die gemessenen Werte KD,obs und BHobs, unter Verwendung einer 

über die gesamte Titration gemittelten Konzentration [PD], mit Gl. 3‐35 und Gl. 3‐36  in die 

tatsächlichen  Bindungsparameter  umgerechnet  werden  (Sigurskjold,  2000),  welche  in 

Abwesenheit  der  11.7Prodomäne  messbar  wären.  Dadurch  wurden  Werte  von 

KD,Toll = 2,4 nM und  BHToll,app = ‐14,25 kcal∙mol‐1 erhalten. Alle erhaltenen Werte zur Analyse 

der Interaktion von Spz11.7 und der Toll ECD sind in Tabelle 4‐5 zusammengefasst. 

Tabelle 4‐5: Bindungsparameter der Interaktion von Toll ECD und Spz11.7. 
Zur Auswertung der Verdrängungstitration wurde  ein  kompetitives Bindungsmodell  angenommen. 
Die  angegebenen  Fehler  beziehen  sich  auf  die  Standardabweichung  aus  der  nicht‐linearen 
Regression.  

Titrant  Analyt  n	

	

KD in  

(nM) 

BG in 

(kcal∙mol‐1) 

BHapp in 

(kcal∙mol‐1) 

TBSapp in 

(kcal∙mol‐1) 

Toll ECD  CK  0,940 ± 0,003  5,9 ± 1,1  ‐11,22 ± 0,11  ‐11,78 ± 0,07  ‐0,56 

CK  Toll ECD  1,010 ± 0,003  9,2 ± 1,6  ‐10,96 ± 0,10  ‐11,92 ± 0,08  ‐0,96 

Toll ECD  CK + 11.7PD  1,01 ± 0,01   2,5 ± 0,6  ‐11,73 ± 0,14  ‐14,13 ± 0,08  ‐2,40 

 

 

Es  ist zu erkennen, dass  für die direkte Titration und die Verdrängungstitration ein nahezu 

identischer  KD,Toll  erhalten  wurde.  Die  erhaltene  apparente  Bindungsenthalpie  von 

BHToll,app = ‐14,13 ± 0,08 kcal∙mol‐1  der  Verdrängungstitration  weicht  jedoch  von  dem 

erwarteten Wert BHToll,app = ‐11,78 kcal∙mol‐1 signifikant ab. 

Aus den Daten ist weiterhin ersichtlich, dass die Bindung von Toll ECD an die dimere Cystin‐

Knoten‐Domäne vermutlich nicht zu einer Dissoziation beider gebundenen 11.7Prodomänen 

führt. Dies hätte zu einer messbaren Bindungsenthalpiedifferenz von BHobs ≈ 29 kcal∙mol‐1 

geführt. Es wurden jedoch nur BHobs = 3,95 kcal∙mol‐1 gemessen (Abbildung 4‐21). 
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Die  Titration  mit  Toll  ECD  führte  zu  einer  Dissoziation  der  nicht‐kovalent  gebundenen 

11.7Prodomäne, da die exotherme Bindungsenthalpie BHToll,app = ‐9,99 kcal∙mol‐1 durch die 

endotherme Dissoziationsenthalpie DHPD,app = 14,2 kcal∙mol‐1 kompensiert wurde. 

Mit  einem  kompetitiven  Bindungsmodell  konnte  die Gleichgewichtsdissoziationskonstante 

zu KD,Toll = 6,85 ± 1,3 nM bestimmt werden, welche sehr gut mit den erhaltenen Wert für die 

Interaktion mit  der  isolierten  Cystin‐Knoten‐Domäne  (Tabelle  4‐5)  übereinstimmt.  Für  die 

apparente  Bindungsenthalpie  konnte  ein  Wert  von  BHToll,app = ‐9,93 ± 0,13 kcal∙mol‐1 

erhalten  werden,  welcher  identisch  ist  mit  dem  Wert  bei  einer  direkt  gemessenen 

Interaktion zwischen Toll ECD und hcSpz11.7 (Tabelle 4‐6).  

Tabelle 4‐6: Bindungsparameter der Interaktion von Toll ECD und hcSpz11.7. 
Zur Auswertung der Verdrängungstitration wurde  ein  kompetitives Bindungsmodell  angenommen. 
Die  angegebenen  Fehler  beziehen  sich  auf  die  Standardabweichung  aus  der  nicht‐linearen 
Regression. 

Titrant  Analyt  n	

	

KD in  

(nM) 

BG in 

(kcal∙mol‐1) 

BHapp in 

(kcal∙mol‐1) 

TBSapp in 

(kcal∙mol‐1) 

hcSpz11.7  Toll ECD  1,00 ± 0,003  23,04 ± 2,6  ‐10,42 ± 0,07  ‐9,99 ± 0,06  0,43 

Toll ECD  hcSpz11.7  1,05 ± 0,005  11,45 ± 3,65  ‐10,84 ± 0,79  ‐9,53 ± 0,12  1,31 

Toll ECD  hcSpz11.7 

+ 11.7PD 
0,78 ± 0,02  6,85 ± 1,3  ‐11,14 ± 0,11  ‐9,93 ± 0,13  1,21 

 

Die Daten konnten weiterhin mit einem einfachen Bindungsmodell ausgewertet werden. Aus 

den  gemessenen  Werten  von  KD,obs  und  BHobs  wurden  über  Gl.  3‐35  und  Gl.  3‐36  die 

tatsächlichen  thermodynamischen Parameter, welche  in Abwesenheit der 11.7Prodomäne 

messbar  wären,  kalkuliert.  Es  wurden  Werte  von  KD,Toll = 6,77 nM  und 

BHToll,app = ‐10,04 kcal∙mol‐1  erhalten,  welche  in  guter  Näherung  mit  den  Werten  des 

kompetitiven Modells übereinstimmen. 

4.4.6 Interaktionsanalyse	mittels	analytischer	Ultrazentrifugation	

Die bisher beschriebenen Bindungsanalysen gaben sowohl qualitative als auch quantitative 

Informationen  zu  den  Proteininteraktionen.  Jedoch  kann  hinsichtlich  der  Stöchiometrie 

inhärent  nur  das  Verhältnis  der  im  Komplex  beteiligten  Komponenten,  nicht  jedoch  die 

Anzahl aller Komponenten bestimmt werden. Die analytische Ultrazentrifugation erlaubt es, 

die hydrodynamischen Eigenschaften von Proteinen und Proteinkomplexen zu untersuchen 

und damit Aussagen über das Assoziationsverhalten und die Molekülmasse zu treffen.  
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Wird ein Wert von sapp,M = 4,9 S  für die  freie, monomere Toll ECD  zugrunde gelegt  (4.4.1), 

kann  durch  Umstellen  von  Gl.  3‐41  ein  Assoziationsgrad  von  N	≈ 2,1  (für  einen  homo‐

oligomeren  Proteinkomplex  aus  sphärischen  Partikeln)  berechnet  werden.  Aufgrund  der 

nicht‐globulären  Struktur  der  Toll  ECD  ist  dieser  Wert  fehlerbehaftet,  jedoch  lässt  sich 

bereits auf einen dimeren Ligand‐Rezeptor‐Komplex (2 : 2 ‐Komplex) schließen. 

Bei Erreichen des Ligandenüberschusses war in den Sedimentationsgeschwindigkeitsprofilen 

die  freie  Cystin‐Knoten‐Domäne  anhand  ihrer  deutlich  langsameren  Sedimentation 

detektierbar (siehe Anhang 8.14), welche mit sapp = 2,3 S sedimentierte (Abbildung 4‐29 (A)). 

Die  Auftragung  der  gemessenen  Amplitude  der  freien  Cystin‐Knoten‐Domäne  gegen  das 

molare Verhältnis von Ligand zu Rezeptor ergab ebenfalls einen scharfen Titrationspunkt bei 

einer äquimolaren Stöchiometrie (Daten nicht gezeigt). Weiterhin wurde in den Ansätzen zu 

einem geringen Anteil eine Spezies mit sapp = 6,2 S detektiert, deren Amplitude jedoch keine 

Korrelation mit dem molaren Verhältnis von Ligand und Rezeptor aufwies, und vermutlich 

einen  monomeren  Ligand‐Rezeptor‐Komplex  darstellte.  Im  Gegensatz  dazu  wurde  in 

vergleichbaren  Experimenten  bei  einem  Überschuss  an  Cystin‐Knoten‐Domäne 

ausschließlich ein 1 : 1 ‐Komplex beobachtet (Weber et al., 2005). 

Zur  Bestimmung  der  Molekülmasse  der  Ligand‐Rezeptor‐Komplexe  wurde  eine 

Sedimentationsgleichgwichtsanalyse  durchgeführt.  Zunächst  wurden  Gleichgewichtsläufe 

von  Toll  ECD  und  der  Cystin‐Knoten‐Domäne  in  äquimolarem  Verhältnis  bei 

unterschiedlichen Proteinkonzentrationen durchgeführt  (Daten nicht gezeigt). Dabei  zeigte 

sich, dass unabhängig von der Proteinkonzentration, in Anwesenheit des Liganden stets eine 

homogene  hochmolekulare  Spezies  beobachtet  wurde,  welche  einen  2 : 2 ‐Komplex 

darstellen  könnte.  Daher  wurden  alle  weiteren Messungen  bei  einer  Konzentration  von 

1 µM Toll ECD  durchgeführt  (Abbildung  4‐30).  Für  die  isolierte  Toll  ECD  wurde  eine 

Molekülmasse  von  Mr,app = 110 000 ‐ 115 000  ermittelt,  was  der  theoretisch  erwarteten 

Masse  für ein  vollständig glykosyliertes, monomeres Protein  (Mr = 110 000,  (Stelter et al., 

2013)) entspricht. Weiterhin wurden ein sapp = 5,0 S (s20,W = 5,0 S) ermittelt, welcher gut mit 

dem extrapolierten Wert  für ein  Toll ECD‐Monomer übereinstimmt  (4.4.1, Abbildung 4‐19 

(B)).  Unter  Berücksichtigung  eines  theoretischen, maximalen  Sedimentationskoeffizienten 

sSphäre	 (Gl.  3‐41)  ergibt  sich  ein Verhältnis  f/f0	= 1,65 was  die  starke  Formasymmetrie  der 

Toll ECD,  die  auch  in  der  Kristallstruktur  zu  beobachten  ist  (Parthier  et  al.,  2014), 

widerspiegelt. 
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Da bei einer Proteinkonzentration von 1 µM ein homogener 2 : 2 ‐Komplex erhalten wurde, 

ist das Rezeptor‐Dimer des Komplexes mit KD ≤ 0,1 µM wesentlich stabiler als das Dimer der 

isolierten  Toll ECD  (4.4.1),  was  im  Einklang  mit  einer  Ligand‐induzierten 

Rezeptordimerisierung  ist, wie  sie  bereits  in  den  Strukturen  von  toll‐like‐Rezeptoren  aus 

Vertebraten beobachtet wurde (Gay und Gangloff, 2007). Dahingegen inhibiert die kovalent 

gebundene 11.7Prodomäne  in hcSpz11.7 offensichtlich die Dimerisierung. Weiterhin  ist  zu 

erkennen,  dass  in  keiner  der  Ligand‐Rezeptor‐Komplexe  eine  signifikante  Abnahme  des 

Verhältnisses  f/f0  bei  der  Sedimentation  zu  beobachten  war,  was  auf  eine  hohe 

Formasymmetrie,  des  Spätzle‐gebundenen  und  des  dimeren  Zustandes  von  Toll ECD, 

hindeutet. 

Zu  klären  bleibt  die  Existenz  von  Ligand‐Rezeptor‐Komplexen  mit  einer  alternativen 

Stöchiometrie. Bei 5‐fachem molarem Überschuss des Liganden wurde eine Molekülmasse 

von Mr,app = 170 000 beobachtet, was einer Mischspezies aus einem 2 : 2 ‐Komplex und dem 

überschüssigen  freien  Liganden  entspricht.  Dahingegen  zeigte  sich  bei  einem  weiteren 

Experiment,  dass  bei  einer  Stöchiometrie  von  1 µM  Toll ECD  zu  0,5 µM  Cystin‐Knoten‐

Domäne eine Spezies mit Mr,app = 250 000 ‐ 260 000 beobachtet wurde. Dies würde auf das 

Vorhandensein  eines  2 : 1 ‐Komplexes  (Mr = 245 000),  bestehend  aus  einem Molekül  der 

Cystin‐Knoten‐Domäne und zwei Molekülen Toll ECD,  hindeuten. Obwohl in vorangegangen 

Experimenten  kein  intermediärer  2 : 1 ‐Komplex  beobachtet werden  konnte,  kann  dessen 

Existenz  jedoch  nicht  zweifelsfrei  ausgeschlossen  werden,  wie  die 

Gleichgewichtsultrazentrifugation belegte. 
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5 Diskussion	

Im  Rahmen  dieser  Arbeit wurde  die  Funktion  der  Spätzle‐Prodomäne  bei  verschiedenen 

Teilprozessen des Spätzle‐Toll‐Signalweges untersucht. Zunächst wurde die Generierung der 

Serinprotease Easter dargelegt und ihre Aktivität gegenüber dem Cytokin Spätzle und dessen 

Prodomäne  beschrieben.  Spätzle,  als  Cystin‐Knoten‐haltiger  Wachstumsfaktor,  wurde 

hinsichtlich  der  für  diese  Proteinfamilie  typischen  kontextabhängigen  Faltung  untersucht 

und  die  Interaktion  zwischen  den  zwei  Proteindomänen  analysiert.  Der  letzte  Abschnitt 

umfasste die  Interaktionsanalytik des gereiften Spätzle‐Liganden mit dem Toll‐Rezeptor um 

eine mögliche Beteiligung der Spätzle‐Prodomäne zu untersuchen. Diese drei Aspekte sollen 

im Folgenden diskutiert und sich aus den proteinchemischen Daten ergebende funktionellen 

Aspekte der Spätzle‐Prodomäne erläutert werden. 

5.1 Faltung	der	Proprotein‐Konvertase	EasterXa	und	Cytokin‐Reifung	

Generierung	der	Clip‐Domänen‐Protease	EasterXa		

Der Spätzle‐Toll‐Signalweg, zur Determinierung der dorsal‐ventral‐Achse in D. melanogaster, 

wird über eine extrazelluläre Serinproteasekaskade initiiert (LeMosy et al., 1999), wobei der 

finale  Schritt  dieser  Kaskade  die  proteolytische  Reifung  des  Cytokins  Spätzle  durch  die 

Protease Easter ist (DeLotto und DeLotto, 1998). Easter ist ein Vertreter der Clip‐Domänen‐

Serinproteasen, welche  in  Vertebraten  in  Differenzierungsprozesse  und  der  angeborenen 

Immunantwort  involviert  sind  (Jiang  und  Kanost,  2000;  Jang  et  al.,  2008).  Bisher  ist  die 

Kristallstruktur  lediglich  von  drei  Clip‐Domänen‐Proteasen,  DmGrass,  HdPPAF‐I  und	

HdPPAF‐III, aufgeklärt worden (Piao et al., 2005; Piao et al., 2007; Kellenberger et al., 2011). 

In die putative Erkennungssequenz für die Zymogenaktivierung durch DmSnake (Chasan und 

Anderson, 1989; Chasan et al., 1992) wurde durch Einführung der Sequenz LSNIEGRc15‐Ic16 

das Konstrukt EasterXa erhalten, welches durch bovinen Faktor Xa artifiziell aktivierbar sein 

sollte  (Sieg,  2008).  Im  Rahmen  dieser Arbeit  konnte  das  Zymogen  von  EasterXa  heterolog 

exprimiert, renaturiert und anschließend zu nahezu homogenem Protein gereinigt werden, 

mit  einer Ausbeute  von ~  1 mg  pro  Liter  Kulturmedium. Diese  geringe  Faltungsausbeute 

kann  für  EasterXa  im  Wesentlichen  auf  einen  hohen  Anteil  disulfidverbrückter 

Oligomerspezies  zurückgeführt  werden.  Da  diese  Oligomere  keinerlei  proteolytische 

Aktivität    gegenüber  dem  natürlichen  Substrat  ProSpz11.7  aufweisen,  kann  nur  die 

monomere Spezies von EasterXa als funktionell angesehen werden (Ursel, 2009).  
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Dennoch war ein hoher Anteil an „nicht‐aktivierbarem“ Zymogen von EasterXa detektierbar. 

Es  ist bereits bekannt, dass  in vivo nur ein Bruchteil des sezernierten Enzyms aktiviert wird 

(Chasan et al., 1992), und auch  in co‐Expressionsstudien mit der natürlichen aktivierenden 

Protease  DmSnake wurde  nur  eine  partielle  Zymogenaktivierung  erhalten  (Dissing  et  al., 

2001).  Bei  den  verwandten  Enzymen  DmGrass  (Kellenberger  et  al.,  2011)  und  HdPPAF‐I 

(Piao et  al.,  2007)  wurde  in  vitro  ebenfalls  eine  nicht‐quantitative  Zymogenaktivierung 

beobachtet. Strukturell wurde dies der  sterischen Restriktion des Aktivierungs‐loops durch 

den sogenannten 75‐loop zugeschrieben. Diese Annahme konnte nicht bestätigt werden, da 

eine Deletionsvariante EasterXa 75‐Xa qualitativ  identische Ergebnisse  lieferte. Da mangels 

vergleichbarer  Studien  oder  enzymkinetischer  Daten  für  Easter  aus  Drosophila‐Zelllinien 

keine  Referenz  für  vollständig  nativ  gefaltetes  Enzym  zur  Verfügung  steht,  muss  ein 

signifikanter Anteil nicht‐funktionellen Proteins in Betracht gezogen werden.  

ProSpätzle,  als  Proteinsubstrat  für  Easter,  kommt  infolge  alternativen  Spleißens  in  10 

verschiedenen  Isoformen  vor,  wobei mindestens  vier  sezerniert  werden  (DeLotto  et  al., 

2001). Eine Prozessierung der beiden  Isoformen  Spz11.7 und  Spz8.19 durch Easter wurde 

bereits  in  co‐Expressionsexperimenten qualitativ nachgewiesen  (Misra  et al.,  1998; Chang 

und  Morisato,  2002).  Das  renaturierte  und  aktivierte  EasterXa  bewirkte  ebenfalls  eine 

spezifische Reifung beider Isoformen durch Spaltung in der postulierten Erkennungssequenz 

zwischen  Prodomäne  und  Cystin‐Knoten‐Domäne.  Die  restriktive  Substratspezifität  von 

EasterXa  ist  bereits  daran  zu  erkennen,  dass  die  putativ  intrinsisch  unstrukturierten 

Prodomänen  keinen  weiteren  proteolytischen  Abbau  unterliegen,  wie  es  mit  bovinem 

Trypsin  beobachtet wurde  (Hoffmann  et  al.,  2008).  Eine  kinetische Quantifizierung  ergab 

weiterhin,  dass  die  Isoform  Spz8.19  signifikant  schneller  prozessiert wird  als  die  kleinere 

Isoform  Spz11.7,  obwohl  identische  primäre  Erkennungssequenzen  vorhanden  sind.  Eine 

vergleichende  Untersuchung  mit  niedermolekularen  Peptidsubstraten  mit  der  nativen 

Erkennungssequenz wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht durchgeführt. 

 

Die	sekundäre	Prozessierungsstelle	in	der	Spätzle‐Prodomäne	

Die Substratspezifität von Chymotrypsin‐ähnlichen Serinproteasen ist im Allgemeinen durch 

eine Restriktion der S1‐Spezifität charakterisiert (Perona und Craik, 1995), was auch hier  in 

EasterXa anhand der strikten Erkennung von Arginin  in P1‐Position der Fall war. Für Spätzle 

wird  in der Literatur eine proteolytische Prozessierung  in der Sequenz VSSR266‐V267, hier als 

S1‐Stelle bezeichnet, beschrieben (DeLotto und DeLotto, 1998). 
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Die Identifizierung einer sekundären Prozessierungsstelle war unerwartet, konnte  jedoch  in 

beiden  Isoformen  eindeutig  verifiziert  werden.  Die  beiden  identifizierten  S2‐Stellen 

SLQR168‐T169  (Spz8.19)  und  LFNR168‐T169  (Spz11.7)  weisen  jedoch,  abgesehen  von  der  P1‐

Position,  keine  Homologie  zu  der  S1‐Stelle  VSSR266‐V267  auf.  Es  konnte  keine  sequentielle 

Spaltung  beobachtet werden  da  ncSpz‐Varianten  ebenfalls  einer  Prozessierung  in  der  S2‐

Stelle  unterlag.  Eine  physiologische  Relevanz  dieser  sekundären  Spaltsequenz  bleibt 

allerdings ungeklärt.  In  vivo  exprimiertes  Spätzle  zeigt diverse  immunreaktive Banden mit 

Molekülmassen  von  20  ‐  50  kDa  (Chang  und  Morisato,  2002)  und  auch  die  Expression 

einzelner  Isoformen  in  Insektenzellen  resultierte  in der Sekretion diverser Spezies, mit nur 

geringen  Molekülmassenunterschieden  (DeLotto  et  al.,  2001).  Es  ist  daher  theoretisch 

möglich,  dass  die  hier  beschriebene  S2‐Stelle  auch  in  vivo  relevant  ist,  und  durch  bisher 

unbekannte Proteasen erkannt und prozessiert wird. Weiterhin  sollte  in Betracht gezogen 

werden,  dass  Spätzle  Processing  Enzyme  (Jang  et  al.,  2006)  eine  Spezifität  für  diese 

alternativen  Spaltstellen  besitzt,  und  diese  eventuell  auch  im  Verlauf  der  angeborenen 

Immunantwort prozessiert werden. Die spezifische Funktion der 10 verschiedenen Spätzle‐

Isoformen  (DeLotto  et  al.,  2001),  welche  sich  ausschließlich  in  ihrer  Prodomäne 

unterscheiden,  ist  bisher  unbekannt.  Es  wäre  auch  möglich,  dass  die  alternative 

Prozessierung zu einer weiteren funktionellen Diversität von Spätzle führt. 

Diverse  Vorläuferproteine  weisen  neben  der  S1‐Stelle,  mit  einer  polybasischen  Furin‐

Erkennungssequenz R‐X‐(R/K)‐R für die proteolytische Reifung, auch sekundäre S2‐Stellen mit 

einer minimalen Konsensussequenz auf. Pro‐BMP‐4 besitzt  innerhalb der Prodomäne  zwei 

Spaltsequenzen für die Prohormon‐Konvertase Furin (Cui et al., 1998). In Pro‐BMP‐4 erfolgt 

die  Spaltung  in  der  S1‐  und  S2‐Stelle  sequentiell, wobei  die  sekundäre  Prozessierung  die 

Aktivität von reifem BMP‐4 moduliert (Cui et al., 2001). Erfolgt  im trans‐Golgi‐Netzwerk die 

Spaltung durch Prohormon‐Konvertasen ausschließlich in der S1‐Stelle wird der entstehende 

nicht‐kovalente  Komplex  aus  reifen  BMP‐4  und  Prodomänen  in  sauren  Endosomen 

proteosomal  abgebaut,  wodurch  BMP‐4  nur  als  „kurzlebiges“  Signalmolekül  agiert 

(Degnin et al.,  2004).  Dahingegen  führt  die  sukzessive  Spaltung  in  der  S2‐Stelle  zur 

Dissoziation  der  Prodomänen  und  Sekretion  des  reifen  BMP‐4  mit  „langlebiger“‐

Signalvermittlung.  Anhand  des  glass  bottom  boat‐Proteins,  dem  Drosophila‐Ortholog  von 

BMP‐5,  wurde  ebenfalls  gezeigt,  dass  eine  sekundäre  Prozessierung  gewebespezifisch 

verläuft  und  die  Aktivität  des  reifen  Liganden  reguliert  (Akiyama  et  al.,  2012). Weiterhin 

wurde  für humanes Pro‐‐NGF und Pro‐BDNF eine gewebespezifische Prozessierung durch 

verschiedene extrazelluläre Matrix‐Metalloproteasen nachgewiesen (Lee et al., 2001). 
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In  der  Prodomäne  von  Pro‐‐NGF  sind  insgesamt  drei  dieser  polybasischen 

Konsensussequenzen  vorhanden  (Pagadala  et  al.,  2006),  deren  Funktion  jedoch  nicht 

bekannt  ist.  Da  sezerniertes  Pro‐‐NGF  und  Pro‐BDNF  über  p75NTR‐Sortillin  neuronale 

Apoptose  induzieren  (Nykjaer  et  al.,  2004;  Teng  et  al.,  2005),  kann  die  Funktion  dieser 

Cytokine durch Proteasen reguliert werden. 

5.2 Kontextabhängige	 Faltung	 und	 Interaktionsanalytik	 des	 Cytokins	

Spätzle	

Die	Struktur	der	isolierten	11.7Prodomäne	

Die  isolierte Prodomäne von humanem ‐NGF weist keine kooperativ stabilisierte Struktur 

auf (Kliemannel et al., 2004), was auch für Spätzle bei der „Prodomänen“‐Isoform Spz8.24, 

welche  als  einzige  Isoform  keine  Cystin‐Knoten‐Domäne  besitzt,  nachgewiesen  wurde 

(Hoffmann  et  al.,  2008).  Durch  die  Generierung  der  Serinprotease  EasterXa, welche  eine 

Reifung  von  Spätzle  in  vitro  ermöglichte,  konnten  im  Rahmen  dieser  Arbeit  die  beiden 

Domänen  von  Spz11.7  in  isolierter  Form  charakterisiert  werden.  Die  isolierte 

11.7Prodomäne wies Charakteristika intrinsisch unstrukturierter Protein auf. Eine allgemeine 

Nomenklatur  für  „intrinsisch  unstrukturierte“  oder  „intrinsisch  ungeordnete“  Proteine 

existiert nicht. Nach der einfachsten Definition weisen diese Proteine unter physiologischen 

Bedingungen  in vitro  lokal oder global keine definierte, kooperativ stabilisierte Struktur auf 

(Dunker  et  al.,  2001).  Das  fluktuierende  konformationelle  Ensemble  eines  intrinsisch 

unstrukturierten Proteins stellt dessen physiologische, funktionelle Form dar (Dunker et al., 

2008). Sie sind oftmals in zellulären Regulationsmechanismen wie Zellzyklus‐, Transkriptions‐ 

und Differenzierungsregulation involviert und stellen insbesondere Knotenpunkte in Protein‐

Interaktions‐Netzwerken dar (Dunker et al., 2005). 

Die  isolierte  11.7Prodomäne  zeigte  ein  Fern‐UV‐CD‐Spektrum,  welches  für  ungeordnete 

Proteine oder poly(Pro)II‐Helices  typisch  ist  (Uversky, 2002;  Sreerama und Woody, 2003). 

Dies spiegelt das Fehlen definierter Sekundärstrukturelemente wider. Weiterhin  indizierten 

Fluoreszenz‐ und zweidimensionale fHSQC‐Spektren, dass die isolierte 11.7Prodomäne keine 

stabilisierte Tertiärstruktur aufweist. Eine Sedimentationsgleichgewichtsanalyse verwies auf 

eine  ausschließlich monomere  Form, wie  es  auch  für  die NGF‐Prodomäne  gezeigt wurde 

(Kliemannel  et  al.,  2004).  Demnach  liegt  die  11.7Prodomäne  in  Isolation  als  intrinsisch 

unstrukturiertes Monomer vor. 
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Intrinsisch  unstrukturierte  Proteine  können  unter  anderem  aufgrund  ihrer  geringen 

Sequenzkomplexität vorhergesagt werden, da diese eine vergleichsweise geringere mittlere 

Hydrophobizität  und  eine  erhöhte  Nettoladung  aufweisen,  was  diese  von  strukturierten 

Proteinen klar unterscheidet (Uversky et al., 2000; Dunker et al., 2008). Die 11.7Prodomäne 

wird auch, allein basierend auf deren Sequenz, als putativ unstrukturiert klassifiziert  (siehe 

Anhang 8.10). 

Das Fehlen einer geordneten Struktur für die 11.7Prodomäne kann als eine Konsequenz des 

alternativen  Spleißens  von  Spätzle  (DeLotto  et  al.,  2001)  betrachtet werden.  Alternatives 

Spleißen  ist  ein  wichtiger  Mechanismus,  um  in  Eukaryoten  die  Proteindiversität  und 

‐funktionalität  zu  erweitern  (Graveley,  2001).  Alternatives  Spleißen  würde  zu  einer 

nichtfunktionellen  Proteinfaltung  führen,  wenn  ein  für  die  Proteinstabilität  essentielles 

Strukturelement  betroffen  ist.  Daher  kodieren  Sequenzen,  die  alternativem  Spleißen 

unterliegen zu einem signifikanten Anteil für vollständig intrinsisch unstrukturierte Proteine 

(Dunker et al., 2008). 

In den Fern‐UV‐CD‐Spektren von ProSpz11.7 und dem EasterXa‐gereiften matSpz11.7 war im 

Vergleich  zu  der  Cystin‐Knoten‐Domäne  keine  signifikante  Zunahme  des  Anteils  an 

random coil‐Strukturen  zu  verzeichnen.  Differenzspektren  indizierten  weiterhin  einen 

geringen  ‐helikalen  Anteil  in  der  11.7Prodomäne  der  Pro‐Form  und  des  gereiften 

matSpz11.7 (siehe Anhang 8.10), was im Einklang mit einer postulierten amphipathischen ‐

Helix  ist, welche die  Interaktion der 11.7Prodomäne mit dem Trp‐loop der Cystin‐Knoten‐

Domäne vermittelt (Arnot et al., 2010). Aus diesen Daten kann entnommen werden, dass die 

11.7Prodomäne in gebundener Form distinkte Sekundärstrukturelemente aufweist. 

  

Struktur	der	11.7Prodomäne	im	Kontext	der	Cystin‐Knoten‐Domäne	

Bei  der  Denaturierung  der  Pro‐Form  von  Spz11.7  wurde  ein  einzelner  kooperativer 

Entfaltungsübergang  beobachtet,  weshalb  davon  ausgegangen  wurde,  dass  Prodomänen 

und Cystin‐Knoten‐Domäne zusammen entfalten  (Hoffmann et al., 2008). Dies  ist ein  Indiz 

dafür,  dass  die  11.7Prodomäne  in  kovalenter  Assoziation  eine  kooperativ  stabilisierte 

Struktur aufweist. Weiterhin  führte die 11.7Prodomäne  im Kontext der Pro‐Form  zu einer 

Stabilisierung der Cystin‐Knoten‐Domäne. Die proteolytische Spaltung von ProSpätzle in der 

S1‐Stelle durch EasterXa zeigte, dass  im Falle von Spz11.7, die beiden Prodomänen  in Form 

eines nicht‐kovalenten Komplexes  an der  reifen Cystin‐Knoten‐Domäne  assoziiert bleiben, 

wie  es  bereits  an  einer  tobacco‐etch‐virus  (TEV)‐Protease‐prozessierbaren  Variante  der 

Spätzle‐L‐Isoform nachgewiesen wurde (Weber et al., 2007). 
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Es wurden auch an anderen Cystin‐Knoten‐Proteinen, wie BMP‐4 (Degnin et al., 2004), TGF‐ 

(Shi  et  al.,  2011)  und  PDGF‐A  (Shim  et  al.,  2010)  derartige  nicht‐kovalente  Komplexe 

zwischen der reifen Domäne und den Prodomänen beschrieben und  im Fall von TGF‐ und 

PDGF‐A strukturell charakterisiert. 

Bei  der  chemischen  Denaturierung  der  nicht‐kovalenten  Form  matSpz11.7  wurden  zwei 

unabhängige  kooperative  Übergänge  beobachtet.  Distinkte  Entfaltungsübergänge  für  die 

Prodomäne und die Cystin‐Knoten‐Domäne wurden auch bei humanem Pro‐‐NGF oder Pro‐

BMP‐2  gefunden  (Kliemannel  et  al.,  2004; Hillger  et  al.,  2005). Die  Entfaltung  der Cystin‐

Knoten‐Domäne,  welche  durch  ein  einfaches  Zwei‐Zustands‐Modell  beschrieben  werden 

konnte,  ist  im Kontext des nicht‐kovalenten matSpz11.7 absolut  identisch mit der isolierten 

Domäne  (Hoffmann et al., 2008). Daher  ist eine kovalente Bindung zu der 11.7Prodomäne 

offensichtlich  essentiell  für  eine  Stabilisierung  der  Cystin‐Knoten‐Domäne  wie  sie  für 

ProSpz11.7  gemessen wurde.  Auch  im  Fall  von  Pro‐‐NGF  konnte  nachgewiesen werden, 

dass  die  kovalent‐gebundene  Prodomäne  eine  Stabilisierung  des  reifen  ‐NGF  bei 

thermischer Denaturierung bewirkt (Paoletti et al., 2011). 

Im Kontext der proteolytisch gereiften Form matSpz11.7 wurde für die 11.7 Prodomäne ein 

kooperativer,  vollständig  reversibler  Entfaltungsübergang  erhalten, was  für  eine  gefaltete 

Struktur  der  gebundenen  11.7Prodomäne  spricht.  Dieser  Übergang  konnte  mit  einem 

dimeren  Zwei‐Zustands‐Modell  ohne  Akkumulation  nativer Monomere  (Neet  und  Timm, 

1994;  Rumfeldt  et  al.,  2008)  beschrieben  werden,  und  wird  mit  der  Dissoziation  und 

gleichzeitiger  Entfaltung  der  in  dimerer  Form  gebundenen  11.7Prodomäne  interpretiert. 

Dies steht im Einklang damit, dass die 11.7Prodomäne in Isolation instrinsisch unstrukturiert 

ist, und ein Verlust der Quartärkontakte zu der Cystin‐Knoten‐Domäne mit einer Entfaltung 

einhergehen sollte. Es lässt sich ableiten, dass die unstrukturierte 11.7Prodomäne durch die 

nicht‐kovalente Assoziation an die reife Cystin‐Knoten‐Domäne eine kooperativ stabilisierte 

Struktur einnehmen kann. Eine derartige Stabilisierung durch die Assoziation mit der reifen 

Domäne wurde  auch  für die Prodomäne  von Pro‐‐NGF nachgewiesen  (Kliemannel  et al., 

2004).  

Intrinsisch unstrukturierte Proteine können durch Bindung an  ihre Interaktionspartner  lokal 

oder  global  einen  disorder‐to‐order‐transition  durchlaufen  und  sich  dadurch  strukturieren 

(Wright  und Dyson,  2009). Dabei  kann  zwischen  den  zwei  Extremen  „Bindungs‐induzierte 

Faltung“ und „konformationelle Selektion“ unterschieden werden (Abbildung 5‐2). 
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Da auch keine globale  Intensitätsabnahme aller Signale zu verzeichnen war, kann vermutet 

werden,  dass  distinkte  Aminosäuren  in  dem  Komplex  eine  höhere  intrinsische  Flexibilität 

aufweisen, welche durch die verbleibenden Kreuzsignale repräsentiert wurden. 

Eine ähnliche konformationelle Flexibilität wurde auch für die NGF‐Prodomäne im gebunden 

Zustand  beobachtet,  wobei  vermutlich  ein  Gleichgewicht  zwischen  einem  Ensemble 

verschiedener  Konformationen  besteht  (Paoletti  et  al.,  2008;  Paoletti  et  al.,  2011).  Die 

konformationelle  Flexibilität  der  11.7Prodomäne  zeigte  sich  auch  anhand  der  hohen 

Sensitivität gegenüber proteolytischen Abbau (Gangloff et al., 2003; Hoffmann et al., 2008), 

da  die  proteolytische  Zugänglichkeit  ein  sensitiver  Parameter  für  wenig  strukturierte 

Bereiche in Proteinen ist (Dunker et al., 2001). Für die NGF‐Prodomäne wurde ebenfalls eine 

hohe Proteolyseempfindlichkeit nachgewiesen (Rattenholl et al., 2001a). Biologisch relevant 

ist  diese  Flexibilität  insbesondere  für  intrinsisch  unstrukturierte  Sequenzelemente  oder 

Domänen,  welche  aufgrund  ihrer  Flexibilität  in  der  Lage  sind,  die  Bindung  an  multiple, 

strukturell  unterschiedliche,  Interaktionspartner  zu  vermitteln  (Dunker  et  al.,  2005). 

Weiterhin sind oftmals in Proteinkomplexen jene Bereiche, welche die Interaktion vermitteln 

und  essentiell  für  die  Funktionalität  sind,  in  ihrer  Konformation  polymorph  oder  sogar 

ungeordnet, was als „fuzziness“ bezeichnet wird (Tompa und Fuxreiter, 2008). 

Für  die  Prodomäne  von  Spätzle  wurden  bisher  keine  spezifischen  Interaktionspartner 

beschrieben.  Jedoch  legt das Vorhandensein der verschiedenen  Isoformen  (DeLotto et al., 

2001) sowie die diversen Funktionen  in der Embryonalentwicklung (Schneider et al., 1994), 

der angeborenen  Immunantwort  (Lemaitre et al., 1996) und der Neurogenese  (Zhu et al., 

2008) nahe, dass die Prodomänen eine  spezifische Funktion vermitteln. Die  isolierte NGF‐

Prodomäne  ist beispielsweise  in der  Lage hochaffin  an den p75NTR‐co‐Rezeptor  Sortilin  zu 

binden. Daher wird vermutet, dass die Prodomäne die Assoziation von Pro‐‐NGF an Sortilin 

vermittelt und damit die Apoptose induziert (Nykjaer et al., 2004). 

 

Interaktion	zwischen	der	Prodomäne	und	Cystin‐Knoten‐Domäne	

Eine  thermodynamische  Charakterisierung  der  Interaktion  zwischen  der  Cystin‐Knoten‐

Domäne und der 11.7Prodomäne mittels isothermaler Titrationskalorimetrie ergab mit einer 

Gleichgewichtsdissoziationskonstante  von  KD
CK‐PP  =  0,22  µM  (BG  =  ‐37,98  kJ∙mol‐1)  eine 

moderate Bindungsaffinität. Die  leichten Unterschiede  in der Gleichgewichtskonstante  für 

die reziproke Titration könnten eventuell durch eine negative Kooperativität bei der Bindung 

von zwei Prodomänen erklärt werden. 
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Hervorzuheben  ist  die  gute  Übereinstimmung  der  freien  Bindungsenthalpien  mit  dem 

ermittelten  G(H2O) = 38,58 kJ∙mol‐1  für  die  Dissoziation  und  Entfaltung  der 

11.7Prodomänen.  Dies  ist  ein  Hinweis  darauf,  dass  das  angenommene  dimere  Zwei‐

Zustands‐Modell für die Entfaltung als hinreichend angesehen werden kann. 

Die  Bindung  der  11.7Prodomäne  ist  mit  einem  ungünstigen  Entropieterm 

(TBS = ‐40,19 kcal∙mol‐1) verbunden, welcher durch die stark exotherme Bindungsenthalpie 

(BH = ‐49,13 kcal∙mol‐1) kompensiert wird. Ein hoher entropischer Preis  ist ein allgemeines 

Charakteristikum  für  die  Interaktion  intrinsisch  unstrukturierter  Proteine,  da  die mit  der 

Bindung einhergehende Faltung mit einem großen Verlust konformationeller Freiheitsgrade 

verbunden  ist  (Pansca und  Fuxreiter, 2012). Diese entropischen Kosten  können durch das 

Aufrechterhalten der Flexibilität  im gebundenen Zustand  (Tompa und Fuxreiter, 2008), wie 

es auch für die 11.7Prodomäne beschrieben wurde, oder durch Freisetzung von geordnetem 

Wasser  infolge  einer  vorwiegend  hydrophoben  Interaktion  minimiert  werden.  Dass  die 

Interaktion  zwischen  der  11.7Prodomäne  und  der  Cystin‐Knoten‐Domäne  hydrophober 

Natur  ist,  lässt  sich  anhand  der  gemessenen  Änderung  der  Wärmekapazität  für  die 

Komplexbildung (BCp = ‐2,18 kcal∙mol‐1∙K‐1) bestätigen, da ein stark negativer BCp allgemein 

mit  einer  Reduktion  Wasser‐zugänglicher,  nicht‐polarer  Seitenketten  interpretiert  wird 

(Ha et al., 1989; Livingstone et al., 1991). Eine Analyse von Proteinkomplexen zeigte, dass die 

Kontaktfläche zu intrinsisch unstrukturierten Proteinen substantiell größer und hydrophober 

ist als Interaktionsflächen globulärer Proteine (Meszaros et al., 2007). 

Von  Cystin‐Knoten‐Proteinen,  die  strukturell  beschriebenen  sind,  finden  sich 

Interaktionsflächen  zwischen  der  reifen  Domäne  und  der  Prodomäne  von  ≈  620  Å2  für 

TtCoagulogen (Bergner et al., 1996), über ≈ 1 400 Å2 für humanes PDGF‐A (Shim et al., 2010) 

bis ≈ 2 100 Å2 für SsTGF‐1 (Shi et al., 2011). Diese Varianz spiegelt die strukturelle Diversität 

hinsichtlich der Größe der Prodomänen  sowie der unterschiedlichen Dimerisierungen  von 

Cystin‐Knoten‐Proteinen wieder (Abbildung 5‐3). 

Aus empirischen Erhebungen kann BCp mit ASA korreliert werden (Spolar und Record, Jr., 

1994; Myers  et al.,  1995).  Für die  Interaktion der  11.7Prodomäne mit der Cystin‐Knoten‐

Domäne konnte ein Wert von ASA ≈ 13 000 Å2 berechnet werden, was einer Kontaktfläche 

von ≈ 3 200 Å2 pro Monomer entsprechen würde. Aus der Kristallstruktur der freien Cystin‐

Knoten‐Domäne ergibt sich für die putativen Bindungsepitope (Hoffmann et al., 2008) eine 

theoretische Interaktionsfläche von ≈ 1 500 Å2 pro Monomer. 
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Da  dieser  Korrelation Cp  ‐ ASA  experimentelle Daten  aus  der Analyse  der  thermischen 

Entfaltung  von  Proteinen  zu  Grunde  liegt,  ist  eine  gute  Übereinstimmung  zwischen 

theoretischen  und  experimentellen  Werten  nur  bei  der  mittleren  Schmelztemperatur 

(Tm ≈ 60 °C) von Proteinen gewährleistet (Xie und Freire, 1994). Aus diesem Grund wird der 

erhaltene Wert hier  lediglich als grobe Näherung betrachtet. Es  ist weiterhin zu beachten, 

dass  dieser Wert  auch  Beiträge  von  ASA  infolge  eventueller  Konformationsänderungen 

enthält. Daher  kann  die  signifikant  größere  Interaktionsfläche  für  die  11.7Prodomäne,  im 

Vergleich mit anderen Prodomänen oder der Cystin‐Knoten‐Domäne, auch eine Faltung zu 

einer kompakteren Struktur widerspigeln. 

Aus den Kristallstrukturen wird weiterhin ein für die Prodomänen ubiquitär vorkommendes 

Bindungsmotiv  ersichtlich. Die  Kristallstrukturen  von  Pro‐TGF‐  (Shi  et  al.,  2011),  PDGF‐A 

(Shim  et  al.,  2010)  und  Coagulogen  (Bergner  et  al.,  1996)  zeigen,  dass  die  Prodomänen 

hauptsächlich  durch  hydrophobe Wechselwirkungen mit  der  reifen  Domäne  interagieren 

(Abbildung 5‐3). Dies  ist  im Einklang mit der  vorwiegend hydrophoben  Interaktion  für die 

Spätzle‐Prodomäne, die hier qualitativ anhand der  stark negativen BCp belegt wurde und 

durch  die  Kristallstruktur  der  Cystin‐Knoten‐Domäne  postuliert  wurde  (Hoffmann  et  al., 

2008).  Weiterhin  wurden  in  der  Sequenz  der  Cystin‐Knoten‐Domäne  phylogenetisch 

konservierte  Epitope  identifiziert  (Abbildung  5‐3  (A))  (Wang  und  Zhu,  2009).  Mutanten 

dieser Epitope zeigten in drosomycin‐Reporter‐Studien signifikant verringerte Funktionalität, 

was mit einer verminderten Affinität  zu dem Toll‐Rezeptor  interpretiert wurde.  Jedoch  ist 

keines dieser Epitope  in der Bindung an die Toll ECD beteiligt  (Parthier et al., 2014). Daher 

kann  vermutet  werden,  dass  die  vorwiegend  hydrophoben  Seitenketten  dieser  Epitope 

essentiell für die Prodomänenbindung sind. 

5.3 Interaktionsanalyse	des	 gereiften	 Spätzle‐Liganden	mit	dem	Toll‐

Rezeptor	

Ligand‐induzierte	Dimersierung	des	Toll‐Rezeptors	

Im  Gegensatz  zu  anderen  Typ‐I‐Transmembranrezeptoren  wie  Rezeptor‐Tyrosinkinasen 

besitzen  der  Toll‐Rezeptor  und  TLRs  aus  Vertebraten  keine  enzymatische  Aktivität.  Die 

Aktivierung  des  post‐Rezeptor‐Signalweges  wird  durch  eine  Ligand‐induzierte 

Rezeptordimerisierung bewirkt (Gay und Gangloff, 2007). 

 



  Diskussion 

116 
 

Durch Sedimentationsgeschwindigkeitsanalysen konnte eine schwache Selbstassoziation der 

freien  Toll ECD mit  KD ≈ 6,0 µM  zu  einem  Rezeptor‐Dimer  nachgewiesen werden,  in  guter 

Übereinstimmung  mit  der  bereits  publizierten  Gleichgewichtskonstante  von  KD = 2,0  µM 

(Weber  et  al.,  2005).  Da  jedoch  keine  vollständige  Sättigung  der  Dimerisierung  erreicht 

werden  konnte,  liegt  der  tatsächliche  KD  vermutlich  höher.  Unter  den  gewählten 

Reaktionsbedingungen für die Interaktionsanalysen ist die Toll ECD dennoch zu einem nicht 

zu vernachlässigbaren Anteil in dimerer Form vorhanden.  

Es  zeigte  sich,  dass  die  Cystin‐Knoten‐Domäne  von  Spätzle11.7 mit  einer Gleichgewichts‐

dissoziationskonstante  von  KD = 9,2 nM  und  einer  apparenten  Bindungsenthalpie  von 

BHToll,app = ‐11,78 kcal∙mol‐1 hochaffin an die Toll ECD bindet. Dabei waren  in der Affinität 

der  Cystin‐Knoten‐Domänen,  entweder  generiert  durch  EasterXa‐vermittelte  Prozessierung 

oder durch  limitierte Proteolyse mit Trypsin (Weber et al., 2003; Weber et al., 2005), keine 

signifikanten Unterschiede  sichtbar. Die  erhaltene  Stöchiometrie  von  n  =  1  gab  zunächst 

keinen Aufschluss über eine Rezeptordimerisierung da eine direkte Unterscheidung zwischen 

einem  1 : 1 ‐  und  einem  2 : 2 ‐Komplex  mittels  isothermaler  Titrationskalorimetrie  nicht 

möglich ist. 

Zur  Bestimmung  des  Assoziationsgrades  und  der  Molekülmasse  des  Rezeptor‐Ligand‐

Komplexes wurde  eine  analytische  Ultrazentrifugation  durchgeführt.  Durch  eine  Titration 

von Toll ECD mit der Cystin‐Knoten‐Domäne konnte zunächst eine Stöchiometrie von n = 1  

über  die  Messung  der  Sedimentationsgeschwindigkeit  bestätigt  werden.  Die  apparente 

Sedimentationsgeschwindigkeit der gebildeten hochmolekularen Spezies mit sapp = 8,2 S war 

dabei zu hoch, als das diese einen monomeren 1  : 1  ‐Komplex  repräsentieren könnte. Die 

Berechnung  des  Assoziationsgrades,  unter  Annahme  idealer  sphärischer  Partikel,  ergab 

einen Wert von N ≈ 2,1. Auch wenn diese Berechnung auf Grund der solenoidalen Struktur 

der  Toll ECD  (Parthier  et  al.,  2014)  stark  fehlerbehaftet  ist,  weist  dies  bereits  auf  einen 

2 : 2 ‐Komplex, bestehend aus zwei Molekülen Toll ECD mit zwei gebundenen Cystin‐Knoten‐

Domänen,  hin.  In  Sedimentationsgleichgewichtsanalysen  konnte  nachgewiesen  werden, 

dass  die  isolierte,  monomere  Toll  ECD  in  Anwesenheit  der  Cystin‐Knoten‐Domäne 

dimerisiert. Während die freie Toll ECD als Monomer vorlag, zeigte sich bei Anwesenheit der 

Cystin‐Knoten‐Domäne  ein  homogener  Komplex mit  einer  apparenten Molekülmasse  von 

Mr,app = 260 000,  was  einem  2  :  2 ‐Komplex  aus  zwei  Molekülen  Toll  ECD  und  zwei 

gebundenen Molekülen  Cystin‐Knoten‐Domäne  entspricht.  Die  gemessene Molekülmasse 

von Mr,app = 250 000  bei  einem  zweifachen  Unterschuss  an  Cystin‐Knoten‐Domäne würde 

dagegen für einen stabilen 2 : 1 ‐Komplex sprechen. 
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Da  sowohl  mittels  isothermaler  Titrationskalorimetrie  als  auch  der  Sedimentations‐

geschwindigkeitsanalyse  keine  distinkten  Titrationspunkte  bei  dieser  Stöchiometrie 

gefunden  wurden,  ist  dieses  Ergebnis  schwer  zu  bewerten.  Ein  eventuell  intermediär 

auftretender  2 : 1 ‐Komplex  wäre  kalorimetrisch  nicht  erfassbar,  wenn  die 

Bindungsenthalpie für die Assoziation des ersten und zweiten Liganden identisch sind. Daher 

kann eine sequentielle Bindung von zwei Molekülen Cystin‐Knoten‐Domäne und ein stabiler 

2 : 1 ‐Komplex nicht ausgeschlossen werden. 

Die  Stöchiometrie des DmTollSpätzle CK‐Komplexes  konnte bisher nicht eindeutig belegt 

werden. Während mittels ion‐mobility‐Massenspektrometrie eine überwiegende Population 

an 2 : 2 ‐Komplex, neben geringen Anteilen an 1 : 1 ‐ und 2 : 1 ‐Komplex, beobachtet wurde 

(Gangloff  et  al.,  2008),  konnte  in  isothermalen  Titrationsexperimenten  eine 

2 : 1 ‐Stöchiometrie  nachgewiesen werden  (Weber  et  al.,  2003; Weber  et  al.,  2005).  Ein 

Hinweis  auf die Bindungsstöchiometrie  in  vivo erbrachte ein EGFR‐Toll‐Chimär, bestehend 

aus  der  extrazellulären Domäne  des  EGF‐Rezeptors  und  der  Transmembranhelix  und  TIR‐

Domäne des Toll‐Rezeptors, welches durch EGF aktiviert werden konnte  (Sun et al., 2004). 

Dies kann nicht als direkter Nachweis der Stöchiometrie gewertet werden,  jedoch zeigt es, 

dass  die  bekannte  2  :  2‐Bindungsstöchiometrie  des  EGF‐Rezeptors  (Lemmon  et  al.,  1997; 

Ogiso  et  al.,  2002)  eine  spezifische,  signalkompetente,  intrazelluläre  Interaktion  der  TIR‐

Domänen  nicht  beeinträchtigt.  Daher  kann  auch  die  hier  gefundene  2 : 2 ‐Stöchiometrie, 

welche durch mehrere unabhängige Methoden bestätigt wurde,  für den  Toll‐Rezeptor  als 

physiologisch interpretiert werden.  

Aus  den  Sedimentationsgleichgewichtsanalysen  war  weiterhin  zu  entnehmen,  dass  der 

Komplex  aus  der  Toll ECD  und  der  Cystin‐Knoten‐Domäne  mit  einer  Gleichgewichts‐

dissoziationskonstante  von  KD  ≤  0,1  µM  hochaffin  zu  einem  dimeren  Rezeptor‐Ligand‐

Komplex assoziierte, im Gegensatz zu der niederaffinen Assoziation der freien Toll ECD. Dies 

spiegelt  die  Ligand‐induzierte  Rezeptordimerisierung  und  ‐aktivierung  der  Toll‐  und 

toll‐like‐Rezeptoren wider  (Gay  und Gangloff,  2007). Die  Rezeptordimerisierung  ist  bisher 

lediglich  anhand der  TLRs  zweifelsfrei belegt durch dimere  Ligand‐Rezeptor‐Komplexe der 

extrazellulären Domänen (Jin et al., 2007; Liu et al., 2008; Park et al., 2009; Yoon et al., 2012) 

sowie eines putativ physiologischen Dimers der TLR10‐TIR‐Domäne (Nyman et al., 2008). 
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Die Bindungsenthalpie von hcSpz11.7 mit BHapp = ‐9,99 kcal∙mol‐1 weicht mit einer Differenz 

von  BHapp = ‐1,93  kcal∙mol‐1  signifikant  von  der  Bindungsenthalpie  der  vollständig 

prozessierten Cystin‐Knoten‐Domäne ab. Die vergleichbaren Affinitäten von hcSpz11.7 und 

Cystin‐Knoten‐Domäne  legen jedoch nahe, dass die Interaktionsfläche zu der Toll ECD nicht 

maßgeblich beeinträchtigt ist. Die reine Rezeptor‐Rezeptor‐Interaktion zeigte unter den hier 

gegebenen  Reaktionsbedingungen  keine  Wärmetönung  (siehe  Anhang  8.15),  da  die 

Verdünnung  von  Toll  ECD,  welches  vollständig  dimerisiert  vorlag  und  durch  Titration  in 

Puffer  dissoziieren  sollte  ([Toll  ECD]  <  KD),  kein  Signal  lieferte.  Daher  ist  die  reine 

Rezeptordimersierung  der  freien  Toll  ECD  vermutlich  entropisch  getrieben,  sodass  diese 

Enthalpiedifferenz  nicht  zwangsläufig  den  Dimerinteraktionen  von  Toll  ECD  zugeordnet 

werden  kann.  Demzufolge  wird  vermutet,  dass  die  gemessene  Enthalpiedifferenz  eine 

exotherme  Ligand‐Ligand‐Wechselwirkung  der  Cystin‐Knoten‐Domänen  in  dem 

2 : 2 ‐Komplex repräsentiert, welche in dem monomeren Toll ECDhcSpz11.7‐Komplex nicht 

vorkommt.  Durch  den  halbseitig  prozessierten  Liganden  hcSpz11.7  konnte  damit  indirekt 

nachgewiesen werden, dass eine Dimerisierung des Toll‐Rezeptors durch den gebundenen 

Liganden vermittelt wird. Dies wurde auch  in den  strukturell charakterisierten TLR‐Ligand‐

Komplexen gefunden (Jin und Lee, 2008; Botos et al., 2011). 

 

Beteiligung	der	Spätzle‐Prodomäne	in	einem	Ligand‐Rezeptor‐Komplex	

Die  ermittelte  Bindungskonstante  für  die  Interaktion  von  Spätzle mit  der  Toll  ECD  liegt 

außerhalb des verlässlich messbaren Bereiches von ~ 103 < KA < 108 M‐1  (Wiseman et al., 

1989).  Da  angenommen  wurde,  dass  es  infolge  der  Bindung  der  Toll  ECD  zu  einer 

Dissoziation  der  nicht‐kovalent  gebundenen  Spätzle‐Prodomänen  kommt  (Weber  et  al., 

2007),  sollte  die  11.7Prodomäne  als  kompetitiver  Ligand  um  die  Bindung  an  die  Cystin‐

Knoten‐Domäne  in  einer  Verdrängungstitration  (Sigurskjold,  2000)  verwendet  werden. 

Dadurch sollte die exakte Bindungskonstante für die  Interaktion zwischen der Toll ECD und 

der  Cystin‐Knoten‐Domäne  bestimmt  werden  sowie  eine  mögliche  Beteiligung  der 

11.7Prodomäne in der Ligandenbindung untersucht werden. 

Unter den gegebenen Bedingungen konnte die Gleichgewichtsdissoziationskonstante für die 

Bindung  der  Cystin‐Knoten‐Domäne  an  die  Toll  ECD  zu  KD = 2,5 nM  bestimmt  werden. 

Interessanterweise  deutet  die  gemessene  apparente  Bindungsenthalpie  von 

BHobs = 3,96 kcal∙mol‐1  darauf  hin,  dass  durch  die  Bindung  der  Toll  ECD  an  das  dimere 

matSpz11.7 nur die 11.7Prodomäne eines Protomers dissoziiert. 
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Im  Falle  einer  vollständigen  Dissoziation  von  zwei  11.7Prodomänen 

(DHapp = 40,90 kcal∙mol‐1) wäre eine messbare Bindungsenthalpie von BHobs ≈ 29 kcal∙mol‐1 

erwartet worden. Ein Protomer wird durch die Bindung der Toll ECD in seiner Interaktion zu 

der Prodomäne nicht beeinflusst,  sodass es  zu einem 2  : 2  : 2 ‐Komplex kommen könnte. 

Dies bestätigt  erneut, dass die bivalente Cystin‐Knoten‐Domäne  asymmetrisch  an die  Toll 

ECD bindet und jedes Protomer unterschiedliche Beiträge zu der Rezeptorbindung liefert. Ein 

Vergleich der apparenten Bindungsenthalpien zeigte, dass die Interaktionen von matSpz11.7 

beziehungsweise  der  isolierten  Cystin‐Knoten‐Domäne  mit  der  Toll  ECD  eine 

Bindungsenthalpiedifferenz BHapp = ‐2,35 kcal∙mol‐1 aufweisen. Unter der Annahme, dass 

mit matSpz11.7 als Ligand ein 2 : 2 : 2 ‐Komplex gebildet wird, könnte diese Differenz einen 

zusätzlichen exothermen Beitrag der nicht‐kovalenten 11.7Prodomäne zu der Ligand‐Ligand‐ 

oder  Ligand‐Rezeptor‐Wechselwirkung  widerspiegeln.  Für  das  halbseitig  prozessierte 

hcSpz11.7,  in  welchem  eine  Dimerisierung  durch  die  kovalent  gebundene  Prodomäne 

unterdrückt  wird,  wurde  hingegen  in  einer  Verdrängungstitration  eine  identische 

Bindungsenthalpie  wie  in  Abwesenheit  der  nicht‐kovalenten  11.7Prodomäne  erhalten. 

Weiterhin wird  in den  strukturell  charakterisierten TLR‐Ligand‐Komplexen ersichtlich, dass 

die Dimerisierung maßgeblich über eine Interaktion der Liganden vermittelt wird, und nicht 

über Rezeptor‐Rezeptor‐Wechselwirkungen  (Jin  und  Lee,  2008; Botos  et  al.,  2011). Daher 

wäre es möglich, dass  auch  für den  Toll‐Rezeptor der  Ligand  (in  Form der Cystin‐Knoten‐

Domäne  und/oder  der  nicht‐kovalenten  Prodomäne)  zu  der  Stabilisierung  der 

Dimerinteraktion beiträgt. 

In  Analysen mittels  Affinitäts‐  sowie  Größenausschlusschromatographie  konnte mit  dem 

Liganden  matSpz11.7  eine  physikalische  Beteiligung  der  11.7Prodomäne  in  dem  Ligand‐

Rezeptor‐Komplex  nicht  zweifelsfrei  belegt  werden.  Ein  direkter  Nachweis,  ob  in  einem 

dimeren  2  :  2  ‐Komplex  die  Bindung  der  11.7Prodomäne  an  einem  Protomer möglich  ist 

existiert nicht, da bisher nur  1 : 1 ‐Komplexe strukturell charakterisiert wurden (Lewis et al., 

2013; Parthier  et al., 2014). Dennoch  lässt die  Struktur des DmTollSpätzle CK‐Komplexes 

diese  Interpretation  zu, da die  zusätzliche Bindung der 11.7Prodomäne  in einem  ternären 

Komplex zumindest aus sterischen Gründen nicht ausgeschlossen werden kann. 
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Modell	der	Rezeptordimerisierung	

Aus den vergleichenden Betrachtungen aller in dieser Arbeit beschriebenen Methoden kann 

ein Modell der Ligand‐induzierten Rezeptordimerisierung postuliert werden (Abbildung 5‐5). 

Für Typ‐I‐Transmembranrezeptoren ist die Dimerisierung der klassische Weg zur Aktivierung, 

wie es auch  für den Toll‐Rezeptor allgemein angenommen wird  (Gay und Gangloff, 2007). 

Die  Toll  ECD  ist  in der  Lage  schwach  assoziierte Dimere  zu bilden, wobei diese Rezeptor‐

Rezeptor‐Wechselwirkung vermutlich entropisch getrieben ist. 

Durch  Interaktion mit der Cystin‐Knoten‐Domäne  kommt es  zur Ausbildung eines  stabilen 

2 : 2 ‐Komplexes.  Während  in  der  Literatur,  abhängig  von  der  gewählten  Methode, 

unterschiedliche Bindungsstöchiometrien  und Affinitäten  gefunden wurden  (Weber  et  al., 

2003; Weber et al., 2005; Gangloff et al., 2008; Lewis et al., 2013), konnte im Rahmen dieser 

Arbeit mit Hilfe  von  vier unabhängigen Methoden eine  Stöchiometrie n = 1 nachgewiesen 

werden. Die Bindung der Cystin‐Knoten‐Domäne an Toll ECD  ist enthalpisch getrieben, was 

durch  eine  vorwiegend  hydrophile  Wechselwirkung  in  der  Rezeptor‐Ligand‐Struktur 

(Parthier et  al.,  2014)  erklärbar  ist.  Inwiefern  der  Ligand  bevorzugt  an  ein  vorgeformtes 

Dimer oder den monomeren Rezeptor bindet, kann nicht geschlussfolgert werden, da mittels 

isothermaler  Titrationskalorimetrie  keine  unabhängigen  Bindungsereignisse  detektierbar 

waren.  Aufgrund  der  gemessenen  Bindungsenthalpiedifferenzen  kann  weiterhin 

geschlussfolgert werden,  dass  in  dem  2 : 2 ‐Komplex  die  Ligand‐Ligand‐Wechselwirkungen 

oder  auch  „übergreifende“  Ligand‐Rezeptor‐Wechselwirkungen  den  dimeren  Komplex 

stabilisieren, wie es auch in den TLR‐Ligand‐Komplexen zu finden ist (Botos et al., 2011). Eine 

Aussage über die Gesamtstruktur des 2 : 2 ‐Komplexes kann nicht getroffen werden, jedoch 

legen  die  gemessen  apparenten  Sedimentationsgeschwindigkeiten  eine  hohe 

Formasymmetrie dieses Komplexes nahe. Daher kann davon ausgegangen werden, dass der 

dimere  Toll‐Spätzle‐Komplex  nicht  maßgeblich  von  der  allgemeinen  „m“‐förmigen, 

elongierten Form der TLR‐Ligand‐Strukturen abweicht (Jin und Lee, 2008). 

Die  monomere  Struktur  des  Komplexes  mit  hcSpz11.7  zeigte,  dass  die  Reifung  eines 

Protomers  ausreichend  ist,  um  die  Bindung  an  die  Toll  ECD  zu  vermitteln,  die 

Rezeptordimerisierung  jedoch  nicht  induziert  wird.  Aus  sterischen  Betrachtungen  kann 

abgeleitet  werden,  welches  der  zwei  möglichen  Protomere  eine  kovalent  gebundene 

Prodomäne  tragen kann ohne die Rezeptorbindung  zu beeinflussen  (Parthier et al., 2014). 

Die Bindungsepitope für diese Prodomäne weisen in Richtung der lateralen, „aufsteigenden“ 

Seite der Toll ECD, welches die allgemeine Seite für die Dimerinteraktion der TLRs darstellt 

(Botos et al., 2011). 
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6 Zusammenfassung	und	Ausblick	

Die  vorliegende  Dissertation  beschreibt  biochemische  und  biophysikalische 

Charakterisierungen  der  Proteine  Easter,  Spätzle  und  Toll  zum  Verständniss  der  Struktur‐

Funktions‐Beziehungen  des  Spätzle‐Toll‐Signalweges, mit  besonderem  Augenmerk  auf  die 

Rolle der Spätzle‐Prodomäne. 

Die in vitro‐Renaturierung und Reinigung einer artifiziell aktivierbaren Zymogenvariante der 

Protease DmEaster  in  einem  präparativen Maßstab wurde  etabliert. Da  eine  vollständige 

Aktivierung  zu  einer  homogenen,  aktiven  Protease  nicht  gelang,  wurde  die  postulierte 

sterische  Einschränkung  durch  den  75‐loop  untersucht  und  konnte  dabei  ausgeschlossen 

werden. Weiterhin konnte die proteolytische Aktivität von Easter gegenüber  zwei Spätzle‐

Isoformen, Spätzle11.7 und Spätzle8.19, auf enzymkinetischen Weg analysiert werden. Die 

bereitgestellte  Protease  bietet  auch  die  Möglichkeit  vergleichende  Betrachtungen  mit 

weiteren Spätzle‐Isoformen und niedermolekularen Peptidsubstraten durchzuführen. Für die 

Isoformen Spätzle11.7 und Spätzle8.19 wurden erstmalig alternative Spaltstellen  innerhalb 

der  Prodomänen  an  den  Exon‐Grenzen  identifiziert  und  als  eine  spezifische  Aktivität  von 

Easter nachgewiesen. 

Ein weiterer  Aspekt  dieser  Arbeit war  die  strukturelle  Charakterisierung  der  Spätzle11.7‐

Prodomäne. Es wurde gezeigt, dass diese in Isolation intrinsisch unstrukturiert ist, jedoch in 

kooperativer Weise  nicht‐kovalent,  durch  vorwiegend  hydrophobe Wechselwirkungen,  an 

die  reife  Cystin‐Knoten‐Domäne  bindet.  Ferner wurde  bestätigt,  dass  die  Prodomäne  die 

reife Domäne  in  ihrer Faltung stabilisiert,  jedoch nur  in kovalent‐gebundener Form. Mittels 

chemisch‐induzierten Entfaltungsübergängen konnte eine kontextabhängige Faltung für die 

11.7Prodomäne nachgewiesen werden, da diese  in dem nicht‐kovalenten Komplex mit der 

Cystin‐Knoten‐Domäne ihrer Struktur stabilisiert ist. 

Der  letzte  Schwerpunkt  der  Dissertation  befasste  sich  mit  Rezeptorbindungsstudien,  in 

denen  erstmalig  der  putative  Signalkomplex  durch  mehrere  unabhängige  Methoden 

übereinstimmend  als  ein  Komplex  aus  zwei Molekülen  Cystin‐Knoten‐Domäne  und  zwei 

Molekülen  Toll‐Rezeptor  nachgewiesen  wurde.  Durch  Generierung  eines  artifiziellen, 

halbseitig  gereiften  Liganden  konnte  auch  der  Bindungsmodus  eines  monomeren 

DmTollSpätzle CK‐Komplexes,  welcher  mit  den  bisher  beschriebenen  TLR‐Ligand‐

Komplexen nicht konform ist, indirekt bestätigt werden. 
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Dadurch konnte die Hypothese aufgestellt werden, dass nach Easter‐vermittelter Reifung die 

an der Cystin‐Knoten‐Domäne gebundenen Prodomänen  in einem heterotrimeren Komplex 

mit dem Toll‐Rezeptor beteiligt sein könnten.  

Die  vorliegende  Arbeit  lieferte  durch  biophysikalische  Charakterisierungen  neue 

Erkenntnisse  zu  der  Spätzle‐Prodomäne  und  ihren möglichen  Funktionen  im  Spätzle‐Toll‐

Signalweg. Dennoch müssen die Ergebnisse in einen biologischen Kontext gebracht werden. 

Eine  funktionelle  Analytik  der  sekundären  Spaltstellen  durch  Identifikation  eines  damit 

assoziierten Phänotyps in transgenen D. melanogaster‐Embryonen wurde bereits begonnen 

durch Klonierung und Mutagenese des  Spätzle‐Locus  (Daten nicht  gezeigt,  in Kooperation 

mit  Dipl.‐Biol.  Matthias  Walther,  Abteilung  Entwicklungsgenetik,  AG  Prof.  Dr.  Gunther 

Reuter). Es konnten bisher  jedoch keine  transgenen Embryonen generiert werden um den 

in vitro identifizierten sekundären Spaltstellen eine funktionelle Relevanz in vivo zuzuordnen. 

Für ein detailliertes Verständnis der Spätzle‐Isoformen und  ihrer Rolle bei der Etablierung 

des morphogenetischen Gradienten  sowie  die  Auslösung  der  angeborenen  Immunanwort 

sind weitere enzymkinetische Untersuchungen dieser putativen Substrate unabdingbar. 

Für  folgende  Arbeiten  wäre  zudem  interessant,  ob  die  Interaktion  zwischen  der 

11.7Prodomäne  und  der  Cystin‐Knoten‐Domäne,  wie  postuliert  und  hier  indirekt 

nachgewiesen, durch eine amphipathische ‐Helix in der Prodomäne vermittelt wird. Durch 

Zusatz  von  ‐Helix‐stabilisierenden  Agentien  wie  Trifluorethanol  könnte  nachgewiesen 

werden, ob die  isolierte Prodomäne prinzipiell dazu  in der Lage  ist ‐helikale Strukturen zu 

bilden.  Auch  eine  Optimierung  der  Messbedingungen  und  weiterführende  strukturelle 

Charakterisierung durch heteronukleare Kernspinresonanz‐Experimente wären interessant. 

Weiterhin  wurde  eine  mögliche  Beteiligung  der  Spätzle‐Prodomäne  in  einem  ternären 

Komplex  mit  der  Cystin‐Knoten‐Domäne  und  dem  Toll‐Rezeptor  beschrieben.  Ein 

zweifelsfreier Nachweis dieses putativen 2 : 2 : 2 ‐Komplexes kann beispielsweise durch eine 

fluoreszenzmarkierte  11.7Prodomäne  und  analytischer  Ultrazentrifugation  mit 

Fluoreszenzdetektion  erbracht werden. Dadurch  könnte  der  Spätzle‐Prodomäne  erstmalig 

eine  funktionelle Relevanz, über die  Latenzvermittlung hinaus,  zugeordnet werden, um  zu 

klären ob die Prodomäne den verschiedenen Isoformen eine Spezifität für die verschiedenen 

Toll‐Rezeptoren zuweisen kann. 
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8 Anhang	

8.1 Sequenzvergleich	von	Chymotrypsin‐ähnlichen	Serinproteasen	

 

 

 

Abbildung 8‐1: Sequenzvergleich von Easter mit verwandten Proteasen der S1‐Familie. 
Die  Sequenz  der  katalytischen  Domäne  von  D.  melanogaster  Easter  (DmEaster,  P13582)  wurde
verglichen mit aktivierten bovinen Trypsin  (BtTrypsin, P00760), der aktivierten schweren Kette von
humanen Faktor X (HsFaktor Xa, P00742) und der katalytischen Domäne von D. melanogaster Grass
(DmGrass, Q9VB68).  Die  Aminosäurereste  der  katalytischen  Triade  Hc57,  Dc102  und  Sc195  sind  rot
markiert,  die  Sequenz  des  75‐loop  blau  hervorgehoben.  Aminosäurereste  Dc189,  Gc216  und  Gc226,
welche die S1‐Spezifität bestimmen  (Perona und Craik, 1995) sind grün hervorgehoben. Abschnitte
mit  Sequenzidentität  zwischen  Trypsin  und  Easter  sind  grau  unterlegt,  bei  Sequenzhomologie
unterstrichen. Die  jeweiligen UniProt‐Identifikationsnummern  sind  angegeben. Die Nummerierung
bezieht sich auf die von Shotton und Hartley (1970) eingeführte Nomenklatur. 

             16  20        30            40        50        60 
BtTrypsin    IVGGYTCGANTVPYQVSLNS------GYHFCGGSLINSQWVVSAAHCYKSG--------- 
HsFaktorXa   IVGGQECKDGECPWQALLINEE----NEGFCGGTILSEFYILTAAHCLYQAK-------R 
DmGrass      VSNGYEVKLSSRPWMALLRYQQ-FGESRFLCGGAMISERYILTAAHCVHG---LQND--L 
DmEaster     IYGGMKTKIDEFPWMALIEYTKSQGKKGHHCGGSLISTRYVITASHCVNGK-ALPTDWRL 
               
                   70                     80        90          100 
BtTrypsin    IQVRLGEDNINVVEGN-------------EQFISASKSIVHPSYN--SNTLNNDIMLIKL 
HsFaktorXa   FKVRVGDRNTEQEEGG-------------EAVHEVEVVIKHNRFT--KETYDFDIAVLRL 
DmGrass      YEIRLGEHRISTEEDCRQQGR-KKKCAPPVVNVGIEKHLIHEKYD--ARHIMHDIALLKL 
DmEaster     SGVRLGEWDTNTNPDCEVDVRGMKDCAPPHLDVPVERTIPHPDYIPASKNQVNDIALLRL 
 
              110       120           130      140       150       160 
BtTrypsin    KSAASLNSRVASISLP-----TSCASAGTQCLISGWGNTKSSGTSYPDVLKCLKAPILSD 
HsFaktorXa   KTPITFRMNVAPACLPERDWAESTLMTQKTGIVSGFGRTHEKGRQS-TRLKMLEVPYVDR 
DmGrass      NRSVPFQKHIKPICLPITDELKEKAEQISTYFVTGWGTTENGSSSDVLLQANVPLQPRSA 
DmEaster     AQQVEYTDFVRPICLPLDVNLRSATFDGITMDVAGWGKTEQLSASNLKLKAAVEGSRMDE 
                                autolysis loop (142‐152) 
                 170        180         190       200             210 
BtTrypsin    SSCKSAYPGQITSN-MFCAGYLEGGKDSCQGDSGGPVVCSGK----------LQGIVSWG 
HsFaktorXa   NSCKLSSSFIITQN-MFCAGYDTKQEDACQGDSGGPHVTRFKDT------YFVTGIVSWG 
DmGrass      CSQAYR-RAVPLS--QLCVGGGD-LQDSCKGDSGGPLQAPAQYLGEYAPKMVEFGIVSQG 
DmEaster     CQNVYSSQDILLEDTQMCAGGKE-GVDSCRGDSGGPLIG--LDTNKVNTYYFLAGVVSFG 
                                           surface loop I (184‐193)              
                220        230       240 
BtTrypsin    SG-CAQKNKPGVYTKVCNYVSWIKQTIASN------------------- 
HsFaktorXa   EG-CARKGKYGIYTKVTAFLKWIDRSMKTRGLPKAKSHAPEVITSSPLK 
DmGrass      VVTCGQISLPGLYTNVGEYVQWITDTMASNGL----------------- 
DmEaster     PTPCGLAGWPGVYTLVGKYVDWIQNTIES-------------------- 
       surface loop II (216‐223)            
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8.2 Sequenzvergleich	der	Isoformen	von	Spätzle	

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 1        10        20        30        40        50        60        70        80        90        100       110       120 
8.19 MMTPMWISLFKVLLLLFAFFAT----------------------------------------------YEAKEYERIIKELFTITNDEGVVLFNTSADSAPFMPIPTQHDDPTQKQKQNQNQSP 
11.6 MMTPMWISLFKVLLLLFAFFAT------------------------------------------------------------------------TSADSAPFMPIPTQHDDPTQKQKQNQNQSP 
8.29 MMTPMWISLFKVLLLLFAFFATIVYINIELTKRHEAEVRAEKTVADYKALLATINNGGPGKSASNHLQ-------------------------------------------------------- 
11.7 MMTPMWISLFKVLLLLFAFFAT----------------------------------------------YEAKEYERIIKELFTITNDEGVVLFN------------------------------ 
11.15 MMTPMWISLFKVLLLLFAFFAT----------------------------------------------YEAKEYERIIKELFTITNDEGVVLFN------------------------------ 
8.20 MMTPMWISLFKVLLLLFAFFAT------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
11.27 MMTPMWISLFKVLLLLFAFFAT----------------------------------------------YEAKEYERIIKELFTITNDEGVVLFN------------------------------ 
11.32 MMTPMWISLFKVLLLLFAFFAT------------------------------------------------------------------------TSADSAPFMPIPTQHD-------------- 
11.5 MMTPMWISLFKVLLLLFAFFAT------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
8.24   MMTPMWISLFKVLLLLFAFFAT------------------------------------------------------------------------TSADSAPFMPIPTQHDDPTQKQKQNQNQSP 
 
                                                (S2-Stelle) 
          130       140       150       160       170       180       190       200       210       220       230       240        
8.19 IPETNRHYHQYHSLIQPDQYFKVQRSPNGKLNLVFNDTFVSLQRTDTEVQSEQPIPPRHPSDTFVFPDSPIAKYRPPQSPARPLRNDTKEHNPCAKDESQHLRNFCTNVDDYPDLSGLTHKLKN  
11.6 IPETNRHYHQYHSLIQPDQYFKVQRSPNGKLNLVFNDTFVSLQRTDTEVQSEQPIPPRHPSDTFVFPDSPIAKYRPPQSPARPLRNDTKEHNPCAKDESQHLRNFCTNVDDYPDLSGLTHKLKN 
8.29 -------------------------------------------RTDTEVQSEQPIPPRHPSDTFVFPDSPIAKYRPPQSPARPLRNDTKEHNPCAKDESQHLRNFCTNVDDYPDLSGLTHKLKN 
11.7 -------------------------------------------RTDTEVQSEQPIPPRHPSDTFVFPDSPIAKYRPPQSPARPLRNDTKEHNPCAKDESQHLRNFCTNVDDYPDLSGLTHKLKN 
11.15 -------------------------------------------RTDTEVQSEQPIPPRHPSDT----------YRPPQSPARPLRNDTKEHNPCAKDESQHLRNFCTNVDDYPDLSGLTHKLKN 
8.20 -------------------------------------------RTDTEVQSEQPIPPRHPSDTFVFPDSPIAKYRPPQSPARPLRNDTKEHNPCAKDESQHLRNFCTNVDDYPDLSGLTHKLKN 
11.27 -------------------------------------------RTDTEVQSEQPIPPRHPSDTFVFPDSPIAKYRPPQSPARPLRNDTKEHNPCAKDESQHLRNFCTNV--------------- 
11.32 ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------YPDLSGLTHKLKN 
11.5 -----------------------------------------------------------------------------------------------------------NVDDYPDLSGLTHKLKN 
8.24 IPETNRHYHQYHSLIQPDQYFK---------------------RTDTEVQSEQPIPPRHPSDTFVFPDSPIAKYRPPQSPARPLRNDTKEHNPCAKDESQHLRNFCTNVDDYPDLSGL--R--- 
 
            (S1-Stelle) 
  250       260       270       280       290       300       310       320       330       340       350       360       370 
8.19 NFAKFFSNDLQPTDVSSRVGGSDERFLCRSIRKLVYPKKGLRADDTWQLIVNNDEYKQAIQIEECEGADQPCDFAANFPQSYNPICKQHYTQQTLASIKSDGELDVVQNSFKIPSCCKCALKTG 
11.6 NFAKFFSNDLQPTDVSSRVGGSDERFLCRSIRKLVYPKKGLRADDTWQLIVNNDEYKQAIQIEECEGADQPCDFAANFPQSYNPICKQHYTQQTLASIKSDGELDVVQNSFKIPSCCKCALKTG 
8.29 NFAKFFSNDLQPTDVSSRVGGSDERFLCRSIRKLVYPKKGLRADDTWQLIVNNDEYKQAIQIEECEGADQPCDFAANFPQSYNPICKQHYTQQTLASIKSDGELDVVQNSFKIPSCCKCALKTG 
11.7 NFAKFFSNDLQPTDVSSRVGGSDERFLCRSIRKLVYPKKGLRADDTWQLIVNNDEYKQAIQIEECEGADQPCDFAANFPQSYNPICKQHYTQQTLASIKSDGELDVVQNSFKIPSCCKCALKTG 
11.15 NFAKFFSNDLQPTDVSSRVGGSDERFLCRSIRKLVYPKKGLRADDTWQLIVNNDEYKQAIQIEECEGADQPCDFAANFPQSYNPICKQHYTQQTLASIKSDGELDVVQNSFKIPSCCKCALKTG 
8.20 NFAKFFSNDLQPTDVSSRVGGSDERFLCRSIRKLVYPKKGLRADDTWQLIVNNDEYKQAIQIEECEGADQPCDFAANFPQSYNPICKQHYTQQTLASIKSDGELDVVQNSFKIPSCCKCALKTG 
11.27 ----------------------DERFLCRSIRKLVYPKKGLRADDTWQLIVNNDEYKQAIQIEECEGADQPCDFAANFPQSYNPICKQHYTQQTLASIKSDGELDVVQNSFKIPSCCKCALKTG 
11.32 NFAKFFSNDLQPTDVSSRVGGSDERFLCRSIRKLVYPKKGLRADDTWQLIVNNDEYKQAIQIEECEGADQPCDFAANFPQSYNPICKQHYTQQTLASIKSDGELDVVQNSFKIPSCCKCALKTG 
11.5 NFAKFFSNDLQPTDVSSRVGGSDERFLCRSIRKLVYPKKGLRADDTWQLIVNNDEYKQAIQIEECEGADQPCDFAANFPQSYNPICKQHYTQQTLASIKSDGELDVVQNSFKIPSCCKCALKTG 
8.24 -RAIPL-QEHQEAGV---------------------PKKGL--EGGRHLAVNCQ---------------------------------------------------------------------- 
 
 

Abbildung 8‐2: Sequenzvergleich der bekannten Isoformen von DmSpätzle. 
Die Signalsequenz ist blau gekennzeichnet und die Cystin‐Knoten‐Domäne grau unterlegt. Die S1‐Spaltstelle ist rot und die S2‐Spaltstelle grün gekennzeichnet. Der 
Sequenzvergleich  erfolgte  nach  maximaler  Identität.  Die  Cysteine  der  Cystin‐Knoten‐Domäne  (gelb)  und  deren  Disulfidverbrückung  sowie  die  aus  der 

Kristallstruktur ermittelten Sekundärstrukturelemente sind dargestellt (Hoffmann et al., 2008). Paarende ‐Stränge sind entsprechend farblich markiert. Der  in 

der Struktur nicht aufzulösende Trp‐loop ist durch die gepunktete Linie gezeigt. Eine postulierte ‐Helix (Arnot et al., 2010) ist als Zylinder markiert. 
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8.6 Aminosäuresequenz	der	verwendeten	EasterXa‐Varianten	

 

 

 

 

 

 
EaXa         MGQFYFPNEAAQVPNYGRCITPNRERALCIHLEDCKYLYGLLTTTPLRDTDRLYLSRSQC 
EaXa Sc195A MGQFYFPNEAAQVPNYGRCITPNRERALCIHLEDCKYLYGLLTTTPLRDTDRLYLSRSQC  
EaXa 75-Xa MGQFYFPNEAAQVPNYGRCITPNRERALCIHLEDCKYLYGLLTTTPLRDTDRLYLSRSQC  
                                                      16    
EaXa  GYTNGKVLICCPDRYRESSSETTPPPKPNVTSNSLLPLPGQCGNILSNIEGRIYGGMKTK 
EaXa Sc195A GYTNGKVLICCPDRYRESSSETTPPPKPNVTSNSLLPLPGQCGNILSNIEGRIYGGMKTK 
EaXa 75-Xa GYTNGKVLICCPDRYRESSSETTPPPKPNVTSNSLLPLPGQCGNILSNIEGRIYGGMKTK 
                                            57 
EaXa         IDEFPWMALIEYTKSQGKKGHHCGGSLISTRYVITASHCVNGKALPTDWRLSGVRLGEWD 
EaXa Sc195A IDEFPWMALIEYTKSQGKKGHHCGGSLISTRYVITASHCVNGKALPTDWRLSGVRLGEWD 
EaXa 75-Xa IDEFPWMALIEYTKSQGKKGHHCGGSLISTRYVITASHCVNGKALPTDWRLSGVRLGEWD  
                                              102 
EaXa         TNTNPDCEVDVRGMKDCAPPHLDVPVERTIPHPDYIPASKNQVNDIALLRLAQQVEYTDF 
EaXa Sc195A TNTNPDCEVDVRGMKDCAPPHLDVPVERTIPHPDYIPASKNQVNDIALLRLAQQVEYTDF 
EaXa 75-Xa TNTEEGGE-------------LDVPVERTIPHPDYIPASKNQVNDIALLRLAQQVEYTDF  
 
 
EaXa         VRPICLPLDVNLRSATFDGITMDVAGWGKTEQLSASNLKLKAAVEGSRMDECQNVYSSQD 
EaXa Sc195A VRPICLPLDVNLRSATFDGITMDVAGWGKTEQLSASNLKLKAAVEGSRMDECQNVYSSQD 
EaXa 75-Xa VRPICLPLDVNLRSATFDGITMDVAGWGKTEQLSASNLKLKAAVEGSRMDECQNVYSSQD  
                        195 
EaXa         ILLEDTQMCAGGKEGVDSCRGDSGGPLIGLDTNKVNTYYFLAGVVSFGPTPCGLAGWPGV 
EaXa Sc195A ILLEDTQMCAGGKEGVDSCRGDAGGPLIGLDTNKVNTYYFLAGVVSFGPTPCGLAGWPGV 
EaXa 75-Xa ILLEDTQMCAGGKEGVDSCRGDAGGPLIGLDTNKVNTYYFLAGVVSFGPTPCGLAGWPGV  
 
EaXa         YTLVGKYVDWIQNTIESLEHHHHHH 
EaXa Sc195A YTLVGKYVDWIQNTIESLEHHHHHH 
EaXa 75-Xa YTLVGKYVDWIQNTIESLEHHHHHH 
 
Abbildung 8‐6: Aminosäuresequenzen der verwendeten EasterXa‐Varianten. 
Die Sequenz der Clip‐Domäne  ist grau unterlegt, die Reste der katalytischen Triade Hc57, Dc102 und Sc195 
sind  rot  und  die  der  linker‐Sequenz  grau  markiert.  Die  inserierte  Spaltsequenz  für  Faktor  Xa  ist 
unterstrichen.  Eine  proteolytische  Aktivierung  erfolgt  durch  eine  Spaltung  zwischen  Rc15‐Ic16.  Die 
Cysteine,  welche  Disulfidbrücken  bilden,  sind  dementsprechend  nummeriert.  Der  inserierte  Ca2+‐

Bindungs‐loop von Faktor Xa in der Deletionsvariante 75‐Xa ist blau markiert. 

I II 

III 

III II 

I 

IV 

IV 

V V 

VI VI 

VII 

VII VIII VIII 



Anhang 
 

147 
 

Spz11.7  MKEYERIIKELFTITNDEGVVLFN------------------------------------ 24 
ncSpz11.7 MKEYERIIKELFTITNDEGVVLFN------------------------------------ 24 
Spz11.7chim MKEYERIIKELFTITNDEGVVSLQ------------------------------------ 21 
Spz8.19  MKEYERIIKELFTITNDEGVVLFNTSADSAPFMPIPTQHDDPTQKQKQNQNQSPIPETNR 60 
ncSpz8.19 MKEYERIIKELFTITNDEGVVLFNTSADSAPFMPIPTQHDDPTQKQKQNQNQSPIPETNR 60 
Spz8.19chim MKEYERIIKELFTITNDEGVVLFNTSADSAPFMPIPTQHDDPTQKQKQNQNQSPIPETNR 60 
                                                S2-Stelle 
Spz11.7  -------------------------------------RTDTEVQSEQPIPPRHPSDTFVF 47 
ncSpz11.7 -------------------------------------RTDTEVQSEQPIPPRHPSDTFVF 47 
Spz11.7chim -------------------------------------RTDTEVQSEQPIPPRHPSDTFVF 47 
Spz8.19  HYHQYHSLIQPDQYFKVQRSPNGKLNLVFNDTFVSLQRTDTEVQSEQPIPPRHPSDTFVF 120 
ncSpz8.19 HYHQYHSLIQPDQYFKVQRSPNGKLNLVFNDTFVSLQRTDTEVQSEQPIPPRHPSDTFVF 120 
Spz8.19chim HYHQYHSLIQPDQYFKVQRSPNGKLNLVFNDTFVLFNRTDTEVQSEQPIPPRHPSDTFVF 120 
                                                       
Spz11.7  PDSPIAKYRPPQSPARPLRNDTKEHNPCAKDESQHLRNFCTNVDDYPDLSGLTHKLKNNF 107 
ncSpz11.7 PDSPIAKYRPPQSPARPLRNDTKEHNPCAKDESQHLRNFCTNVDDYPDLSGLTHKLKNNF 107 
Spz11.7chim PDSPIAKYRPPQSPARPLRNDTKEHNPCAKDESQHLRNFCTNVDDYPDLSGLTHKLKNNF 107 
Spz8.19  PDSPIAKYRPPQSPARPLRNDTKEHNPCAKDESQHLRNFCTNVDDYPDLSGLTHKLKNNF 180 
ncSpz8.19 PDSPIAKYRPPQSPARPLRNDTKEHNPCAKDESQHLRNFCTNVDDYPDLSGLTHKLKNNF 180 
Spz8.19chim PDSPIAKYRPPQSPARPLRNDTKEHNPCAKDESQHLRNFCTNVDDYPDLSGLTHKLKNNF 180 
                            S1-Stelle 
Spz11.7  AKFFSNDLQPTDVSSRVGGSDERFLCRSIRKLVYPKKGLRADDTWQLIVNNDEYKQAIQI 167 
ncSpz11.7 AKFFSNDLQPTDVSSAVGGSDERFLCRSIRKLVYPKKGLRADDTWQLIVNNDEYKQAIQI 167 
Spz11.7chim AKFFSNDLQPTDVSSRVGGSDERFLCRSIRKLVYPKKGLRADDTWQLIVNNDEYKQAIQI 167 
Spz8.19  AKFFSNDLQPTDVSSRVGGSDERFLCRSIRKLVYPKKGLRADDTWQLIVNNDEYKQAIQI 240 
ncSpz8.19 AKFFSNDLQPTDVSSAVGGSDERFLCRSIRKLVYPKKGLRADDTWQLIVNNDEYKQAIQI 240 
Spz8.19chim AKFFSNDLQPTDVSSRVGGSDERFLCRSIRKLVYPKKGLRADDTWQLIVNNDEYKQAIQI 240 
 
Spz11.7  EECEGADQPCDFAANFPQSYNPICKQHYTQQTLASIKSDGELDVVQNSFKIPSCCKCALK 227 
ncSpz11.7 EECEGADQPCDFAANFPQSYNPICKQHYTQQTLASIKSDGELDVVQNSFKIPSCCKCALK 227 
Spz11.7chim EECEGADQPCDFAANFPQSYNPICKQHYTQQTLASIKSDGELDVVQNSFKIPSCCKCALK 227 
Spz8.19  EECEGADQPCDFAANFPQSYNPICKQHYTQQTLASIKSDGELDVVQNSFKIPSCCKCALK 300 
ncSpz8.19 EECEGADQPCDFAANFPQSYNPICKQHYTQQTLASIKSDGELDVVQNSFKIPSCCKCALK 300 
Spz8.19chim EECEGADQPCDFAANFPQSYNPICKQHYTQQTLASIKSDGELDVVQNSFKIPSCCKCALK 300 
                  
Spz11.7  TGLEHHHHHH 237 
ncSpz11.7 TG-------- 229 
Spz11.7chim TGLEHHHHHH 237 
Spz8.19  TGLEHHHHHH 310 
ncSpz8.19 TG-------- 302 
Spz8.19chim TGLEHHHHHH 310 
 

Abbildung 8‐7: Aminosäuresequenzen der Pro‐Formen der verwendeten Spätzle‐Konstrukte. 
Die Sequenzen der zwei verwendeten Isoformen, Spz11.7 und Spz8.19, sowie die nicht‐spaltbaren (nc) und 
chimären  (chim)  Konstrukte  sind  vergleichend  dargestellt.  In  rot  ist  die  primäre  Prozessierungsstelle 
markiert,  welche  den  Übergang  von  der  N‐terminalen  Prodomäne  zur  C‐terminalen  Cystin‐Knoten‐
Domäne  festlegt.  In  grün  sind  die  sekundären  Spaltstellen  hervorgehoben,  welche  in  den  chimären 
Varianten gegeneinander ausgetauscht wurden. Die proteolytische Spaltung durch EasterXa erfolgt jeweils 
C‐terminal des Arginins. 
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Hs    Homo sapiens 

ITC    isothermale Titrationskalorimetrie 

KD    Gleichgewichtsdissoziationskonstante 

LRR    leucine rich repeat 

Mr     relative Molekülmasse 

‐NGF    ‐nerve growth factor 
NMR    nuclear magnetic resonance spectroscopy 

PAMP    pathogen‐associated molecular pattern 

PDB     Proteindatenbank 

PDGF    platet‐derived growth factor 

ppm    parts per million 

PRR    pattern recognition receptor 

rpm    revelations per minute 

Spz    Spätzle 

Ss    Sus scrofa 

TEV    tobacco etch virus 

TGF‐    transforming growth factor‐
TLR    toll‐like‐Rezeptor 

Toll ECD  Toll‐Rezeptor‐Ektodomäne 

Tt    Tachypleus tridentatus 

v/v    volume per volume 

w/v    weight per volume 

w/w    weight per weight 

x g    x‐fache der Erdbeschleunigung 

Xaa    beliebiger Aminosäurerest 

 

Abkürzungen der in der Arbeit verwendeten Proteinvarianten: 

EasterXa     Faxtor Xa‐aktivierbare Variante von Easter (durch Insertion von IEGc14) 

Spz8.19    Spätzle‐Isoform 8.19 

Spz11.7    Spätzle‐Isoform 11.7 

ncSpz8.19/11.7  nicht‐spaltbare Varianten R266A der Spätzle‐Isoformen 

hcSpz11.7    halbseitig prozessierte Spezies aus wt ProSpz11.7‐ncProSpz11.7 

chimSpz11.7    Variante (LFNR168 ersetzt durch SLQR168) der Spätzle‐Isoform 11.7 

chimSpz8.19    Variante (SLQR168 ersetzt durch LFNR168) der Spätzle‐Isoform 8.19 

Toll ECD    Toll‐Rezeptor‐Ektodomäne 

 

Aus dem Englischen übernommene Begriffe, welche in der naturwissenschaftlichen Literatur 

allgemein  gebräuchlich  sind,  sowie  lateinische  Artenbezeichnungen  werden  in  kursiver 

Schreibweise  dargestellt.  Abkürzungen  für  Aminosäuren  (Einbuchstabencode  bzw. 

Dreibuchstabencode) werden gemäß der biochemischen Literatur verwendet. 
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