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1. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb.
ANS
bis-ANS

Cl2
CFIS-Modell

DSC
FRET

Gl.

ISP

ITC

LFE
MALDI-MS

PDlase
PPlase
RNAse
SPI

TS
uv
VLA1

Abbildung
1-Anilino-naphthalen-8-sulfonsaure (Natriumsalz)

4.,4’-Dianilino-1,1’-binaphthyl-5,5’-disulfonsaure

(Dinatriumsalz)
Chymotrypsininhibitor 2

chain-folding initiation site —Modell (Modell der Faltung
einer Polypeptidkette, beginnend an einer bestimmten
Stelle oder einem bestimmten Bereich)

differential scanning calorimetry
Fluoreszenzresonanzenergietransfer
Gleichung(en)

isomerspezifische Proteolyse
isothermale Kalorimetrie

lineare freie Enthalpiebeziehung

Matrix-unterstutzte Laserdesorptions / lonisations-
Massenspektrometrie (matrix-assisted laser desorption /

ionisation mass spectrometry)
Protein-Disulfidisomerase
Peptidyl-prolyl-cis / trans-Isomerase
Ribonuklease

selective pressure incorporation (Einbau nichtkanonischer

Aminosauren in Proteine durch Selektionsdruck)
Ubergangszustand
ultraviolett

Integrin a1 (very late antigene 1)

Die in der Fachliteratur allgemein verwendeten Abkurzungen flr chemische oder

biochemische Sachverhalte und Begriffe sind nicht im Abkurzungsverzeichnis
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enthalten. Die im Text verwendeten Anglizismen sind durch kursive Schreibweise
gekennzeichnet. Sie sind auch genannt, wenn ein aquivalenter deutscher Ausdruck
oder Fachbegriff existiert. Teilweise sind diese Anglizismen Bestandteil der
deutschen Fachsprache in zusammengesetzten Woértern und sind in diesen ebenfalls
durch kursive Schreibweise gekennzeichnet.

Die mit (R) markierten Referenzen befinden sich im Anhang der Habilitationsschrift.



2. EINLEITUNG

Die Chemie und Biochemie von Proteinen ist ein Zweig der naturwissenschaftlichen
Forschung, dem eine immer groRere Bedeutung in der menschlichen Gesellschaft
zukommt. Proteine sind ein integraler Bestandteil der uns bekannten Lebensformen.
Die vorliegende Habilitationsschrift enthalt Beitrage zur Stabilitat, Faltung und
Funktionalisierung von Proteinen, mit denen sich der Autor im Rahmen seiner
wissenschaftlichen Arbeiten beschaftigt hat. Die behandelten Fragestellungen sind
von der Thematik und bezuglich der untersuchten Objekte sehr heterogen. Die
Habilitationsschrift enthalt in den Zusammenfassungen der Forschungsergebnisse
die wissenschaftliche Abhandlung von Beitragen, die wesentlich fur das jeweils
dargestellte Projekt waren. Im Anhang sind die wissenschaftlichen Publikationen

kumulativ zusammengefal3t.

Das Vestandnis, wie eine Proteinkette nach ihrer Synthese am Ribosom ihre
native, funktionelle Struktur erreicht, ist bis heute eine der ungeldsten
wissenschaftlichen Fragestellungen in die Natur. Es sind heute 32 unterschiedliche
Typen der Architektur von Proteindomanen (folds) bekannt (Thornton et al., 1999).
Wu publizierte 1931 eine erste Arbeit zur Theorie der Denaturierung von Proteinen
(Wu, 1931; Wu, 1995). Die Bedeutung nichtkovalenter Wechselwirkungen bei der
thermodynamischen Behandlung der Stabilitat von Proteinen wurde wesentlich durch
die Arbeiten von LINDERSTR@M-LANG, LUMRY, KLOTZ und KAUZMANN in den funfziger
Jahren des vorigen Jahrhunderts herausgearbeitet. KAUZMANN postulierte, dald der
hydrophobe Effekt die treibende Kraft des Faltungsprozesses sei (Kauzmann, 1959).
Das Problem der Proteinfaltung wurde von ANFINSEN 1973 formuliert (Anfinsen,
1973). Er stellte fest, dald reduzierte und denaturierte Ribonuklease A vollstandig
renaturierbar ist. Der Schlussel fur die korrekte Faltung einer Polypeptidkette muld
daher in ihrer Aminosauresequenz enthalten sein (Faltungscode). Diese These wird
als ANFINSEN-Postulat bezeichnet und beinhaltet eine thermodynamische Kontrolle
der Proteinfaltung (Yon, 2002). Die fundamentale Frage, wie die
Aminosauresequenz die Faltung eines Proteins codiert ist der Inhalt des folding
problems.

Dal} der Faltungprozel® gerichtet sein mul}, ist auch durch das von LEVINTHAL
1968 aufgestellte Paradoxon ersichtlich (Levinthal, 1968). Danach wurde die Zeit fur
eine statistische Suche der richtigen bzw. funktionellen Konformation ausgehend von
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der entfalteten Polypeptidkette viel zu lange dauern, um Lebensprozesse zu
ermoglichen.  Diese Betrachtung von LEVINTHAL und auch von WETLAUFER
(Wetlaufer, 1973) begreift den Faltungsprozeld mehr unter kinetischer Kontrolle. Eine
zufallige Suche nach der richtigen Konformation scheint deshalb unrealistisch.

Proteine kdnnen einen nativen, gefalteten und einen denaturierten, ungefalteten
Zustand einnehmen, wobei letzterer einen statistischen Mittelwert von Zustanden
beschreibt, die sich enthalpisch und entropisch stark voneinander unterscheiden
konnen. Die thermodynamische Stabilitat eines Proteins beschreibt die
Energiedifferenz zwischen diesen beiden Zustanden und betragt fur die meisten
bisher untersuchten Proteine nur zwischen 3 bis 15 kcal mol™ (Fersht, 1999). Diese
Energiedifferenzen werden experimentell anhand thermisch oder chemisch
induzierter Ubergdnge vom nativen in den denaturierten Zustand bestimmt (Tanford,
1968a; Tanford, 1968b; Tanford, 1970). Die zur Auswertung der experimentellen
Daten dieser Ubergange erforderlichen thermodynamischen Grundlagen und daraus
abgeleitete Gleichungssysteme sind von verschiedenen Autoren ausgearbeitet
worden (Bolen & Santoro, 1988; Clarke & Fersht, 1993; Makhatadze & Privalov,
1995; Pace, 1986; Privalov, 1992; Privalov & Pothekin, 1986; Santoro & Bolen,
1988). Grundlegende Arbeiten zur thermodynamischen Stabilitat von Proteinen und
zur chemischen Denaturierung (Wechselwirkung von Denaturanzien mit der
Polypeptidkette) sind von SCHELLMAN publiziert worden (Becktel & Schellman, 1987;
Schellman, 1987a; Schellman, 1987b; Schellman, 1994; Schellman, 1997,
Schellman, 2002; Schellman, 2003; Schellman et al., 1981; Timasheff, 2002).



Ubersicht thermodynamischer Beziehungen der chemischen und thermischen Entfaltung von

Proteinen nach einem Zweizustandsmodell.

Gl.1a
]
KU/N = W
T T
AGy.y=|1-=|AHn +AC,-|T =T, - T-In—
T, T,
AGN_)U=AG'(\1)_)U—m'[D:| m m
0 AGN—>U=AHm_Tm'ASm=O
AGyy =m- [D]o 5 AH
’ AS,, = =™
Tm
[U] Konzentration des entfalteten AG\_y Differenz der freien Enthalpien
Proteins von entfaltetem und nativem
. . Protein
[N] Konzentration des nativen
. AG,S_)U Differenz der freien Enthalpien
Proteins
von entfaltetem und nativem
Kun Gleichgewichtskonstante

Protein ohne Denaturans
zwischen nativem und

) T absolute Temperatur am
entfaltetem Protein
Wendepunkt der
R universelle Gaskonstante pu
Transitionskurve der
T absolute Temperatur
thermischen Denaturierung
[D] Konzentration (Aktivitit) des
AHm Differenz der Enthalpien von
Denaturans entfaltetem und nativem Protein
[D]o 5 Konzentration (Aktivitit) des am Wendepunkt der
Denaturans am Wendepunkt Transitionskurve der
der Transitionskurve thermischen Denaturierung
m Anstieg am Wendepunkt der AS,, Differenz der Entropien von
Transitionskurve entfaltetem und nativem Protein
AC spezifische Wiarmekapazitit am Wendepunkt der

. Transitionskurve der
des Proteins

thermischen Denaturierung

Die thermische Entfaltung eines Proteins ist ein Zusammenspiel enthalpischer und
entropischer Beitrage. Im entfalteten Zustand sind die hydrophoben Oberflachen der
8



Polypeptidkette exponiert und die Molekule des Losungsmittels (Wasser) bilden ein
Netzwerk von Wasserstoffbricken, was deren Entropie und Enthalpie vermindert.
Faltet sich die Polypeptidkette, so erhoht sich der entropische Beitrag der
Losungsmittelmolekile durch deren Freisetzung und kompensiert den Verlust an

konformationeller Entropie der Polypeptidkette.

Die spezifische Warmekapazitat AC, eines Proteins ist die Differenz zwischen der

Warmekapazitat des entfalteten und gefalteten Zustandes.

Definition der spezifischen Warmekapazitit eines Proteins. Gl.1b
u N
AC, =Cy -C}
ACp spezifische Warmekapazitat des Proteins
Cg‘ Warmekapazitiat des Proteins im nativen Zustand
CI:)J Warmekapazitiat des Proteins im entfalteten Zustand

Die spezifische Warmekapazitat des entfalteten Zustandes ist hoch, daher ist AC,
eines Proteins positiv, wird jedoch bei hoheren Temperaturen kleiner. Eine
Abschatzung ergibt AC, von 12 cal deg™” mol” pro Aminos&urerest (Fersht, 1999;

Kim et al., 1994; Makhatadze & Pace, 1990; Privalov & Makhatadze, 1990).

Beziehungen thermodynamischer Parameter der thermischen Entfaltung von Proteinen bei

zwei verschiedenen Temperaturen (Zweizustandsmodell).

Gl.1c

AGN—>U = AHN—>U —T’ ASN—>U
AHG .y = AHYy +AC, (T, - T)
T,

1

AG{.y = AHy Ly +AC, (T, -T,)-T, -(Asﬁ u+AC, -In%)
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AGy_, Differenz der freien Enthalpien von entfaltetem und nativem Protein

AG,\Tf_)U Differenz der freien Enthalpien von entfaltetem und nativem Protein bei der
absoluten Temperatur T,

AH\_,, Differenz der Enthalpien von entfaltetem und nativem Protein

AH,\Tf_)U Differenz der Enthalpien von entfaltetem und nativem Protein bei der absoluten
Temperatur T4

AH,\Tf_)U Differenz der Enthalpien von entfaltetem und nativem Protein bei der absoluten
Temperatur T,

AS\_, Differenz der Entropien von entfaltetem und nativem Protein

AS,G_)U Differenz der Entropien von entfaltetem und nativem Protein bei der absoluten
Temperatur T4
AS,EZ_)U Differenz der Entropien von entfaltetem und nativem Protein bei der absoluten

Temperatur T,

T absolute Temperatur

T absolute Temperatur T,

T, absolute Temperatur T,

AC spezifische Wiarmekapazitit des Proteins

Entsprechend Gleichung 1c wird die Enthalpie der Entfaltung AH,_,, bei hoheren
Temperaturen positiver, begunstigt daher den nativen Zustand. Die physikalische
Interpretation ist, daR die Enthalpie des entfalteten Zustandes HY mit hoherer
Temperatur steigt. Im Gegensatz dazu wird die Entropie der Entfaltung ASy_, mit
steigender Temperatur grofer, begunstigt daher den denaturierten Zustand. Erreicht
die freie Enthalpie AGy_, durch den Term T-AS,_, Uber AH,_, einen positiven
Wert, erfolgt die thermische Entfaltung eines Proteins. Daher ist die thermische
Entfaltung durch die Dominanz der Entropie des entfalteten Zustandes S" bei hoher
Temperatur bedingt (Fersht, 1999). Bedingt durch den hohen Wert von AC, zeigen
Proteine das Phanomen der Kaltedenaturierung (cold unfolding). Bei niedriger
Temperatur sinkt die Enthalpie der Entfaltung AH,_,, nach Gleichung 1c und die freie
Enthalpiedifferenz AGy_,, wird wiederum durch den entropischen Term T-AS,_
bestimmt. Die Transitionstemperatur fur die Kaltedenaturierung T, ist gegeben durch
die Gleichung 1d (Fersht, 1999).
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Beziehungen thermodynamischer Parameter zur Berechung der Transitionstemperatur der

Kéltedenaturierung von Proteinen (Zweizustandsmodell).

Gl.1d
T2
T.=T,+ o
). (AHm)
AC,
ACp spezifische Warmekapazitat des Proteins
Tm absolute Temperatur am Wendepunkt der Transitionskurve der thermischen
Denaturierung
7'C absolute Temperatur am Wendepunkt der Transitionskurve der Kaltedenaturierung
AH, Differenz der Enthalpien von entfaltetem und nativem Protein am Wendepunkt der

Transitionskurve der thermischen Denaturierung

Es kann aus diesen mathematischen Beziehungen abgeleitet werden, dal} Proteine

mit einem kleinen Wert von AH,, und einem groBen Wert von AC, eine

Kaltedenaturierung bei hoheren Temperaturen zeigen. Der Zusatz von

Denaturanzien senkt T.,, sowie AH,, und erhoht AC,, so dal dieses Phanomen
unter diesen Bedingungen auch fur stabilere Proteine beobachtet werden kann.

Die Faltung kleiner Proteine (Molekulargewicht bis etwa 20 kDa) 1af3t sich oft nach
nach dem in Gleichung1 abgehandelten Zweizustandsmodell (two-state
approximation, two-state model) quantitativ beschreiben, wonach in Abhangigkeit
von den Bedingungen nur ein Gleichgewicht zwischen dem nativen und
denaturierten Zustand vorliegt. FERSHT nennt Kriterien der Anwendbarkeit dieses
Modells auf die Faltung eines Proteins (Fersht, 1999). Das Konzentrationsverhaltnis
zwischen nativem und denaturiertem Zustand kann durch Anderungen optischer
(Absorption, Fluoreszenz, Circulardichroismus) oder hydrodynamischer
Eigenschaften (Sedimentationsverhalten) des Proteins gemessen werden. Fur viele
kleine und reversibel faltende Proteine ist dieses Modell sowohl fur chemisch, als
auch thermisch induzierte Faltung angewandt worden und steht nicht im Widerspruch
zum Auftreten von Zwischenstufen, sogenannten Faltungsintermediaten (folding

intermediates). Diese Intermediate sind in der Regel instabil und unter
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Gleichgewichtsbedingungen wenig populiert (nur in geringer Konzentration
vorhanden). Eine Unterscheidung zwischen denaturiertem und nativem Zustand, die
sich durch ihre Zuganglichkeit der Amidprotonen der Peptidbindungen der
Polypeptidkette unterscheiden, kann durch die Messung der Geschwindigkeit des
Austausches mit deuteriertem Losungsmittel mittels NMR-Spektroskopie erfolgen (fur
praktische Aspekte siehe (Scholtz & Robertson, 1995)). Im entfalteten Zustand eines
Proteins erfolgt der Austausch sehr schnell, in dessen gefaltetem Zustand sind die
Geschwindigkeitskonstanten des Austausches von der Losungsmittelzuganglichkeit
und der Einbindung der Amidprotonen in Sekundarstrukturelemente abhangig. Der
protection factor fur die einzelnen Amidprotonen eines gefalteten Proteins ist dafur
eine quantitative Grole (Fersht, 1999). Somit bietet diese Technik neben den oben
genannten optischen und hydrodynamischen Methoden eine sehr gute Mdglichkeit
der Detektion von Faltungsintermediaten, da in Verbindung mit quenched-flow -
Techniken (pulse labeling) strukturelle Informationen Uber transient auftretende
Intermediate mit kleiner Lebensdauer erhalten werden kdonnen (Bai et al., 1995;
Baldwin, 1993; Dobson, 1991; Roder et al., 1988; Rumbley et al., 2001; Udgaonkar &
Baldwin, 1988).

Die Reaktion einer entfalteten Polypeptidkette zum gefalteten Zustand wird
mathematisch allgemein als eine Folge von reversiblen chemischen Reaktionen
1. Ordnung beschrieben, wobei auch Parallelreaktionen moglich sind. Assoziationen
von entfalteten Polypeptidketten oder von gefalteten Monomeren bei der
Oligomerisierung sind Reaktionen hoherer Ordnung innerhalb der Reaktionsfolge
und von der Konzentration der Reaktanden abhangig (Garel, 1992; Jaenicke, 1996;
Jaenicke & Lilie, 2000). Die mathematische Beschreibung der Reaktionsfolge einer
entfalteten Polypeptidkette zum nativen Zustand eines Proteins (allgemein die Kinetik
der Faltungsreaktionen) unter definierten Reaktionsbedingungen umfal3t die
Bestimmung aller mikroskopischen Geschwindigkeitskonstanten fur die Bildung und
den Zerfall der dabei auftretenden Intermediate aus beobachteten oder apparenten
Geschwindigkeitskonstanten und Amplituden, soweit diese durch die verwendeten
Methoden detektiert werden konnen. Dabei gilt das fur einfache chemische
Reaktionen aufgestellte Prinzip der mikroskopischen Reversibilitat (principle of
detailed balance). Generell verlaufen die Faltung und die Entfaltung von Proteinen
Uber die gleichen Intermediate und Ubergangszusténde (Fersht, 1999). Die Kinetik
von Faltungsreaktionen kann durch Anderungen der Eigenschaften (optisch,
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hydrodynamisch, NMR-Spektrum) der Polypeptidkette beobachtet werden.
Signalamplituden setzen sich oftmals aus den Amplituden mehrerer in der
Reaktionsfolge auftretender Spezies zusammen. Die Amplitude einer in der
Reaktionsfolge auftretenden Spezies ist ihrer aktuellen Konzentration proportional.
Komplexe Reaktionsfolgen (Assoziationen, Parallelreaktionen) komplizieren die
mathematische Bestimmung der mikroskopischen Geschwindigkeitskonstanten aus
beobachtbaren Gro3en und erfordern die Definition von Rahmenbedingungen, die fur
die Losung der Problemstellung hinreichend sind. Eine sehr gute Ubersicht tber die
mathematische Beschreibung komplexer kinetischer Reaktionen wurde von NOLTING
publiziert (NOlting, 1999).

Domanen sind strukturelle Einheiten im gefalteten Zustand von grofien
Polypeptidketten. Eine Domane ist ein Teil des Proteins, welcher eine kompakte
globulare Substruktur und mehr Wechselwirkungen innerhalb als mit anderen Teilen
der Polypeptidkette bildet (Garel, 1992). Fur die elementare (mechanistische) und
physikochemische Abhandlung des Problems der Faltung einer Polypeptidkette hat
sich experimentell die Verwendung von Eindomanenproteinen (single domain
protein), wie zum Beispiel Chymotrypsininhibitor aus Gerste (Cl2) (Jackson & Fersht,
1991), Barnase (Fersht et al., 1992), Ribonuklease A (Garel & Baldwin, 1973; Krebs
et al., 1983; Raines, 1998) u.a., als Untersuchungssysteme bewahrt. Fur die
Beschreibung des Faltungsweges eines solchen monomeren Proteins werden
experimentell dessen Stabilitdt sowie die Entfaltung (vom nativen oder gefalteten
Zustand in den denaturierten oder entfalteten Zustand) und die Ruckfaltung
(umgekehrte Reihenfolge) mit einem umfangreichen Repertoire an Methoden
untersucht, um moglichst umfassende Infomationen Uber die zeitliche Abfolge von
Konformationszustanden und Konformationsdnderungen der Polypeptidkette zu
erhalten. Diese Strategie schliel3t die energetische und ,strukturelle Beschreibung®
der wéahrend der Faltungsreaktionen durchlaufenen Ubergangszustande ein (siehe
unten sowie Gleichung 3 und Gleichung 4) (Fersht, 1999).

Die Stabilitat eines Proteins kann durch chemische und thermische Denaturierung
bestimmt werden. Chemische Denaturanzien, wie Harnstoff, Guanidinhydrochlorid
oder Guanidinthiocyanat, reagieren (komplexieren) mit dem Polypeptidruckgrat tber
Wasserstoffbricken und stabilisieren den entfalteten Zustand (Schellman, 1987a;
Schellman, 2002). Die Wirkung von Denaturanzien auf die Stabilitat kann

mathematisch durch eine lineare freie Enthalpiebeziehung (LFE-Beziehung, linear
13



free energy relationship) beschrieben werden (Gleichung 1). Diese ist auch die
Grundlage fur die Auswertung von Transitionskurven der reversiblen chemischen
Denaturierung nach einem Zweizustandsmodell (Pace, 1986). Durch Zufuhr von
thermischer Energie konnen Proteine ebenfalls denaturiert werden. Dieser Prozess
kann durch das Aufschmelzen von Sekundarstrukturelementen (Circulardichroismus
im Fern-UV) oder mittels Kalorimetrie (DSC, differential scanning calorimetry)
gemessen werden. Durch eine mathematische Auswertung von reversiblen
Transitionskurven, die aus indirekten Methoden (optische Methoden) erhalten
werden, nach einem Zweizustandsmodell erhalt man die van't Hoff Enthalpie
(entspricht AH,, in Gleichung 1a). Die Auswertung reversibler kalorimetrischer
Transitionskurven ist wesentlich praziser, besonders fur die Detektion von
energetischen Beitragen durch das Auftreten von Gleichgewichtsintermediaten, und
ergibt die kalorimetrische Enthalpie als quantitatives Mal} der Stabilitat des Proteins.
Stimmen die aus beiden Methoden gewonnenen thermodynamischen Parameter
Uberein, gilt das als Beweis fur die Faltung des untersuchten Proteins nach einem
Zweizustandsmodell, was fur viele Eindomanenproteine gezeigt worden ist (Fersht,
1999).

Das Auftreten von Phasierungen analytischer GroRen bei kinetischen
Untersuchungen des Faltungsprozesses von Proteinen belegt die Population von
transienten Intermediaten. Fur Eindomanenproteine erfolgt die Auswertung der
kinetischen Transitionen in der Regel nach einer Kombination von Reaktionen
1. Ordnung, wonach die gemessenen Signalamplituden und apparenten
Geschwindigkeitskonstanten auf der Grundlage sinnvoller Modelle zur Berechnung
mikroskopischer Geschwindigkeitskonstanten dienen.  Transiente Intermediate
werden auch fur Proteine gefunden, die sich thermodynamisch nach einem
Zweizustandsmodell verhalten. Der direkte Vergleich thermodynamischer und
kinetischer Daten ist eine relativ zuverlassige Methode zur Validierung des
Zweizustandsmodells der Faltung eines Proteins (Kiefhaber, 1995). Experimentell
werden kinetische Messungen der Faltung einer Polypeptidkette durch schnelle
Anderungen von ZustandsgroRen realisiert, zum Beispiel eine Anderung der
Temperatur (Temperatursprung) oder der Konzentration des Denaturans
(Konzentrationssprung). Da die bei verschiedenen Konzentrationen des Denaturans

bestimmte Gleichgewichtskonstante zwischen nativem und entfaltetem Zustand
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eines Proteins einer LFE folgt, trifft dies auch auf die entsprechenden
Geschwindigkeitskonstanten zu (Fersht, 1999).

Nach EYRING ist die Geschwindigkeitskonstante einer chemischen Reaktion der
freien Aktivierungsenthalpie zum Erreichen des Ubergangszustandes (transition
state, TS) umgekehrt proportional (Eyring, 1938a; Eyring, 1938b; Laidler, 1987;
Wigner, 1938). Diese Barriere umfal’t ein Ensemble von Strukturen, wobei es eine
kleine Gruppe von ahnlichen Strukturen oder eine Ansammlung von nichtahnlichen
Strukturen sein kann. Fur multiple, parallele Reaktionen reprasentiert der
beobachtete TS den Durchschnitt des Ensembles der
geschwindigkeitsbestimmenden Schritte Uber alle Reaktionswege, einen apparenten
TS. Obgleich in der Literatur die Auswertung experimenteller Daten nach der
Theorie des Ubergangszustandes dominierend ist, liefert die Dynamik der fliissigen
Phasen nach KRAMERS (Kramers, 1940) vergleichbare Ergebnisse, da beide
Theorien ahnliche Formen haben und langsame Prozesse durch das Auftreten von
Energiebarrieren erklaren. Nach KRAMERS ist die Geschwindigkeitskonstante einer
Reaktion in Losung durch die freie Aktivierungsenthalpie und die Diffusion der
Teilchen bestimmt, somit von der Viskositat des Mediums abhangig. Durch die
Auswertung kinetischer Transitionen (Amplituden, Geschwindigkeitskonstanten)
konnen die Differenzen der freien Enthalpien fur detektierbare Intermediate und die
freien Aktivierungsenthalpien der Ubergangszustande zur Differenz der freien
Enthalpien von nativem und entfaltetem Zustand des Proteins entlang der
Reaktionskoordinaten in Beziehung gesetzt werden (Kuwajima, 1995). Eine sehr
ubersichtliche Darstellung theoretischer Grundlagen und einfacher kinetischer
Modelle und zur Beschreibung der Faltung von Proteinen (gezeigt am Beispiel der
Faltung von Lysozym) einschlieBlich der Berlcksichtigung der Theorie von KRAMERS
wurde von BIERI und KIEFHABER publiziert (Bieri & Kiefhaber, 2000).

Das Auftreten von Sekundarstrukturen in frihen Phasen des Faltungsprozesses ist
fur einige Proteine gezeigt worden (Kim & Baldwin, 1982; Kim & Baldwin, 1990;
Ptitsyn, 1995). Die Bildung von gefalteten und flexiblen Intermediaten wurde von
PTITSYN und RASHIN 1973 (Ptitsyn & Rashin, 1973) aus theoretischen Betrachtungen
postuliert. Von OGUSHI und WADA wurde 1983 (Ohgushi & Wada, 1983) der Begriff
des molten globule eingefuhrt. Von PTITSYN et al. (Ptitsyn et al., 1990) wurde
vorgeschlagen, dald der molten globule —Zustand eines Proteins ein generelles

Faltungsintermediat ist, er wird daher auch als denaturierter Zustand unter
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physiologischen Bedingungen betrachtet (Fersht, 1999). Nach einer Definition von
GOLDBERG et al. (Goldberg et al., 1990) ist ein molten globule ein eher kompaktes
Intermediat mit einem hohen Gehalt an nativer Sekundarstruktur, aber einer
fluktuierenden Tertiarstruktur. Die ausgepragten hydrophoben Oberflachen binden
den Fluoreszenzfarbstoff ANS (oder bis-ANS). Die aromatischen Aminosaurereste
rotieren in diesem Intermediat in einer eher chiralen Umgebung, daher zeigt der
molten globule —Zustand keinen Circulardichroismus im Nah-UV. Fir einige
Proteine, wie zum Beispiel Lysozym und p-Lactoglobulin, ist gezeigt worden, dal} die
in fruhen Faltungsphasen auftretenden Elemente der Sekundarstruktur nicht-native
Strukturen sind. Im Falle des Lysozyms, welches aus einer a-Domane (a-Helices)
und einer B-Domane (p-Faltblatt) besteht, unterliegen diese im Faltungsprozel} einer
Reorganisation (Dobson et al., 1998; Radford et al., 1992).

Protein engineering bezeichnet eine zumeist mit molekularbiologischen oder
proteinchemischen Verfahren durchgefuhrte Methode zur gezielten Veranderung der
Primarstruktur eines Proteins. Mit dieser Methode konnen gezielt Reste oder
Regionen des Proteins verandert werden und man miRt die Anderungen der
Faltungs- und Entfaltungsgeschwindigkeiten der Varianten im Vergleich zur
Auswirkung des Aminosaureaustausches auf die Gesamtstabilitdt des Proteins
(Matouschek & Fersht, 1991). Mutationen und / oder Veranderungen der aulleren
Bedingungen konnen die Energieflache umgestalten und einzelne Schritte der
Faltungsreaktion verandern, indem sie die Balance zwischen der effektiven Energie
und der Konformationsentropie so verandern, daf der Ubergangsbereich verschoben
wird (Dobson et al.,, 1998). Die Kontakte zwischen einzelnen Aminosauren der
Polypeptidkette im Faltungsprozel® kdnnen durch energetische Terme beschrieben
werden. Die Bestimmung der Energie der Wechselwirkung (Bindungsenergie)
zwischen den funktionellen Gruppen von zwei Aminosauren im nativen Zustand
eines Proteins gelingt fur geeignete Systeme durch einen double mutant cycle
(Carter et al., 1984; Horovitz, 1996; Horovitz & Fersht, 1990; Horovitz & Fersht,
1992). Die Stabilitat von im Faltungsprozef® auftretenden Intermediaten oder von
Ubergangszustanden kann durch gezielte Mutationen des Proteins (Perturbationen)
verandert werden, um globale und / oder lokale Ereignisse des Faltungsprozesses zu
sondieren sowie durch energetische Terme zu quantifizieren (Daggett & Fersht,
2000; Dalby et al, 1998a; Dalby et al, 1998b; Matouschek & Fersht, 1993;
Matouschek et al., 1990; Matouschek et al., 1995).
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Abhéngigkeit der Geschwindigkeitskonstanten der Faltung und Entfaltung eines Proteins von

der Konzentration (Aktivitat) des Denaturans.
Gl.2

Ink; =Ink{ —m;-[D]
Ink, =Ink$ +m,-[D]

K; Geschwindigkeitskonstante der Faltung eines Proteins bei einer bestimmten

Konzentration (Aktivitat) des Denaturans

kf0 Geschwindigkeitskonstante der Faltung eines Proteins ohne Denaturans

ku Geschwindigkeitskonstante der Entfaltung eines Proteins bei einer bestimmten
Konzentration (Aktivitat) des Denaturans

kl? Geschwindigkeitskonstante der Entfaltung eines Proteins ohne Denaturans

mg Anstieg des ,,Faltungsastes® im chevron -Plot

m, Anstieg des ,,Entfaltungsastes® im chevron -Plot

[D] Konzentration (Aktivitit) des Denaturans

Die logarithmische Auftragung der aus den Transitionen (Kinetiken) der Entfaltung
und Ruckfaltung von Eindomanenproteinen bestimmten apparenten
Geschwindigkeitskonstanten lassen sich nach einer LFE in einem chevron —Plot
darstellen (Fersht, 1999). Ein symmetrisches Bild der beiden Aste des Plots wird flr
Proteine beobachtet, die kinetisch nach einem idealen Zweizustandsmodell falten,
wie zum Beispiel CI2 (Jackson & Fersht, 1991). Abweichungen von der Symmetrie
konnen im Faltungsteil, im Entfaltungsteil oder in beiden Teilen des chevron —Plots
auftreten und werden als roll-over bezeichnet (Bieri & Kiefhaber, 2000; Fersht, 1999).
Diese Abweichungen sind Indikationen fur das Auftreten von Intermediaten oder die
Folge einer (allgemeinen) Verschiebung der Lage des Ubergangszustandes in
Abhangigkeit von der Konzentration an Denaturans (Myers & Oas, 2002). Aus den
Anstiegen (extrapoliert) der beiden Aste des chevron —Plots 1aRt sich der Wert pr
(TANFORD-pB-Wert) definieren, der ein Mall fur die Losungsmittelzuganglichkeit

(solvent accessibility) des TS im Vergleich zum denaturierten Zustand darstellt. Er
wird oft aus Entfaltungskinetiken bestimmt (Fersht, 1999). Ein Wert [g’fT =1 zeigt den

TS mit einer geringen Losungsmittelzuganglichkeit der Aminosauren wie im
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gefalteten Zustand, ein Wert [g’fT = 0 indiziert eine Losungsmittelzuganglichkeit des

TS wie im entfalteten Zustand.

Beziehungen thermodynamischer
(TANFORD-f-Wert).

und Kinetischer

Parameter zur Definition von @1

Gl.3

0
Y Ink; =Inkf —m; - [D]
m, —m 0
: AGy_.1s =AG) .15 +My_71s" [D]
B =1- my __ M _Myts _4_M-ts m
m,-m; m-m, m m -my = 2218
OAG, RT
=¢=RT-(m —mf)
D] “ o
Ink, =Ink$ +m,-[D]
m, _OAGyrs _ ~RT-m 0
N=TS 6[D u AGy_1s = AG\.7s — M\aTs [D]
) m,
5AGU_>TS -m = -—N=TS
My-7s =W_=‘RT'mf Y RT
o Grad der ,,Zugénglichkeit“ des Ubergangszustandes fiir die Entfaltung
[g’fT Grad der ,,Zuginglichkeit“ des Ubergangszustandes fiir die Faltung (TANFORD-8-
Wert)
mg Anstieg des ,,Faltungsastes” im chevron -Plot
m, Anstieg des ,,Entfaltungsastes® im chevron -Plot
My_ts Anderung der ,Zuginglichkeit“ beim Ubergang vom entfalteten Zustand zum
Ubergangszustand wihrend der Faltung
M\_Ts Anderung der ,,Zuginglichkeit“ beim Ubergang vom nativen Zustand zum
Ubergangszustand wihrend der Entfaltung
m Anstieg am Wendepunkt der Transitionskurve (chemische Denaturierung)
kf Geschwindigkeitskonstante der Faltung eines Proteins bei einer bestimmten
Konzentration (Aktivitat) des Denaturans
kf0 Geschwindigkeitskonstante der Faltung eines Proteins ohne Denaturans
k, Geschwindigkeitskonstante der Entfaltung eines Proteins bei einer bestimmten
Konzentration (Aktivitat) des Denaturans
kl? Geschwindigkeitskonstante der Entfaltung eines Proteins ohne Denaturans
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AG,_,tg Differenz der freien Enthalpien des Ubergangszustandes und des entfalteten
Zustandes des Proteins bei einer bestimmten Konzentration (Aktivitit) des
Denaturans

AGS_)TS Differenz der freien Enthalpien des Ubergangszustandes und des entfalteten
Zustandes des Proteins ohne Denaturans

AGy_,1s Differenz der freien Enthalpien des Ubergangszustandes und des nativen
Zustandes des Proteins bei einer bestimmten Konzentration (Aktivitit) des
Denaturans

AG&_)TS Differenz der freien Enthalpien des Ubergangszustandes und des entfalteten

Zustandes des Proteins ohne Denaturans

[D] Konzentration (Aktivitit) des Denaturans
R universelle Gaskonstante
T absolute Temperatur

Der TANFORD-B-Wert betragt fur die meisten Proteine = 0,7 + 0,1. Dieser Betrag
zeigt, dak der Ubergangszustand beziiglich der Lésungsmittelzuganglichkeit dem
nativen Zustand ahnelt. Eine Bewegung des TS entlang der Reaktionskoordinaten
durch Veranderung der Losungsbedingungen nach Zusatz von Denaturanzien ist
nicht ungewohnlich und kann einen roll-over von chevron —Plots bedingen, der nicht
auf die Population von Intermediaten zurlckzufuhren ist (siehe oben) (Myers & Oas,
2002; Otzen et al., 1999). Nach HAMMOND &hnelt der Ubergangszustand einer
Konversion von zwei Zustanden strukturell demjenigen Zustand, zu dem er eine
geringere Energiedifferenz hat (Hammond, 1955). Das bedeutet, dal} eine
destabilisierende Mutation den TS in Richtung nativen Zustand bewegt.
Veranderungen von Bt als Folge von Mutationen konnen jedoch sowohl mit einem
Hammond-Effekt oder einem anti-Hammond-Effekt verbunden sein, was diesem
Wert nur eine begrenzte Aussagefahigkeit zur Struktur des Ubergangszustandes der
Faltung eines Proteins zuschreibt (Myers & Oas, 2002).

Obgleich die Messungen des thermodynamischen Gleichgewichtes zwischen
nativem und entfaltetem Zustand und der Kinetik der Faltungsreaktionen eine
globale, Uber ein Ensemble von Zustanden gemittelte energetische Beschreibung der
beiden Grundzustande und des Ubergangszustandes ergeben, erlauben diese keine
detaillierten strukturellen Aussagen. Ein experimenteller Ansatz hierzu ist die oben

genannte Methode des protein engineering. Die theoretischen und experimentellen
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Pionierarbeiten zu diesem Verfahren sind von FERSHT et al. geleistet und in
zahlreichen  Veroffentlichungen  dokumentiert ~worden  (zusammenfassende
Darstellungen (Daggett & Fersht, 2000; Fersht, 1993; Fersht, 1999)). Mutationen
werden an bestimmten Stellen des interessierenden Proteins eingefuhrt, wobei im
Zuge einer Vermeidung von gravierenden Storungen der nativen Struktur
vorzugsweise grolere Reste gegen kleinere  ausgetauscht  werden.
Gleichgewichtsmessungen zeigen den Effekt der Mutation auf die thermodynamische
Stabilitat der Variante, kinetische Messungen den auf TS oder populierte
Intermediate. Experimentell werden dabei die oben beschriebenen Verfahren
angewandt. Sie erlauben die Bestimmung des energetischen Beitrages von
individuellen Seitenketten im Faltungsproze3. Die Auswertung der Daten erfolgt
durch Bestimmung des Wertes ¢, welcher das Verhaltnis des Effektes der Mutation
auf den Ubergangszustand (oder den Zustand eines Intermediates) zu dem auf den
Grundzustand definiert (Fersht, 1999).

Die Indizes am Symbol definieren den betrachteten Faltungsweg (Faltung oder
Entfaltung) und die Zustéande (Ubergangszustand oder Intermediat). Jede Mutation
ist ein Sensor dafur, was wahrend des Faltungsweges an der Seite der Mutation

geschieht. Ein Wert ¢~ =0 bedeutet, dall beim Ubergang vom entfalteten in den
gefalteten Zustand die Energie des Ubergangszustandes an der Seite der Mutation

in gleichem MalRe geandert ist wie im entfalteten Zustand, d.h. die Struktur an der
Seite der Mutation liegt wie im entfalteten Zustand vor. Die Wechselwirkungen sind
unfolded-like. Ein Wert ¢~ =1 bedeutet, daB beim Ubergang vom entfalteten in den
gefalteten Zustand die Energie des Ubergangszustandes an der Seite der Mutation
in gleichem Malle geandert ist wie im gefalteten Zustand, d.h. die Struktur an der
Seite der Mutation liegt wie im nativen Zustand vor. Die Wechselwirkungen sind
native-like. Mit der Methode des double mutant cycle (siehe oben) kann gesichert
werden, dal durch die Mutation keine anderen Wechselwirkungen als die
betrachteten dominieren. Die Analyse von Faltungswegen auf der Grundlage von ¢ -
Werten erlaubt eine strukturelle Interpretation definierter Bereiche wahrend des
Faltungsprozesses von Proteinen, vor allem des Ubergangszustandes (Fulton et al.,
1999; Jackson et al., 1993; Main et al., 1999; Martinez & Serrano, 1999; Otzen et al.,
1994; Riddle et al., 1999; Villegas et al., 1998).
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Definition des ¢ -Wertes fiir den Ubergangszustand der Faltung eines Proteins.
Gl4

~AG{1s
kf‘”t K- kT e RT
h
~AG{1s
Wt Awt At var ke T _—rr
AGyZy =Gy -G ki® =x- ‘e

AGvar = Gvar _ var
U—N N U wt o Awt wt
AGy~1s = Grs -Gy
AGVQF — Gvar _ var
U—-TS TS U
AAG,_ = AGY'\ - AGY

var
wit var kf
AAGy .15 = AG{~1s —AGyZ1s = RT -In P
f
o = AAGy .15
AAG_y
AGC’,"LN Differenz der freien Enthalpien des nativen und entfalteten Zustandes des

Wildtyps eines Proteins

AGL‘ﬂN Differenz der freien Enthalpien des nativen und entfalteten Zustandes einer
Variante eines Proteins

AAGU_>N Differenz der Differenzen der freien Enthalpien des nativen und entfalteten

Zustandes des Wildtyps und der Variante eines Proteins

kat Geschwindigkeitskonstante der Faltung des Wildtyps eines Proteins
fvar Geschwindigkeitskonstante der Faltung einer Variante eines Proteins

K praexponentieller Faktor

Kg Boltzmann-Konstante

h Planck’sche Konstante

R universelle Gaskonstante

absolute Temperatur

AGWL Differenz der freien Enthalpien des Ubergangszustandes und des entfalteten
U—-TS
Zustandes des Wildtyps eines Proteins
AGL\,’i:TS Differenz der freien Enthalpien des Ubergangszustandes und des entfalteten
Zustandes einer Variante eines Proteins
AAG,_ g Differenz der Differenzen der freien Enthalpien des Ubergangszustandes und

des entfalteten Zustandes des Wildtyps und der Variante eines Proteins

q);‘ ¢ -Wert des Ubergangszustandes der Faltung
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Die Analyse mittels ¢ -Werten ist sowohl in theoretischer, als auch experimenteller
Hinsicht sehr elegant, jedoch auch umstritten (Myers & Oas, 2002). Die in der
experimentellen Praxis fur kleine Proteine verwendeten LFEs sind empirisch und es
gibt bisher noch keine theoretische Grundlage uber deren Validierung.
Strukturuntersuchungen konnen Veranderungen des nativen Zustandes durch
Mutationen zeigen, schwierig ist dies fur entfaltete Zustande. Experimentell werden
fur viele Proteine fraktionelle ¢ -Werte bestimmt, wobei verschiedene Interpretationen
moglich sind (Myers & Oas, 2002).

1. partielle Aufweichung des Ubergangszustandes an den mutierten

Wechselwirkungsseiten

2. Aufweichung oder kompletter Verlust von einzelnen Wechselwirkungen
innerhalb eines Satzes

3. Auftreten paralleler Faltungswege; ein Satz von Wechselwirkungen, der
durch die Mutation entfernt wurde, ist in einem anderen moglichen

Faltungsweg noch vorhanden
4. Kombinationen von 1. - 3.

Das Auftreten paralleler Faltungswege kann mit einem Brgnsted-Plot
Ak; = f(AINKy,y) oder AAG_1s=f(AAG,_y) (Definitionen siehe Gl.1a und Gl.4)
analysiert werden. Das Bild einer Kurvatur zeigt parallele Faltungswege an. Das
Vorliegen multipler Faltungswege mit Kombinationen partieller und ausgepragter
Wechselwirkungen kann auch einen quasi-linearen Plot ergeben und ist daher kein
Beweis fur das Vorliegen nur eines Faltungsweges. Eine signifikante Abweichung
von der Linearitt im Brgnsted-Plot kann nur bei Werten von AG,_,, >4 kcal mol”
sicher beurteilt werden. ¢-Werte <0 oder > 1 konnen aus multiplen, parallelen
Faltungswegen resultieren. Allgemein konnen Proteine Deletionen auf TS oder
Intermediate kompensieren und deren destabilisierenden Effekt minimieren, was eine

grofRere Strukturiertheit bedingt, als die ¢ -Werte anzeigen. Fir Proteine mit ¢~
zwischen 0 und 0,5 betragt der TANFORD-B-Wert [g’fT auch etwa 0,7. Die
Losungsmittelzuganglichkeit des Ubergangszustandes zeigt ein starkeres MalR der
Kompaktheit, als ¢ in diesem Falle erwarten 183t (Myers & Oas, 2002). Nach den in
Gleichung 4 dargestellten mathematischen Zusammenhangen relativiert ¢ die

Konsolidierung an Struktur im Ubergangszustand relativ zum entfalteten Zustand.
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Wenn Struktur in diesem Zustand vorhanden ist (residual structure), dann hat ¢ =0

eine andere Bedeutung.

Die Theorie des Ubergangszustandes ist eine feste Grundlage fiir experimentelle
Untersuchungen der Faltungsreaktionen von Proteinen. Wenn auch nicht
unumstritten haben daraus abgeleitete Parameter in Kombination mit protein
engineering zu strukturellen Vorstellungen der Ubergangszustande und von
Intermediaten des Faltungsweges von Proteinen gefuhrt. Neben der Verbesserung
experimenteller Techniken zur Detektion friher Faltungsphasen (Myers & Oas, 2002;
Roder et al, 2000) werden auch die theoretischen Ansatze durch die
Berucksichtigung anderer Theorien auf molekularer Ebene eine Erweiterung erfahren
(Fersht, 2004).
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3. MODELLE DER PROTEINFALTUNG UND DETERMINANTEN

Der vorliegende experimentelle Datensatz stutzt die Vorstellung einer
hierarchischen Natur der Faltung von Proteinen, auf der generell auch die bisher
vorgeschlagenen Modelle aufbauen (Tabelle 1). Viele Erkenntnisse konnten aus
Untersuchungen der Stabilitat und Faltung kleiner Proteine (RNAse A, RNAse Ty,
Nuklease aus Staphylococcus aureus, Chymotrypsininhibitor 2 aus Gerste, Barnase
und Barstar aus Bacillus amyloliquefaciens, Apomyoglobin, SH3-Domanen,
Cytochrom ¢, Tendmistat, p53, Csp B) als vergleichsweise einfache Modelle
gewonnen werden. Fur Proteine, die nach einem Zweizustandsmodell falten (two-
state folder), fand man eine Korrelation zwischen der Kontaktordnung (contact order),
ein Mal} des durchschnittlichen Abstandes kontaktierender Reste in der Sequenz
nativer Proteine, und den gemessenen Geschwindigkeiten der Faltung (Myers &
Oas, 2002; Plaxco et al., 1998). Die Starke dieser Korrelation zeigt, dal® die
Topologie des Proteins eine wichtige Determinante ist. Helikale Sekundarstrukturen
bilden mehr lokale Kontakte als B-Faltblatter, daher tendieren helikale Proteine zu
hoheren Geschwindigkeiten der Faltung. Circulare Permutationen eines Proteins, die
in eine ahnliche dreidimensionale Struktur, jedoch mit veranderter Topologie
aufweisen, zeigen in diesem Zusammenhang, dal3 die Kontaktordnung nicht allein
die Geschwindigkeit der Faltung bestimmt, sondern auch Kontakte der
Aminosaurereste Uber langere Distanzen (Myers & Oas, 2002). Die Primarstruktur
(Sequenz) eines Proteins ist die wesentliche Determinante seiner Faltung (Anfinsen,
1973). Nicht-native Strukturelemente konnen transient wahrend der Faltung von
Proteinen auftreten (Radford et al., 1992). Die artifizielle Einfuhrung solcher
Elemente in natlrliche Sequenzen vermindert erwartungsgemald die
thermodynamische Stabilitat dieser Konstrukte, hat aber nur einen geringen Effekt
auf die Geschwindigkeit der Faltung bzw. auf den Ubergangszustand.

Die Rolle von Intermediaten als Determinanten wird in der Literatur zum Teil
kontrovers diskutiert. Auch wenn sich Proteine bei Messungen der
thermodynamischen Stabilitat und der Kinetik nach einem Zweizustandsmodell
verhalten, kann die Existenz von Intermediaten nicht ausgeschlossen werden, da alle
Konformationen nach einer Boltzmann-Verteilung in geringen Konzentrationen
populiert sein konnen. Die Beobachtbarkeit (bzw. strukturelle Charakterisierung
mittels pulse -labeling) von Intermediaten hangt von deren freier Enthalpie relativ zu

den Grundzustanden des Proteins ab. Zudem zeigt die experimentelle
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Charakterisierung dieser nach einem Zweizustandsmodell faltenden Proteine, dafl
der Zustand des molten globule nicht fur alle Proteine von Bedeutung ist. Die
Energiebetrage fur die Faltung eines Proteins konnen durch Peturbationen geandert
werden. Durch destabilisierende Mutationen konnten fur Ubiquitin, dessen Wildtyp
nach einem Dreizustandsmodell faltet, Varianten erzeugt werden, die nach einem
Zweizustandsmodell falten. Nach Stabilisierung dieser Varianten mit Natriumsulfat
(Hofmeister-Effekt) ist das Intermediat wieder detektierbar (Dreizustandsmodell)
(Khorasanizadeh et al., 1996). Nach FERSHT ist der Faltungsweg eines Proteins
dann hinreichend vollstandig verstanden, wenn alle auftretenden Intermediate und
Ubergangszustande in ihrer energetischen Beziehung zueinander charakterisiert
werden konnen (Fersht, 1999). Erweiternd dazu wird von MYERS & OAS
vorgeschlagen, dal auch bei kleinen Proteinen, die nach einem Zweizustandsmodell
falten, das Ensemble der wenig populierten Zustande aus strukturellen bzw.
energetischen Neigungen (bias) des entfalteten Zustandes vorbestimmt ist (Myers &
Oas, 2002). Damit ist auch der entfaltete Zustand als Ausgangspunkt der Faltung
eine  Determinante. Residuelle  Mikrostrukturen, die  wahrend des
Entfaltungsprozesses persistent bleiben, wurden erstmals von NERI als hydrophobe
Cluster des 434 Repressors im chemisch entfalteten Zustand mittels NMR detektiert
(Neri et al., 1992). Das Auftreten lokaler Reststrukturen im entfalteten Zustand
wurde fur FKBP (Logan et al., 1994), Dihydrofolatreductase (Garvey et al., 1989) und
Nuklease aus Staphylococcus aureus (Shortle & Meeker, 1989) gezeigt.
Experimentelle Untersuchungen mittels NMR an Peptiden (Case et al., 1994,
Kemmink & Creighton, 1995; Nardi et al., 1997; Yao et al., 1994a; Yao et al., 1994b)
und Proteinfragmenten zeigen die Bildung von Wendebdgen (fturns) oder
fluktuierenden Helices, die mit Zufallsknaueln (random coil conformation) in einem
schnellen Gleichgewicht stehen konnen (Zeitbasis 10 ns bis 100 ns). Es kann davon
ausgegangen werden, dal} diese Strukturneigung von Polypeptidketten im entfalteten
Zustand eine wesentliche Determinante bei der Ausbildung lokaler Kontakte im
Faltungsproze® von Proteinen ist und daher das von LEVINTHAL aufgestellte
Paradoxon als solches nicht existiert (Levinthal, 1968). Eine ,lokale Neigung“ kann
die Konkurrenz zwischen multiplen kinetischen Wegen, wie zum Beispiel produktive

Faltung und Aggregation, modulieren (Myers & Oas, 2002).

Verschiedene Modellvorstellungen uUber die Faltung von Proteinen sind auf der
Grundlage experimenteller Daten und theoretischer Ansatze entwickelt worden. Man
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fallt unter dem ,old view’ die klassischen Modelle zur Faltung von Proteinen, unter
dem ,new view' Modelle der Beschreibung des Prozesses mittels Energietrajektorien
(Faltungstrichter, folding funnel) zusammen. Bezlglich der Struktur des
Ubergangszustandes wird auch zwischen homogenen und heterogenen
Mechanismen unterschieden. Elementar beschreiben erstere einen einzelnen
Ubergangszustand mit sehr eingeschrankter konformationeller Heterogenitat,
zweitere einen Ubergangszustand als eine Ansammlung von divergierenden
Zustanden (Myers & Oas, 2002). In Tabelle1 sind die wesentlichen
Modellvorstellungen zusammengefal3t.

Nukleationen stellen die initialen Faltungsschritte der Polypeptidkette dar, die auch
als hydrophober Kollaps (hydrophobic collaps) bezeichnet werden. Die meisten
Modelle gehen von einer Vielzahl nicht-nativer Konformationen der Polypeptidkette
aus, deren Verteilung im Verlaufe des Faltungsprozesses abnimmt
(Entropieabnahme), wahrend die Verteilung nativahnlicher Konformationen in der

Zeiteinheit zunimmt.
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4. CIS/ TRANS -ISOMERISIERUNG VON PEPTIDYL-PROLYL-BINDUNGEN
ALS LANGSAME KONFORMATIONSANDERUNGEN UND DEREN KATALYSE
DURCH PEPTIDYL-PROLYL-CIS / TRANS -ISOMERASEN

4.1. Eigenschaften von Peptidyl-prolyl-bindungen (Prolylbindungen)

Peptidbindungen sind elementare Verknupfungsstellen der Aminosauren fur die
Ausbildung der Primarstruktur eines Proteins. Die Distanz der C-N-Bindung ist um
0,15 A kirzer als fur eine normale Einfachbindung erwartet. Daher besitzen
Peptidbindungen einen partiellen Doppelbindungscharakter und sind planar (Pauling,
1960). Wie auch fur Amide gezeigt (Stewart & Siddall Ill, 1970) konnen die
flankierenden Kohlenstoffatome daher in cis - oder frans —Konformation vorliegen
(dihedraler Winkel o = 0 ° oder 180 °). Aus theoretischen Berechnungen (Jorgensen
& Gao, 1988; Ramachandran & Mitra, 1976) und Messungen von cis/trans —
Gleichgewichten von nicht-Prolylbindungen in Oligopeptiden mittels 'H-NMR
(Scherer et al., 1998) ist der Gehalt des entsprechenden cis —Isomers kleiner als
1 %. Daher ist der Anteil dieses Konformers in gefalteten Proteinen sehr klein
(Reimer, 1998).

Fur Prolylbindungen ist die freie Enthalpiedifferenz zwischen cis— und trans —
Konformer (auch als Rotamere bezeichnet) wesentlich geringer, da sowohl das Ca-,
als auch Cy-Atom des Pyrrolidinringes zum N-terminalen Ca-Atom in cis —Stellung
lokalisiert ist (Balbach & Schmid, 2000). In vielfaltigen Untersuchungen an
Modellpeptiden mittels NMR-Spektroskopie ist gezeigt worden, dal} der Gehalt an
cis —Isomer einer Prolylbindung von der Art der N-terminal zum Prolinrest
befindlichen Aminosaure abhangt (Reimer et al., 1998). Eine lokale Kontrolle der
Konformation  durch  Stabilisierung  der  cis —Prolylbindung  wird  durch
Wechselwirkungen aromatischer Aminosauren N-terminal zum Prolinrest gemessen
(Reimer et al., 1998; Thornton, 1992; Wu & Raleigh, 1998). Durch diese
Wechselwirkung der aromatischen Aminosauren mit dem alicyclischen Pyrrolidinring
kann das Gleichgewicht der Rotamere in Modellpeptiden starker zum cis- Isomer
verschoben sein, als dies fur eine entsprechende nichtaromatische Aminosaure
gemessen wird (siehe auch Erlauterungen unten). Fur die Rotationsbarrieren der

Prolylbindung  unstrukturierter  Polypeptide werden unter physiologischen
Bedingungen freie Aktivierungsenthalpien AGZ von 75—90 kJ mol (17,9 -

cis<>trans
21,5 kcal mol™) gemessen (Schmid, 1992).
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[CiS - Konformer]

Die Werte fur die Gleichgewichtskonstanten K

. /t -_—
cisfirans [trans - Konformer]

sekundarer Amidbindungen in Oligopeptiden und entfalteten Polypeptidketten sind
wesentlich kleiner als 0,01 (Scherer et al., 1998; Schiene-Fischer & Fischer, 2001),
die von Prolylbindungen in Abhangigkeit von der N-terminalen Aminosaure des
Prolinrestes betragen 0,1 bis 1 (Reimer et al., 1998; Yao et al., 1994Db).

Recherchen aus verfugbaren Strukturen der Bookhaven Protein Database zeigen,
dald etwa 6-7 % aller Prolylbindungen in nativen Proteinen in cis —Konformation
vorliegen (Wu & Raleigh, 1998), sowie 43 % von 1435 nicht-redundanten
Proteinstrukturen wenigstens eine Prolylbindung in cis —Konformation besitzen
(Balbach & Schmid, 2000). Der Gehalt an cis —Rotamer steigt auf 12-17 %, wenn
der Aminosaurerest N-terminal zum Prolinrest ein aromatischer Rest ist. In nativen
Proteinen wird die hochste Neigung fur das cis —Rotamer fur die Sequenz Tyr-Pro
(20-25 %) gefunden, fur Phe-Pro nur 6-9 % (Wu & Raleigh, 1998). Die Sequenz Trp-
Pro liegt nicht als cis —Rotamer in nativen Proteinen vor, wobei der erfal3te Anteil der
Sequenz Trp-Pro in Proteinen der Brookhaven Protein Database sehr klein ist
(Hessling, 2003). Es gibt noch keine wissenschaftlich eindeutige Erklarung, weshalb
der prozentuale Anteil an cis —Isomer fur die Sequenz Tyr-Pro dreimal groRer ist, als
fur die strukturell ahnliche Sequenz Phe-Pro, auch bezuglich des Einflusses von
Unterschieden der lokalen Umgebung (local environment). Fur dieses Motiv
enthaltende Modellpeptide konnte gezeigt werden, dald das Gleichgewicht der
Rotamere nach Zusatz von 8M Harnstoff (Bedingungen der chemischen
Denaturierung von Proteinen) nicht beeinflult wird (Wu & Raleigh, 1998).

Diese lokalen Wechselwirkungen sind sehr bedeutsam in der Stabilisierung von
Wendebdgen (furns). Von WRIGHT, DYSON und Mitarbeitern konnte fur kleine
Peptide der Struktur X-Ar-cis Pro-Ar-Asp-X  (Arfur einen aromatischen
Aminosaurerest, X fur einen beliebigen Aminosaurerest) gezeigt werden, dal} diese
in Losung bevorzugt einen Typ VI-Wendebogen (type VI turn) ausbilden, der neben
Ladungswechselwirkungen der N-terminalen Aminosaure X mit Asp auch durch
Bildung eines Clusters der beiden aromatischen Seitenketten mit dem Pyrrolidinring
des Pro stabilisiert wird (Yao et al., 1994a).

Es ist zu erwarten, dal} lokale Interaktionen, die das cis / trans —Gleichgewicht von

Aminosauren beeinflussen und dadurch ein Rotamer gegenuber dem anderen durch
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van der Waal's oder ionische Wechselwirkungen stabilisieren konnen, einen
signifikanten Einfluld auf die Struktur(en) des entfalteten Zustandes und die
Faltungsreaktionen von Proteinen haben. Es ist fur viele prolinhaltige Proteine in
Experimenten gezeigt worden, dal} die Isomerisierung von Prolylbindungen
geschwindigkeitsbestimmend sein kann (Schmid, 1986; Schmid, 1992; Wedemeyer
et al., 2002).

Die thermodynamischen Daten zum cis /trans —Gleichgewicht von Peptiden der
Struktur Gly-Ar-Pro-Gly (Ar fur einen aromatischen Aminosaurerest) im protischen
(D20) und dipolar aprotischen Losungsmittel (DMSO-de) wurden veroffentlicht (Wu &
Raleigh, 1998). Peptide dieser Sequenz bilden keinen Typ VI-Wendebogen, sondern

zeigen im NMR-Spektrum 3JHNQ-KoppIungskonstanten des aromatischen Restes in
der cis —Konformation (7,0-7,5 Hz) fur einen Zufallsknauel (random coil). Sie dienen
daher als Modelle fur das Studium der Wechselwirkungen zwischen dem
aromatischen und alicyclischen Ringsystem. Das Ausmal} der Wechselwirkung
zwischen dem aromatischen Ring und dem Pyrrolidinring kann aus dem Effekt auf
das cis/trans —Gleichgewicht quantifiziert werden. Eine Beschreibung des
Gleichgewichtes der beiden Rotamere durch ein einfaches Zweizustandsmodell ist
schon aus theoretischen Erwagungen zu vereinfacht, da sowohl das cis -, also auch
das trans —Isomer eine Heterogenitat der Konformationen zeigen. Fur das cis —
Rotamer sind zwei Konformationen mit syn - und anti —Anordnung des Arylrestes des
aromatischen Aminosaurerestes zum Pyrrolidinring des Prolinrestes moglich, wobei
die syn —Anordnung wesentlich starker populiert ist. Es gilt die in Gleichung 5
dargestellte mathematische Beziehung, wobei K,, ., die apparente

Gleichgewichtskonstante der beiden Rotamere ist.
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Definition der Gleichgewichtskonstante der Prolylisomerisierung unter Beriicksichtigung von

Wechselwirkungen des Pyrrolidinringes mit aromatischen Seitenketten.

Gl.5
K [cis —Isomer]
osfirans = Ttrans —Isomer|
[cis —Isomer ] =[cis, —Isomer ]| +[cis, —Isomer]
[cis, —Isomer | [ciss —Isomer]
. t = . . = N
es-ans = Ttrans - Isomer | o:1%5 "~ [cis, —Isomer]
Kcis/trans = Kcis, /trans (1 + KcisS [cis, )
Keis/trans apparente Gleichgewichtskonstante der beiden Rotamere der
Prolylbindung
[CiS - Isomer] totale Konzentration an cis -lsomer
[trans - Isomer] totale Konzentration an trans -lsomer
[CiSs - Isomer] Konzentration an cis —Isomer mit stabilisierender Wechselwirkung
[CiS, - Isomer] Konzentration an cis —Isomer ohne stabilisierende Wechselwirkung

K

cis, Itrans Gleichgewichtskonstante der Rotamere ohne stabilisierende

Wechselwirkung

K

cis, /cis, Gleichgewichtskonstante der Subpopulationen der cis -lsomere mit und

ohne stabilisierende Wechselwirkung

Die Subpopulation an Isomer cis, bezeichnet die Konzentration an cis -Isomer ohne

stabilisierende Wechselwirkung mit dem aromatischen System, cis, die mit

S

stabilisierender Wechselwirkung. K ist die Gleichgewichtskonstante fur und

cisg/ cis,

K ohne diese Wechselwirkung. Fur das cis -lsomer des betrachteten

cis, /trans
Modellpeptides wurden bei Tryptophan fur 76 %, bei Tyrosin fur 67 % und bei
Phenylalanin fur 60 % der Molekule stabilisierende Wechselwirkungen mittels NMR
auf der Basis der J—-Kopplungskonstanten nachgewiesen. Die stabilisierenden
Wechselwirkungen sind auch bei 8 M Harnstoff persistent, was deren Bedeutung fur
die Strukturbildung im entfalteten Zustand von diese Strukturmotive enthaltenden
Proteinen unterstreicht.
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Die elementare Reaktion der cis / trans —Isomerisierung beinhaltet eine Rotation um
eine partielle Doppelbindung. Die Energiebarriere ist vorwiegend enthalpischer
Natur mit Aktivierungsenthalpien um 20 kcal mol™” und kleinen Aktivierungsentropien.
Im Ubergangszustand erfolgt nur eine geringe Umorientierung des Solvens. Die
Reaktion ist schneller in apolaren Losungsmitteln. Dieser experimentelle Befund wird
mit einer weniger polaren Natur des Ubergangszustandes der Isomerisierung durch
einen Verlust der Resonanz zwischen Carbonylgruppe und Stickstoff erklart (Balbach
& Schmid, 2000; Stein, 1993). Einflusse, die den Charakter der Einfachbindung der
Prolylbindung verstarken (Protonierung am Stickstoff, Reste mit starken induktiven
Effekten am Pyrrolidinring in Prolinanaloga), erhdhen die Geschwindigkeitskonstante
der Isomerisierung. Einflisse, die den Doppelbindungscharakter der Prolylbindung
durch Verstarkung der Resonanz erhohen (Protonierung am Carbonylsauerstoff
durch starke Sauren oder Wasserstofforickenbindungen), erniedrigen die
Geschwindigkeitskonstante (Schmid & Baldwin, 1978).  Allgemein sind die
Geschwindigkeitskonstanten der Prolylisomerisierung vom pH-Wert und der
Konzentration eines Denaturans unabhangig, gemessene Abhangigkeiten
beobachteter Geschwindigkeitskonstanten (kos) bei Faltungsreaktionen von
Proteinen ergeben sich in der Regel aus der Kombination mikroskopischer
Geschwindigkeitskonstanten von Elementarschritten.

Von REIMER et al. (Reimer et al., 1998) sind die thermodynamischen Parameter und
mikroskopischen  Geschwindigkeitskonstanten (bei T=4°C, experimentelle
Limitationen) der Prolylisomerisierung in polarem Losungsmittel fur einen Satz von N-
und C-terminal geschutzten Pentapeptiden der Form Ac-Ala-Xaa-Pro-Ala-Lys-NH;
mittels "H-NMR gemessen worden, wobei fiir X4, alle 20 kanonischen Aminosauren
substituiert wurden. Die Bildung von Wendebogen-Strukturen (type VI turns) als
stabilisierende Elemente der cis —Konformation wurde fir diese Peptidserie durch
Untersuchung der fur diese Motive typischen Kopplungskonstanten von 3k, und
mittels Fern-UV  Circulardichroismus ausgeschlossen. Die aromatischen
Aminosauren Phe, Tyr, Trp und auch His fur Xz, zeigen in der Serie einen hoheren
Anteil an cis—Rotamer an, wobei im Rahmen dieser Untersuchungen keine
Unterscheidung zwischen stabilisierter Konformation cis; und nichtstabilisierter
Konformation cis; gemacht wurde (siehe oben). REIMER et al. konnten in diesen

Untersuchungen zeigen, dald die Aminosaure His fur X,, bei pH=3,5 beide

Teilreaktionen der Prolylisomerisierung wesentlich beschleunigen kann (Reimer et
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al.,, 1998). Wird Pro fur Xass substituiert, verhalten sich beide Iminosaurereste
bezuglich der Population der mdoglichen und nachweisbaren Rotamere und der
Geschwindigkeitskonstanten ihrer Konversion im Rahmen eines thermodynamischen
Zyklus autonom. Die thermodynamischen und kinetischen Daten zur
Prolylisomerisierung aus dieser Serie von Modellpeptiden sind nur bedingt auf die
Faltung von Proteinen Ubertragbar (entfalteter Zustand als Start des
Faltungsprozesses), da die lokalen Wechselwirkungen im entfalteten Zustand eine
wesentliche Komponente auch fur vergleichsweise langsame Reaktionen dieses
Prozesses darstellt (siehe oben).

4.2. Effekte von Substituenten am Pyrrolidinring von Prolinresten auf das

Gleichgewicht und die Konversion von Rotameren

Die thermodynamischen und kinetischen Parameter der Isomerisierung von
Prolylbindungen sind durch Untersuchungen an Modellpeptiden durch systematische
Variation des zum Prolinrest N-terminalen Aminosaurerestes erhalten worden. Der
Einbau von Konfigurationsisomeren (D-Aminosauren) erlaubte Aussagen zu
stereochemischen Aspekten der Isomerisierung (Schiene et al., 1998). Fur eine
systematische Untersuchung der Konversion von Rotameren im molekularen Detail
kamen Analoga des Prolins zur Anwendung. Die synthesechemischen Verfahren zur
Herstellung dieser Analoga zielen zum einen auf die EinfGhrung von Substituenten

am Pyrrolidinring oder dessen Modifizierung (pseudo-Proline, WPro), zum anderen

auf die chemische Modifizierung der Peptidbindung N-terminal zum Prolinrest durch
eine Thiocarbonylgruppe (Thioxogruppe). Beide Verfahren kommen auch kombiniert
zur Anwendung (Kern et al., 1997; Schutkowski et al., 1995; Schutkowski et al.,
1994). Die Konformationseigenschaften dieser Prolinanaloga in Peptidsequenzen
werden bezlglich der Verschiebung der Gleichgewichtskonstanten und der
mikroskopischen Geschwindigkeitskonstanten (Gleichung 6) im Vergleich zur
parentalen (nichtmodifizierten) Sequenz verglichen.
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Gleichgewichtskonstante und Geschwindigkeitskonstanten der Prolylisomerisierung.

Gl.6
[cis - Isomer] k .
K _ _ "Mtrans—cis
cis/trans — - k
[trans - Isomer] cis—trans
Keis/trans apparente Gleichgewichtskonstante der beiden Rotamere der

Prolylbindung

[CiS - Isomer] totale Konzentration an cis -Isomer
[trans - Isomer] totale Konzentration an trans -Isomer

Kirans—scis mikroskopische Geschwindigkeitskonstante der trans — cis-
Isomerisierung der Prolylbindung
Keis—strans mikroskopische Geschwindigkeitskonstante der cis — trans-

Isomerisierung der Prolylbindung

Aus diesem experimentellen Ansatz steht ein groRer Datensatz zur Verfugung, der
auch fur Faltungsreaktionen von Bedeutung ist. Jede mogliche Monosubstitution am
Pyrrolidinring des Prolins bedingt die Einfuhrung eines neuen Asymmetriezentrums,
woraus diastereomere chemische Verbindungen resultieren, die bezuglich der
thermodynamischen und kinetischen Parameter der Rotamerengleichgewichte nach
Einbau in Peptidsequenzen Unterschiede aufweisen kdnnen (siehe unten).

Es ist abzusehen, dal} die Einfuhrung von Thioxoverbindungen als Bausteine von
modifizierten bzw. artifiziellen Proteinsequenzen mit modernen Methoden der
chemischen Ligation (chemical ligation) gelingen wird (Bordusa, 2000). Far
Modellpeptide wurde gezeigt, dal® k__...,s fur die Thioxoverbindungen um den
Faktor 25 — 125 langsamer ist als fur die Kontrollsubstanzen (Oxoverbindungen), was
auf eine um etwa 1,9 bis 2,9 kcal mol”’ gréRere Rotationsbarriere um die C-N-
Bindung zurlckzufuhren ist (Schutkowski et al., 1994). Die Thermodynamik dieser
cis —trans Konversion zeigt einen enthalpischen Beitrag vergleichbar mit den
Kontrollsubstanzen, jedoch einen ungunstigen negativen entropischen Beitrag. Der
Gehalt an cis —Konformer im dipolar aprotischen Losungsmittel unterscheidet sich fur
die entsprechend analogen Peptide in beiden Verbindungsklassen nicht
(Schutkowski et al., 1996).
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Die Gleichgewichtskonstante der Konformere in pseudo-Proline enthaltenden
Peptiden hangt von der Substitution und der Chiralitat des 6-Kohlenstoffatoms ab.
An diesem Atom disubstituierte Prolin- und pseudo-Prolinreste favorisieren das cis —
Konformer, wahrend unsubstituierte dieselbe Praferenz wie ein Prolinrest haben
(Cavelier et al., 2002; Liang et al., 1992).

Untersuchungen mittels '"H-NMR und Fern-UV Circulardichroismus an geschiitzten
Dipeptiden, die einen (2S,5R)-5-tert-Butyl-prolyl-rest enthalten, zeigten durch die
Praferenz der Bildung eines Typ VI Wendebogens im polaren, dipolar aprotischen
und apolaren Losungsmittel einen sehr hohen Gehalt an cis —Konformer (67 - 90 %)
im Vergleich zur Kontrollsubstanz (14 - 30 %) (Halab & Lubell, 1999). Dieser
Substituent beeinflul3t die Energiebarriere der Amidrotation und verkleinert den
dihedralen Winkel y aus sterischen Grunden. Das Analogon y-(Dimethylsila)-prolin
[4-(Dimethylsila)-prolin] als Baustein eines Modellpeptides (Tetrapeptid) zeigte in
DMSO-ds keinen Unterschied des Gehaltes an cis —Konformer im Vergleich zur
Kontrollsubstanz (14 - 17 %) (Cavelier et al., 2002). Das Analogon 2,4-Methano-
prolin (2,4-methylenverbrucktes Prolin) fixiert in Modellpeptiden die Prolylbindung in
trans -Konformation. Die Energiedifferenz der Grundzustande der Rotamere dieses
Analogons betragt 5 kcal mol” (Piela et al., 1987; Talluri et al., 1987). Von der
Gruppe um SCHERAGA wurde 1999 das Analogon 6,6-Dimethyl-prolin (5,5-Dimethyl-
prolin) eingefuhrt, welches nach Einbau in Peptidsequenzen den substituierten
Prolinrest in der cis —Konformation fixiert (An et al., 1999).

In Position 4 oder Cy substituierte Prolinreste sind Bausteine von Biomolekulen, wie
Kollagen. Dessen Tripelhelix ist aus drei Einzelketten der Sequenz —(Gly-Pro-(4R)-
Hyp),- aufgebaut, wobei die Prolylbindungen in trans —Konformation vorliegen
(Bachinger et al., 1978; Bella et al., 1994; Rich & Crick, 1961; Traub & Piez, 1971).
Durch eine Monosubstitution eines L-Prolinrestes sind zwei diastereomere
Verbindungen zuganglich, L-(4R)-Hyp und L-(4S)-Hyp, wobei nur ersterer Baustein
die Tripelhelix stabilisiert (Jenkins & Raines, 2002; Mooney et al., 2002). Die
Substitution von Fluor in Position4 von Prolinresten brachte wesentliche
Erkenntnisse Uber dessen Konformationseigenschaften. Der Pyrrolidinring kann in
Losung zwei Ringkonformationen einnehmen, die als pucker bezeichnet werden. Es

werden ein endo-pucker und ein exo-pucker unterschieden.
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Die Losungsstruktur von Modellpeptiden der Art —(Gly-Pro,-Proy),.- zeigte, dal} hier
Prox vorwiegend als endo-pucker, Proy als exo-pucker vorliegt (Bella et al., 1994;
DeRider et al., 2002; Jenkins & Raines, 2002; Persikov et al., 2003). Wesentliche
Erkenntnisse zur Stabilitat von tripelhelikalen Strukturen der Polyprolin-lI-Helices
wurden durch an Position 4 fluorierte Prolinderivate, L-(4R)-FPro und L-(4S)-FPro,
und deren Einbau in kollagene Modellpeptide erhalten. In organischen
Verbindungen gebundenes Fluor hat einen sehr starken elektronegativen Effekt und
bildet keine Wasserstoffbrickenbindungen aus. Die pK,-Werte am Stickstoff der
konjugierten Saure betragen fur L-Pro 10,80 , fur L-(4R)-Hyp 9,68 und fur L-(4R)-FPro
9,23 (Jenkins & Raines, 2002). Daher wird durch die genannten Substitutionen die
Elektronendichte am Stickstoff verandert (starkerer sp>-Charakter). Die Einfiihrung
von L-(4R)-FPro in kollagene Modellpeptide hat eine extreme Erhdhung, die von L-
(4S)-FPro eine extreme Verminderung der thermodynamischen (konformationellen)
Stabilitat zur Folge (Barth et al., 2004; Jenkins & Raines, 2002).

Die Ursache dieser extremen Unterschiede resultiert aus einem Zwischenspiel
verschiedener Faktoren und ist im sogenannten gauche-Effekt begrundet, der den
pucker der substituierten Pyrrolidinringe bestimmt (Panasik et al., 1994). Er
beschreibt ein bei organischen Verbindungen auftretendes Phanomen, wonach bei
zwei vicinalen Kohlenstoffatomen mit elektronegativen Substituenten diese in der
Konformation gauche (60 °) zueinander stehen (O'Hagan et al., 2000). Dadurch ist
eine maximale Uberlappung zwischen den bindenden Orbitalen der mehr
elektropositiven Substituenten und den antibindenden Orbitalen der mehr
elektronegativen Substituenten moglich. Diese Wechselwirkung ist besonders stark
zwischen einem Fluor und dem Stickstoff einer Amidgruppe. Die Manifestierung des
gauche -Effektes in L-(4R)-Hyp und L-(4R)-FPro bedingt deren vorwiegende
Konformation im exo-pucker (Gerig & McLeod, 1973). Der dihedrale Winkel ¢ ist
eine Funktion des puckers. Ein Winkel vy = 150 ° erlaubt eine optimale Uberlappung
zwischen dem nichtbindenden Elektronenpaar des Carbonylsauerstoffs der
Prolylbindung (O;_,) und einem antibindenden n-Orbital des Amidkohlenstoffs C.
(Abbildung 1).
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Abb.1  Wechselwirkung (n—>n*) zwischen

dem Carbonylsauerstoff der Prolylbin-
dung und dem C-terminalen Amid-
kohlenstoff fiir die Stabilisierung der
trans — Konformation der Prolylbin-
dung (aus (Jenkins & Raines, 2002)).

Diese n— z*-Wechselwirkung stabilisiert zusatzlich die trans —Konformation der
Prolylbindung, die eine Voraussetzung der Bildung tripelhelikaler Strukturen wie in
Kollagen ist. In der cis —Konformation wiirde Ca,_, proximal zu C, stehen, wodurch
keine zusatzliche Stabilisierung durch eine n — x *-Wechselwirkung mdglich ist. Der
Torsionswinkel w als Kennzeichen des entsprechenden Rotamers ist daher direkt mit
dem pucker des Pyrrolidinringes verbunden. Je starker die Elektronegativitat eines
(R)-Substituenten an Position 4, desto groRer ist die Stabilisierung der trans —
Konformation. Dementsprechend ist in L-(4S)-FPro enthaltenden Verbindungen die
cis —Konformation starker stabilisiert.

Die Substitution von L-(4R)-Aminoprolin fur L-(4R)-Hyp in tripelhelikalen
Modellpeptiden resultierte durch den gauche -Effekt ebenfalls in einer
thermodynamischen Stabilisierung im Vergleich zum Kontrollpeptid, wobei prototrope
Gleichgewichte der Aminogruppe Mischeffekte in Abhangigkeit vom pH des Mediums
bedingen (Jenkins & Raines, 2002).

Von RENNER et al. (Renner et al., 2001) sind die thermodynamischen Parameter
der Gleichgewichte und die Geschwindigkeitskonstanten der Konversion der
Rotamere von N-acetyl-L-(4R)-FPro-OMe, N-acetyl-L-(4S)-FPro-OMe und N-acetyl-4-
L-diFPro-OMe untersucht worden (Tabelle 2). Diese Daten stehen im Kontext zu den
oben dargelegten Ausfuhrungen. Daher ist auch erklarbar, weshalb cis—
Prolylbindungen in kristallinen Proteinen einen endo-pucker des Pyrrolidinringes

zeigen.

Durch moderne Verfahren des protein engineerings (selective pressure
incorporation, protein splicing, chemical ligation) ist es maoglich (isosterische)
Prolinanaloga in Proteine einzubauen. Die Isomerisierungen von Prolinresten sind

oft fur langsame Faltungsreaktionen von Proteinen verantwortlich. Die gezielte
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Substitution von Prolinresten der Primarstruktur, die im nativen Zustand von
Proteinen in der Regel nur eine der moglichen Konformationen realisieren, erlaubt
experimentell eine gezielte Beeinflussung von Faltungsreaktionen und der

thermodynamischen Stabilitat.

4.3. Isomerisierung von Prolylbindungen als langsame Faltungsreaktionen von

Proteinen

Die Isomerisierung von Prolylbindungen als Bestandteil der Faltung von
prolinhaltigen Proteinen ist seit der Entdeckung, dal® entfaltete Ribonuklease A
(RNAse A) aus einer heterogenen Mischung von Molekllen besteht, Gegenstand
zahlreicher experimenteller Untersuchungen (Garel & Baldwin, 1973). BRANDTS et
al. entdeckten 1975, dal} langsame Faltungsphasen von Proteinen zum Erreichen
der nativen Konformation durch die cis /trans —Isomerisierung von Prolylbindungen
bedingt sein kdnnen (Brandts et al., 1975). Die in diesen frihen Arbeiten festgelegte
Terminologie ist bis heute fur die Problematik beibehalten worden. Die fur Peptide
gemessenen Gleichgewichte der Rotamere und experimentelle Daten zu Sequenz-
und Substituenteneffekten konnen generell auf entfaltete Proteinketten Ubertragen
werden, wenn nicht durch Disulfidbricken eine entropische Destabilisierung des
entfalteten Zustandes eintritt, der auch das Gleichgewicht der Konformere von
Prolylbindungen einschliefen kann. Im nativen Zustand wird in der Regel nur ein
Konformer der Prolylbindung realisiert (Ausnahme Nuklease aus Staphylococcus
aureus (Evans et al., 1987; Fox et al., 1986)). Ausgehend davon bezeichnet man die
Fraktion entfalteter Moleklule als U; (Index von fast, schnell faltend), deren
Konformation der Prolylbindung der des nativen Zustandes entspricht. Sie falten
direkt in die native Konformation zurtick. Die Fraktion entfalteter Molekule, deren
Konformation nicht der des nativen Zustandes entspricht, bezeichnet man als U,
(Index von slow, langsam faltend). Sie falten nur unter Reisomerisierung der nicht-
nativen Prolylbindung in die native Konformation zuruck (Kiefhaber et al., 1992;
Schmid, 1986; Schmid, 1992). Bei Vorhandensein mehrerer Prolylbindungen, fur die
meisten Proteine die Regel, teilen sich diese Fraktionen gemall den
thermodynamischen Stabilitaten der Rotamere weiter auf (Gleichgewichte der
Subpopulationen), so dal® aus diesen multiplen Gleichgewichten im entfalteten
Zustand neben regular konsekutiven auch parallele Faltungswege resultieren
konnen. Die optischen Eigenschaften (Absorption, Fluoreszenz,
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Circulardichroismus) der Rotamere der Polypeptidkette sind im vollstandig entfalteten
Zustand gleich, eine differenzierte Charakterisierung ist durch
Kernresonanzspektroskopie moglich (Grathwohl & Wathrich, 1981; Reimer & Fischer,
2002; Wauthrich & Grathwohl, 1974). Die prozentualen Anteile der beiden
Hauptfraktionen U; und U, sind von der Konformation des (der) Prolinrestes
(Prolinreste) im nativen Zustand abhangig. Das cis—Isomer eines Prolinrestes
besitzt eine hohere Energie des Grundzustandes im Vergleich zum trans —Isomer
und ist daher in geringeren Konzentrationen fur Polypeptide in Losung nachweisbar.
Nehmen Proline im nativen Zustand eines Proteins eine cis —Konformation ein, ist die
Konzentration an U, im Gleichgewicht grof3er als U;, weil U; eine hohere Energie
des Grundzustandes als U, besitzt. Die Geschwindigkeitskonstanten der
Prolylisomerisierung konnen theoretisch groRer, etwa gleich oder viel kleiner in
Bezug auf die der Konsolidierung der Elemente der Sekundar- und/oder
Tertiarstruktur (Hauptfaltungsphase, main folding phase) sein.

Von KIEFHABER und ScHMID sind in einer klassischen Publikation
Fallunterscheidungen der Prolylisomerisierung im Vergleich zur Konformationsfaltung
eines Proteins, auch fur mehrere essentielle Prolylbindungen, in mathematischen
Modellen abgehandelt worden (Kiefhaber et al., 1992). Faltungsprozesse, die durch
Prolylisomerisierungen limitiert sind, kdonnen durch mathematische Auswertung der
gemessenen Reaktionen nach Modellen (Amplituden, Geschwindigkeitskonstanten),
die Methode des Doppelsprungs (double-jump assay, double-mixing assay), die
Katalyse der Isomerisierung durch PPlasen sowie die Substitution von Prolinresten
durch andere Derivate (kanonische oder nicht-kanonische Aminosauren) mittels
protein engineering untersucht werden (Balbach & Schmid, 2000; Schmid, 1986).
Oft werden diese Methoden in Kombination angewandt.

Experimentell werden Parameter von Faltungsreaktionen zumeist durch kinetische
Messungen der chemischen Entfaltung aus dem nativen Zustand und der Faltung
aus dem chemisch entfalteten Zustand bei verschiedenen Konzentrationen an
Denaturans gemessen. Reine Faltungsprozesse (ohne Assoziationen als
bimolekulare Schritte) sind Reaktionen 1. Ordnung. Langsame Faltungsprozesse,
wie Isomerisierungen von  Prolylbindungen, konnen Phasierungen der
Progresskurven bedingen, deren mathematische Auswertung die apparenten
Geschwindigkeitskonstanten und Amplituden liefern (Kiefhaber & Schmid, 1992).
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Der Nachweis der Isomerisierung von Prolylbindungen im entfalteten Zustand
gelingt mit der Methode des Doppelsprungs ausgehend vom nativen Zustand des
Proteins. Nach einem ersten Sprung in Entfaltungsbedingungen isomerisiert die
Prolylbindung von U; zu U,. Durch einen zweiten, analytischen Sprung nach
bestimmten Inkubationszeiten unter Entfaltungsbedingungen (delay time) zu
Faltungsbedingungen kann die Konzentration von U; durch die Amplitude der
schnellen Ruckfaltungsphase bestimmt werden. Die Amplitude der langsamen

Phase ist der Konzentration an U, proportional.

Die Hauptfaltungsphase (main folding phase) oder Konformationsfaltung
(conformational folding) eines Proteins beschreibt die Formierung dessen
wesentlicher Strukturelemente. Aus experimentellen Datensatzen zur Faltung von
Proteinen, die durch Anderungen analytischer MeRsignale (Absorption, Fluoreszenz,
Circulardichroismus) sehr gut untersucht werden kann, ist gezeigt worden, dal} die
Konformationsfaltung auch beim Vorliegen nicht-nativer Prolylbindungen erfolgt. Der
native Zustand mit korrekten Prolylbindungen bildet sich aus einem Intermediat, das
nativ-ahnliche Struktur besitzt und als nativ-ahnliches (native-like) Intermediat I
bezeichnet wird. Der Nachweis eines solchen Intermediates gelingt mit der Methode
des Doppelsprungs ausgehend vom entfalteten Zustand mit U; und U, im
Gleichgewicht. Der erste Sprung erfolgt zu Faltungsbedingungen des Proteins. Da
nativ-ahnliche Intermediate instabiler sind als der native Zustand, kann durch einen
zweiten, analytischen Sprung nach bestimmten Inkubationszeiten unter
Faltungsbedingungen (delay time) zu Entfaltungsbedingungen die Konzentration des
Proteins im nativen Zustand und die von |y durch Auswertung der Signalamplituden
bestimmt werden. Die Isomerisierung nichtessentieller Prolinreste eines Proteins
(vorwiegend in frans —Konformation im nativen Zustand) muf3 sich nicht als langsame

Faltungsphase manifestieren.

Umfassende  experimentelle  Untersuchungen zur  Isomerisierung  von
Prolylbindungen als Bestandteil des Faltungsprozesses von strukturell sehr
verschiedenen Proteinen sind in zahlreichen Originalarbeiten und Reviews publiziert
worden. Es wird in diesem Rahmen auf eine zusammenfassende Darlegung
verzichtet und auf einschlagige Referenzen verwiesen (Kiefhaber & Schmid, 1992;
Wedemeyer et al., 2002). Als Modellproteine zu dieser Thematik sind
Ribonuklease A aus Schweinepankreas und die mikrobielle Ribonuklease T1
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etabliert worden. Beide Proteine enthalten je vier Prolinreste, davon je zwei
Prolylbindungen in frans- und je zwei in cis- Konformation im nativen Zustand.
RNAse A enthalt vier Disulfidbricken, RNAse T1 nur zwei.

In RNAse A wurden (cis)Pro93, (cis)Pro114 und (frans)Pro117 als essentielle
Prolinreste identifiziert. Kinetische Modelle der Entfaltung und Faltung sind durch die
moglichen Konformerengleichgewichte im entfalteten Zustand sehr komplex (box-
Modelle). Durch die Kombination verschiedener Methoden und den Einbezug von
rationalen Varianten (Tyr —Phe, Tyr — Trp) wurde die Einteilung der Fraktionen
entfalteter Molekule erweitert. Im Faltungsprozeld resultiert die nicht-native
Konformation der Prolylbindung Tyr92-Pro93 in der Population eines nativ-ahnlichen
Intermediates. In RNAse A sind Konformationsfaltung und Prolylisomerisierung
korreliert. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen finden ihren Niederschlag im
CFIS-Modell (chain-folding initiation site) der Faltung (siehe Tabelle 1).

Spezifische Eigenschaften von RNAse T1 und von Varianten des Proteins haben
dieses System als Modellprotein zur Untersuchung der Prolylisomerisierung und
deren Katalyse durch PPlasen etabliert (Balbach & Schmid, 2000; Fischer &
Aumuller, 2003; Scholz et al., 1997a). Der native bzw. entfaltete Zustand von
reduzierter (und carboxymethylierter) RNAse T1 kann durch Variation der
lonenstarke erreicht werden, was die Untersuchung von Faltungsprozessen ohne
Denaturanzien ermdglicht. Der native Zustand wird durch hohe lonenstarken
stabilisiert. Durch die cis — frans Isomerisierung von (cis)Pro39 und (cis)Pro55
haben nur 2 - 4 % der Molekule die native cis- Konformation dieser Prolylbindungen
im entfalteten Zustand. Auf der Basis des insbesondere durch die Methode des
Doppelsprungs erhaltenen umfangreichen experimentellen Datensatzes wurden
kinetische Modelle der Entfaltung und Faltung von RNAse T1 formuliert. Es konnte
gezeigt werden, dall auch fur dieses Protein Konformationsfaltung und
Prolylisomerisierung stark korreliert sind. Im zentralen nativ-ahnlichen Intermediat
der Faltung sind die Prolylbindungen von Pro39 und Pro55 in trans- Konformation,
die geschwindigkeitsbestimmend in die native cis- Konformation isomerisieren (Mayr
et al., 1996).
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4.4. Katalyse der Isomeriserung von Prolylbindungen durch Peptidyl-prolyl-
cis / trans-Isomerasen (PPlasen)

Im Jahre 1984 entdeckten FISCHER et al. eine neue Klasse von Enzymen, die die
Isomerisierung von Prolylbindungen katalysieren (Fischer et al., 1984b). Diese
Entdeckung der PPlasen geht einher mit der Entwicklung einer Nachweismethode
dieser enzymatischen Aktivitat in vitro unter Ausnutzung der isomerspezifischen
Proteolyse (ISP-Test) von Modellpeptiden der Form Suc-Xaa-Y aa-Pro-Zaa-pNA (Xaa,
Yaa, Zaa Aminosaure; -pNA 4-Nitroanilid). Die Serinprotease Chymotrypsin spaltet die
chromophore Gruppe eines Modellpeptides (Za.a = Phe) unter Freisetzung von 4-
Nitroanilin nur dann, wenn die Prolylbindung in frans —Konformation vorliegt (Lin &
Brandts, 1979; Lin & Brandts, 1985). Die isomerspezifische Proteolyse wird auch
dann beobachtet, wenn sich die isomerisierende Bindung nicht unmittelbar neben der
proteolytisch gespaltenen Bindung befindet (Fischer et al., 1984a). Daher wird bei
Uberschull an Protease die Fraktion der Molekile in trans —Konformation sehr
schnell gespalten (burst-Phase), wahrend die nachfolgende Isomerisierung
cis — trans der Prolylbindung der verbleibenden Fraktion des Modellpeptides als
langsame Phase detektierbar ist. Ein gekoppelter optischer Test mit diesem System
ist moglich, wenn die Protease die native PPlase proteolytisch nicht angreift. Die
erste nachgewiesene PPlase von FISCHER et al. war Cyclophilin (Cyp18) (Fischer et
al., 1984b).

Das methodische Repertoire hat seit der Etablierung des ISP-Tests eine enorme
Weiterentwicklung erfahren und ist auch um den Nachweis allgemeiner Peptidyl-
peptidyl-cis / trans-isomerisierungen und die cis /trans-Isomerisierung von pseudo-
Peptidbindungen erweitert worden (Hubner et al., 1991; Janowski et al., 1997; Kern
et al., 1995; Kofron et al., 1991; Meyer et al., 1994; Schiene-Fischer & Fischer,
2001). Sehr gute Ubersichten dazu sind von FISCHER (Fischer, 1994; Fischer, 2000)
und FISCHER & AUMULLER (Fischer & Aumuller, 2003) publiziert worden.

PPlasen (E.C. 5.1.8.) sind ubiquitare Enzyme und wurden bei allen Organismen
und in den zellularen Kompartimenten nachgewiesen. Die humanen Isomerasen der
Peptidbindung werden in humane Peptidyl-prolyl-cis / frans-Isomerasen (PPlasen)
und humane Isomerasen der sekundaren Amid-Peptidbindung (APlasen, ATP-
abhangig) eingeteilt (Fischer & Aumuller, 2003), wobei die erste Gruppe im Rahmen
der Thematik dieser Arbeit zur Anwendung kam. Die humanen Peptidyl-prolyl-
cis/trans-lIsomerasen werden in drei Klassen eingeteilt, Cyclophiline
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(Molekulargewicht 18 kDa), FK506-bindende Proteine (FKBP12) (Molekulargewicht
12 kDa) und Parvuline (Molekulargewicht 10 kDa). Die dreidimensionale Struktur
vieler Vertreter ist gelost worden, FKBP12 und Parvuline zeigen gemeinsame
Strukturmotive (FKBP-superfold) (Fischer & Aumdller, 2003). Die katalytischen
Effizienzen % dieser Enzyme wurden mit verschiedenen Modellpeptiden (artifizielle
M

Substrate) gemessen. Die Enzyme zeigen sehr unterschiedliche
Substratspezifitaten. Cyclophiline haben eine relativ geringe Substratspezifitat,
FKBP12 und Parvulin haben eine Praferenz fur hydrophobe Aminosauren des N-
terminalen Teils der Prolylbindung (Balbach & Schmid, 2000). PIN1, welches zur
Gruppe der Parvuline gehort, hat eine Praferenz fur phosphorylierte Ser-Pro-
Sequenzen (Yaffe et al., 1997; Zhou et al., 2000).

Der Triggerfaktor (Molekulargewicht 48 kDa) ist ein mit der 50 S ribosomalen
Untereinheit assoziiertes Multidomanenprotein aus Bakterien mit PPlase-Aktivitat
(Stoller et al., 1995). Die N-terminale Domane (Molekulargewicht 13 kDa) vermittelt
die Assoziation zur ribosomalen Untereinheit (Hesterkamp et al., 1997). Die Aktivitat
als Prolylisomerase wird durch die mittlere, die sogenannte FKBP-Domane
(Molekulargewicht 12 kDa), realisiert (Hesterkamp & Bukau, 1996). Die
nachgewiesene Aktivitat des Triggerfaktors als molekulares Chaperon (siehe
nachfolgendes Kapitel) wird durch die C-terminale Domane (Molekulargewicht
23 kDa) vermittelt (Scholz et al., 1997b). Die isolierten Domanen des Triggerfaktors
sind stabil und lassen sich rekombinant und in Kombination herstellen (Zarndt et al.,
1997). Aus der Lokalisation des Triggerfaktors ist ein EinfluR auf die Faltung
naszierender Polypeptidketten ableitbar (Hesterkamp et al., 1996). Die katalytische
Effizienz dieser PPlase auf Proteinsubstrate, wie auf die fur diese Art von
Untersuchungen etablierte RCM-(-P55)-RNAse T1 [reduzierte und
carboxymethylierte Form der Variante S54G/P55N von RNAse T1], ist grof3er als auf
Modellpeptide (Balbach & Schmid, 2000). Homologe Domanen zu Prolylisomerasen
werden auch in anderen Proteinen gefunden, die eine Isomeraseaktivitat zeigen
(Balbach & Schmid, 2000).

Die Katalyse von Cyclophilin auf die Faltung von Proteinen wurde zuerst 1987 auf
die leichte Kette von Immunoglobulin der Maus und auf RNAse untersucht (Lang et
al., 1987; Schmid, 1993). Prolinlimitierte Phasen der Faltung vieler weiterer Proteine

wurden auf eine Katalyse durch PPlasen untersucht (Balbach & Schmid, 2000), unter
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anderen auch die Bildung tripelhelikaler Strukturen im Reifungsprozel3 von
Kollagen Ill (Bachinger, 1987) und Kollagen IV (Davies et al, 1989). Diese
mechanistischen Untersuchungen in vitro sind auf zellbiologische Systeme in vivo
stark erweitert worden und umfassen auch knock-out-Techniken (Fischer &
Aumdller, 2003).

Die Eigenschaft der Prolylbindung, in zwei stabilen Konformationen mit geringer
Differenz der freien Enthalpien des Grundzustandes und hoher freier
Aktivierungsenthalpien ihrer Konversion zu existieren, wird auch als molekularer
Schalter (molecular switch) begriffen. Die Kopplung dieses konformationellen
Gleichgewichtes und hoher Resistenz der Konversion der Reaktionspartner mit
schnellen nachfolgenden Stufen kann eine transiente Diskriminierung oder Auswahl
von Konformeren in der Gesamtreaktion zur Folge haben. Dieser Sachverhalt wird
als Isomerspezifitat bezeichnet (Fischer & Aumuller, 2003). PPlasen katalysieren
ausschlieBlich die Konversion der Rotamere von Prolylbindungen. Allgemein
fungieren sie als Unterstitzung der Konformationsfaltung von Proteinen durch
Beschleunigung prolinlimitierter Schritte (assisted protein folding, folding helper)
(Schmid et al., 1993). Es werden zudem eine Funktion im Sinne eines ,Festhaltens’
(Klammern, Fixierung) von entfalteten Polypeptidketten (holding), eine Funktion bei
der ,Bereitstellung’ physiologischer Liganden und eine prolingerichtete
Bindungsfunktion diskutiert (Fischer & Aumduller, 2003).

Die gemessenen katalytischen Effizienzen % von PPlasen auf verschiedene
M

Proteinsubstrate reflektieren die energetischen Erfordernisse (Stereochemie,
subsites) der Bildung und die monomolekulare Umwandlung der beiden Michaelis-
Komplexe fur die Rotamere. Die Konzentrationsverhaltnisse der beiden Spezies in
Losung ist keine Voraussetzung fur diesen Effekt. Die intrinsische
Gleichgewichtskonstante der beiden enzymgebundenen Rotamere
(Gleichgewichtskonstante der Michaelis-Komplexe) kann stark von der
Gleichgewichtskonstanten der ungebundenen Rotamere abweichen (Kern et al.,
1995). Aus der Bestimmung katalytischer Parameter von Cyp18 in Abhangigkeit
verschiedener Bedingungen und von Isotopieeffekten (sekundare und
Losungsmittelisotopieeffekte) wurde von HARRISON & STEIN (Harrison & Stein, 1990;
Harrison & Stein, 1992) ein Mechanismus der ,Katalyse durch Verdrehung oder
Verbiegung'’ (catalysis by distortion, conformational twist mechanism) vorgeschlagen,

43



der mechanistisch einen nichtkovalenten Ubergangszustand postuliert. Bei diesem
Mechanismus wiirde die festere Bindung des Ubergangszustandes im aktiven

Zentrum des Enzyms, der einen Winkel w = 90 ° an der Prolylbindung aufweist, die

Absenkung der freien Aktivierungsenthalpie AG™ bewirken (Fischer, 1994).
Wesentliche Erkenntnisse zum Mechanismus von Cyp18 gelangen mittels
dynamischer NMR-Spektroskopie. Die beiden Konformere binden an das Enzym mit
ahnlicher Affinitat (Kern et al., 1995). Die Isomerisierung erfolgt durch Rotation des
C-terminalen Teils des Modellpeptides, wahrend der N-terminale Teil an Cyp18
gebunden bleibt. Die Veranderung der Dynamik des Proteinrtiickgrates (backbone
dynamics) wurde durch Messung von Autokorrelationsparametern abgeschatzt
(Eisenmesser et al., 2002). Die Anderung der Parameter fir das katalytisch
essentielle Argb5 in Cyp18 erfolgt in Einklang mit den Geschwindigkeiten des
Substratumsatzes. Durch diese Experimente (auch mit dem HIV-1-Hullprotein als
Proteinsubstrat (Bosco et al., 2002)) wurde eine Anderung der Dynamik des
Proteinriickgrates bei der Bildung des Ubergangszustandes und die Beteiligung von
Arg55 in Cyp18 an der Katalyse gezeigt (Fanghanel, 2003).
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5. MOLEKULARE CHAPERONE (GroEL)

Faltungshelferproteine (folding helper) zur Unterstitzung der Konformationsfaltung
von Proteinen werden in Faltungskatalysatoren (Enzyme) und molekulare Chaperone
eingeteilt (Bukau et al., 1999). Zu den Faltungskatalysatoren gehdéren zum Beispiel
die Protein-Disulfidisomerasen (PDlasen) und die im vorangegangenen Kapitel
abgehandelten Peptidyl-prolyl-cis / trans-Isomerasen (PPlasen). Sie beeinflussen
bestimmte geschwindigkeitsbestimmende Schritte der Konformationsfaltung von
Proteinen durch unbegrenzte Katalyseschritte und bewirken keine Anderung der
Produktzusammensetzung bzw. der Gleichgewichtslage. Der Terminus ,molecular
chaperone’ wurde fur eine weitverzweigte Gruppe von Proteinen gepragt, die bei der
Faltung und Assemblierung von Polypeptidketten in der Zelle assistieren (Ellis,
1987). Der Begriff ist historisch fur einen sauren nucleosome assembly factor von
LASKEY et al. gepragt worden (Laskey et al., 1978). PELHAM erkannte aus
Untersuchungen von prokaryontischen und eukaryontischen Hitzeschockproteinen,
dafld molekulare Chaperone eine Klasse von Proteinen sind, die die korrekte Faltung
und Oligomerisierung anderer Proteine ermdglichen (Pelham, 1986). Die Zahl der
Proteine, denen eine Funktion als Chaperon zugeschrieben wird, wachst standig
(Bukau et al., 1999). Die treffendste Definition fur molekulare Chaperone ist, dal} sie
bei der Strukturbildung von Proteinen assistieren und unproduktive Nebenreaktionen
verhindern, ohne Teil der finalen Struktur zu sein (Ellis, 1987; Hemmingsen et al.,
1988). Sie katalysieren (beschleunigen) keine Faltungsreaktionen, sondern erhdhen
die Konzentration der Molekile auf einem produktiven Faltungsweg
(Faltungsausbeute) (Bukau et al., 1999; Fischer, 1996). Chaperone assoziieren
transient mit nicht-nativen Konformeren von Proteinen durch Erkennung hydrophober
Bereiche (hydrophobic patches), sie unterscheiden sich bezuglich der molekularen
Mechanismen der Substraterkennung (Bukau et al, 1999). Ein weiteres
Kennzeichen der molekularen Chaperone ist die Regulation ihrer funktionellen
Aktivitat durch ATP (Bose et al., 1999). Einige Chaperone agieren in Zyklen in
Verbindung mit der katalytischen Aktivitat als ATPase (Hsp70, Hsp90,
Hsp104 / ClpB), andere unabhangig von der Spaltung an ATP (Hsp47).

Das prokaryontische Chaperonin GroEL (Hsp60, Escherichia coli chaperonin 60) ist
eine ATPase und fungiert im Komplex mit seinem Cochaperonin GroES (Escherichia
coli chaperonin 10). GroEL (Hsp60) besteht aus 14 Untereinheiten und ist aus zwei
siebengliedrigen Ringen aufgebaut. Das elektronenmikroskopische Bild (Chen et al.,
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1994) und die Kristallstruktur (Braig et al., 1994) zeigen das Molekul als ,Tonne’,
deren Abmessungen vom Status des ATP-Zyklus variieren. Eine Untereinheit hat ein
Molekulargewicht von 60 kDa und besteht aus einer apikalen, intermediaren und
aquatorialen Domane. Die generelle Funktionalitadt der Aminosaurereste von GroEL
ist durch systematische Mutagenese aufgeklart worden (Fenton et al., 1994). Die
apikale Domane vermittelt die Substraterkennung durch  hydrophobe
Wechselwirkungen mit der entfalteten Polypeptidkette eines Proteinsubstrates
(Motojima et al., 2004). Die aquatoriale Domane ist fur die ATPase-Aktivitat und den
Kontakt mit der aquatorialen Domane der entsprechenden Untereinheit des zweiten
Ringes verantwortlich. Beide Domanen werden durch die intermediare Domane Uber
zwei hinge —Regionen verbunden. Der ATP-abhangige Zyklus ist im
mechanistischen Detail durch experimentelle Datensatze sowohl enzymatischer
(Fersht, 1999; Ranson & Clarke, 1999; Todd et al., 1994), als auch struktureller
Methoden (Elektronenmikroskopie) (Burston & Saibil, 1999; Schmidt et al., 1994)

dokumentiert worden.
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6. FALTUNG UND STABILITAT GLOBULARER EINDOMANENPROTEINE

6.1. Allgemeine Erkenntnisse

Die Aufklarung des Faltungsweges eines Proteins umfallt die komplette
Beschreibung des Ausgangs- (entfaltet) und Endzustandes (gefaltet) und die
wahrend des Prozesses auftretenden Intermediate in struktureller bzw. energetischer
Beziehung zueinander (Fersht, 1999; Mayor et al., 2003; Mayor et al., 2000). Als
einfache Modellproteine fur experimentelle und auch theoretische Studien sind
Eindomanenproteine (small single-chain proteins, one-domain proteins) und mittels
protein engineering erzeugte Varianten als Standards etabliert worden (siehe
Kapitel 2), woraus ein grof3er experimenteller Datensatz von Parametern zu deren
Stabilitdt und Faltung resultiert (Pfeil, 1998; Pfeil, 2001). Viele Vorstellungen Uber
Determinanten und Modelle des Faltungsprozesses von Proteinen sind aus diesen
Daten abgeleitet worden (siehe Kapitel 3). Es wird fur die Suche nach diesen
Determinanten generell angestrebt, die Systeme der Untersuchungen so einfach wie
moglich zu gestalten, daher Modellproteine zu verwenden, die nach einem ,idealen’
Zweizustandsmodell falten. Disulfidbricken oder Prolylbindungen haben oft die
Bildung von Intermediaten zu Folge. Eindomanenproteine falten daher nach einer
Zweizustands- (two-state kinetics) oder Dreizustands-Kinetik (three-state kinetics),
wobei in Abhangigkeit der Bedingungen Ubergange méglich sind. Eine Ubersicht
thermodynamischer  und kinetischer =~ Daten  zur  Faltung etablierter
Eindomanenproteine wurde von JACKSON publiziert (Jackson, 1998). Die
Heterogenitat der experimentellen Daten laldt aber auch hier noch keine Erkenntnis
nach einem ,generellen Trend’ oder ursachlichen Determinanten zu, ausgenommen
die Erkenntnis der hierarchischen Natur des Faltungsprozesses (Jaenicke & Seckler,
1999).

6.2. Barstar

Barstar ist der intrazellulare Inhibitor der extrazellularen Ribonuklease Barnase aus
Bacillus amyloliquefaciens (Hartley, 1989). Barstar besteht aus 89 Aminosauren und
ist ein Eindomanenprotein. Er enthalt zwei Cysteine (Cys42 und Cys80), die in der
aktiven, inhibitorischen Funktion auf Barnase in reduzierter Form vorliegen. Barnase
ist rekombinant in Escherichia coli als prokaryontischem host-Organismus nur durch

Coexpression mit Barstar zu produzieren (Hartley, 1988). Die Variante C40A/C82A
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von Barstar reprasentiert ein permanent reduziertes und aktives Protein und wurde
ursachlich als pseudo-Wildtyp* bezeichnet (Schreiber & Fersht, 1993b).

Um Klarheit in der Bezeichnung zu gewdhrleisten wird die Variante Barstar C40A/C82A
(doppelte Mutation) im folgenden Text als pseudo-Wildtyp* bezeichnet.

Die Variante Barstar C40A/C82A/P27A (dreifache Mutation) wird im folgenden Text, wie in der
Literatur etabliert, als pseudo-Wildtyp bezeichnet (Nolting et al., 1995). Auf dessen
Grundlage wurden weitere Varianten durch protein engineering hergestellt. Untersuchungen
zur Faltung dieser Proteine sind Inhalt der in der Habilitationsschrift vorgestellten
experimentellen Arbeiten.

Es wurden die Rontgenkristallstruktur dieses Proteins in isolierter Form und im
Komplex mit Barnase (Buckle et al., 1994), sowie die Losungsstruktur durch NMR-
Spektroskopie bestimmt (Lubienski et al., 1994). Der PDB-code ist 1BTA. Das
Protein enthalt zwei Proline, wobei Pro27 in trans- Konformation und Pro48 in cis-
Konformation im nativen Zustand vorliegen. Barstar ist ein o/p-Protein der

nachfolgenden Anordnung der Elemente der Sekundarstruktur.

Met0 — p-Faltblatt 1 (Lys1 bis Asn6) — Schleife 1 — a-Helix 1 (Ser14 bis Ala25)
— Schleife 2 (enthalt Pro27) — a-Helix2 (Asn33 bis Gly43, enthalt Trp38) —
Schleife 3 (enthalt Trp44, Tyr47 und Pro48) — B-Faltblatt 2 (Leu49 bis Arg54, enthalt
Trp53) — Schleife 4 — o-Helix 3 (GIn55 bis Thr63) — Schleife 5 — a-Helix 4
(Glu68 bis Gly81) — Schleife 6 — p-Faltblatt 3 (Asp83 bis Ser89)

Der ProzeR der Faltung ist durch Anderungen der intrinsischen Fluoreszenz der
Tryptophanreste (blau) detektierbar. Im nativen Zustand liegt Pro27 in trans —Konformation,
Pro48 in cis —-Konformation vor. Die Prolinreste und dazugehérige Strukturelemente von
Barstar sind rot gekennzeichnet.

Die Wechselwirkung von Pro27 (alicyclischer Ring) mit Trp38 (aromatischer Ring) fiihrt zu
einer Aufweitung der C-terminalen Schleife der a-Helix 2 (Lubienski et al., 1994).

Barstar pseudo-Wildtyp* kann rekombinant durch heterologe Genexpression in
Escherichia coli als prokaryontischem host-Organismus produziert werden (Hartley,
1988; Schreiber & Fersht, 1993b). Das rekombinant gewonnene und durch
Chromatographie gereinigte Protein enthalt N-terminal einen Methioninrest (Met0),
der durch die Methionyl-aminopeptidase von Escherichia coli proteolytisch nicht
gespalten wird, da das folgende Lys1 eine basische Aminosaure ist. Das
Expressionsprodukt wurde seinerzeit nicht durch N-terminale Sequenzierung und
MALDI-MS analysiert, so dal} die veroffentlichten Strukturen diesbezuglich inkorrekt
sind (Guillet et al., 1993). Die Hemmwirkung des rekombinant hergestellten Proteins
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auf Barnase konnte eindeutig gezeigt werden, MetO0 erzeugt keine strukturelle
Perturbation (Mossakowska ef al., 1989).

Die Struktur des pseudo-Wildtyps* entspricht im wesentlichen der des reduzierten
Wildtyps von Barstar, Unterschiede werden in der Dynamik des Peptidruckgrates fur
die Variante Barstar C82A aus NMR-Messungen beschrieben (Ratnaparkhi et al.,
1998). Die Wechselwirkung von Barstar und Barnase ist vorwiegend
elektrostatischer Natur, wobei im &aquimolaren Komplex negativ geladene
Aminosaurereste von Helix 2 und Schleife 2 von Barstar in der positiv geladenen
Bindungstasche von Barnase binden (Buckle et al., 1994). Die individuellen
Energiebeitrage der an dieser Wechselwirkung beteiligten Aminosauren wurden
durch thermodynamische (ITC) und kinetische (Geschwindigkeitskonstanten der
Assoziation und Dissoziation) Messungen in Kombination mit protein engineering
ermittelt (Frisch et al., 1997; Schreiber & Fersht, 1993a; Schreiber & Fersht, 1995).
Die Wechselwirkung von Barstar und Barnase sind als ein Modellsystem fur
Proteinwechselwirkungen (protein-protein interaction) und Proteinerkennung (protein

recognition) etabliert (Schreiber & Fersht, 1996).
Die thermodynamischen Stabilitaten des Wildtyps (Agashe & Udgaonkar, 1995) und

pseudo-Wildtyps* (Martinez et al., 1995) von Barstar wurden durch thermische
Denaturierung gemessen. Der von AGASHE et al. publizierte thermodynamische
Parameter AC, = 1460 + 70 cal K" mol™" fir den Wildtyp ist relativ klein. Die

Auswertung der thermodynamischen Parameter auf der Basis einer linearen freien
Enthalpiebeziehung (LFE) ergab eine Wechselwirkung des Denaturans mit der

Polypeptidkette im entfalteten Zustand, daher andert sich die Warmekapazitat AC, in

Abhangigkeit von der Konzentration des Denaturans. Fur GuHCI betragt dieser Wert
AC, 53 +36calK'mol"M" (Agashe & Udgaonkar, 1995). Barstar zeigt in

Gegenwart von Denaturanzien cold unfolding bei Temparaturen T > 273 K (Agashe &
Udgaonkar, 1995). Verlaldlichere Datensatze fur Barstar Wildtyp und die Variante
C82A wurden von SCHOPPE et al. publiziert (Schoppe et al., 1997), die zudem die
globale Anwendung des Zweizustandsmodells validieren. Barstar erfahrt durch eine
hohere lonenstarke des Losungsmittels eine thermodynamische Stabilisierung
(Wintrode et al., 1995).

Die Untersuchungen zur Thermodynamik und Kinetik der Faltung und Entfaltung

von Barstar (und Varianten) sind sehr umfangreich und ergeben ein relativ
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komplexes Bild. Experimentell wurden die Datensatze durch chemische
Denaturierung mit Denaturanzien gemessen, wobei fur den Wildtyp vorwiegend
Guanidiniumchlorid (GuHCI), fur den pseudo-Wildtyp* Harnstoff zur Anwendung
kamen. Durch die oben genannte Stabilisierung des nativen Zustandes durch eine
hohere lonenstarke des LoOsungsmittels wird die Verwendung von Harnstoff als
Denaturans bevorzugt. Die Transitionen der Gleichgewichtsentfaltung (Fern-UV
Circulardichroismus  und intrinsische  Fluoreszenz) wurden nach einem
Zweizustandsmodell ausgewertet und ergaben fur beide Proteine moderate
thermodynamische Stabilitaten um 4,9 kcal mol™ (Tabelle 3).

Die Faltungskinetik von Barstar kann aus Anderungen struktureller Parameter nach
Konzentrationsanderungen von Denaturanzien gemessen werden, wobei diese
Konzentrationsspringe methodisch in den Transitionsbereich, den post- und pré-
Transitionsbereich erfolgen (Schmid, 1992). Durch die Prasenz von zwei
Prolinresten unterschiedlicher Konformation im nativen Zustand ist fur Barstar als
Eindomanenprotein eine Dreizustands-Kinetik als Minimalmodell zu erwarten. Die
mittels  stopped-flow -Technik  gemessenen  Progresskurven  zeigen im
Transitionsbereich der Gleichgewichtsentfaltung einen zweiphasigen Verlauf, wobei
sich die zugehodrigen Geschwindigkeitskonstanten um mehr als zwei
GroRenordnungen unterscheiden (Schreiber & Fersht, 1993b; Shastry et al., 1994).
Das Auftreten langsamer Faltungsphasen ist oft durch die Isomerisierung essentieller
Prolybindungen bedingt und Ausdruck der Kopplung von Konformationsfaltung und
Prolylisomerisierung eines Proteins (siehe Kapitel 4.3). Durch die Methode des
Doppelsprungs konnte eine Prolylisomerisierung im entfalteten Zustand (Bildung von
U; und Ug) und in einem nativ-ahnlichen Intermediat |, nachgewiesen werden
(Schreiber & Fersht, 1993b; Shastry et al., 1994). Da in Barstar pseudo-Wildtyp* die
optischen Eigenschaften des nativen Zustandes und des nativ-ahnlichen
Intermediates gleich sind, wurde die Stabilitat von Iy aus der Auswertung kinetischer
Amplituden bestimmt. Der originare Ursprung der langsamen Phase der
Faltungskinetik von Barstar aus einer Prolylisomerisierung wurde zusatzlich durch
deren Beschleunigung durch Cyp18 nachgewiesen (Schreiber & Fersht, 1993b). Die
Auswertung der kinetischen Daten fuhrte zu einem ersten Modell (Schema 1) der
Faltung  von Barstar  pseudo-Wildtyp*, @ wobei  die  Berucksichtigung
thermodynamischer Stabilitaten die Population weiterer Intermediate (Schema 3)
vermuten lie3 (Schreiber & Fersht, 1993b). Eine Zusammenfassung
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thermodynamischer und kinetischer Daten zur Faltung von Barstar Wildtyp und
Barstar pseudo-Wildtyp* enthalt Tabelle 3.

Das aus diesen experimentellen Daten in den Schemata 2 und 3 vorgeschlagene
Modell ist insofern inkorrekt, als die langsame Phase der Faltung nur der
Prolylisomerisierung von Tyr47-(trans)Pro48 des nativ-ahnlichen Intermediates in die
native cis —Konformation zugeschrieben wird (Schreiber & Fersht, 1993b). Auch fur
die native Peptidbindung von Leu26-(trans)Pro27 stellt sich im entfalteten Zustand

ein Gleichgewicht der Rotamere ein, so dal} vier Spezies zu bertcksichtigen sind

(U35cs, ugses  Ussans - yodtansy - Ausgehend von im Gleichgewicht entfaltetem
Barstar pseudo-Wildtyp* ergaben eine Wiederholung der Messungen des Einflusses
von Cyp18 auf die langsame Phase der Faltung einen Hinweis auf die Ausbildung
eines zweiten nativ-ahnlichen Intermediates. Die Amplitude dieser Phase wird nur zu
etwa 60 % durch die enzymatische Aktivitat dieser PPlase beschleunigt, 40 % der
Amplitude sind unbeeinflut. Die enzymatisch unbeeinflul3te langsame Phase setzt
sich daher aus zwei parallel ablaufenden Prozessen mit ahnlicher

Geschwindigkeitskonstante zusammen.

Das Modell der Faltung von Barstar pseudo-Wildtyp* ist in Schema 1 (Dreizustandsmodell)
und in Schema 2 dargestellt (Anhang). Es beriicksichtigt die Bildung eines nativ-dhnlichen
Intermediates nur fiir die Bindung Tyr47-Pro48 in trans —Konformation.

Der Vergleich der gemessenen und aus thermodynamischen Beziehungen
berechneten mikroskopischen Geschwindigkeitskonstanten der Prolylisomerisierung
bei der Konversion der entfalteten Spezies (U; —U,,U, — U;) und der nativen bzw.
nativ-ahnlichen Spezies (ly =N, N —Iy) von Barstar Wildtyp und Barstar pseudo-
Wildtyp* zeigt fast gleiche Werte (Tabelle 3). Die Geschwindigkeitskonstanten der
Konversion von Rotameren der Prolylbindung in einem intermediaren Zustand der
Faltung eines Proteins konnen sich durch konformationelle Zwange schon gefalteter
Strukturelemente (long-range-, short-range- Wechselwirkungen) zum Teil erheblich
von denen freier Polypeptidketten unterscheiden (Reimer & Fischer, 2002).

Viele Publikationen der Gruppe um UDGAONKAR haben experimentelle
Untersuchungen zu dynamischen Aspekten der Struktur und zum Faltungsweg von
Barstar Wildtyp zum Inhalt. Im Rahmen der Habilitationsschrift soll nur auf diejenigen
Aspekte dieser Publikationen eingegangen werden, die fur die eigene
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wissenschaftliche Arbeit wesentlich waren. Der pr-Wert fur die Faltung von Barstar
pseudo-Wildtyp*, berechnet fur die Hauptfaltungsphase aus dem chevron —Plot,
betragt 0,87 (Jackson, 1998). Der Ubergangszustand der Reaktion ahnelt strukturell
dem nativen Zustand. Die Strukturkonsolidierung wahrend der Faltung von Barstar
Wildtyp ist kinetisch mit Fern-UV Circulardichroismus (Sekundarstruktur), Nah-UV
Circulardichroismus und intrinsischer Fluoreszenz (Tertiarstruktur) und durch die
Bindung von ANS (Detektion hydrophober Oberflachen) untersucht worden, wobei
mittels stopped-flow -Techniken die Detektion friher Intermediate gelang (Shastry &
Udgaonkar, 1995). Die Faltung von Barstar Wildtyp beginnt mit einem hydrophoben
Kollaps innerhalb der ersten 4 ms nach Initiation der Faltung vor der Bildung von
Elementen der Sekundarstruktur (Agashe et al., 1995). Der hydrophobe Kern
(hydrophobic core) von Barstar Wildtyp wird durch aliphatische (Leu) und
aromatische Aminosauren (aromatischer Cluster Phe56, Phe74, Trp53; Abbildung 4)
gebildet (Nolting et al., 1997a; Wong & Daggett, 1998). Der Hauptfaltungsweg des
Proteins verlauft neben U; —|1—=N nach der Sequenz U  —l, —Ilg; = —N
(Shastry & Udgaonkar, 1995). Das Intermediat |, reprasentiert ein ,strukturloses’
kugelartiges Molekul mit unspezifischen hydrophoben Kontakten und keiner optisch
aktiven Sekundarstruktur. Die Bindung von ANS ist mdglich, aber nicht kooperativ.
Das folgende Intermediat |lg, ist ein molten-globule -ahnliches Intermediat. Es wird
durch produktive hydrophobe Kontakte stabilisiert, enthalt partielle Elemente der
Sekundar- und Tertiarstruktur und bindet ANS. Das nativ-ahnliche Intermediat |
unterscheidet sich in der generellen Strukturkonsolidierung vom nativen Zustand nur
durch die ftrans -Konformation der Prolylbindung Tyr47-Pro48. Wahrend des
Faltungsweges  auftretende  Intermediate haben eine  unterschiedliche
thermodynamische Stabilitdt und werden abhangig von der Konzentration des
Denaturans in unterschiedlichem Ausmal} (partielle Konzentrationen) populiert.
Kinetische Messungen zeigten sowohl einen zweiten, parallel auftretenden Weg der
Faltung nach U, —|,, = Ils, =N (Bhuyan & Udgaonkar, 1999; Rami & Udgaonkar,
2001; Shastry & Udgaonkar, 1995), als auch der Entfaltung von Barstar Wildtyp
(Agashe et al., 1997; Sridevi & Udgaonkar, 2002). Das Auftreten multipler
Intermediate und Ubergangszustdnde bei der Entfaltung des Proteins wurde
eindrucksvoll  durch ~ Amplitudenauswertungen  der bei  unterschiedlichen
Temperaturen gemessenen Kinetiken und thermodynamischen Stabilitaten des
Wildtyps im Vergleich mit einer durch protein engineering verfigbaren doppelt
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mutierten Variante W38F/W44F gezeigt (Zaidi et al., 1997). Diese Variante hat eine
mit dem Wildtyp vergleichbare thermodynamische Stabilitat, enthalt jedoch nur Trp53
im hydrophoben Kern (nicht austauschbar durch andere kanonische Aminosauren)
als optische Sonde der intrinsischen Fluoreszenz. Der Strukturverlust bei der
Entfaltung von Barstar erfolgt in Umkehrung der Faltung stufenweise (incrementally)
nach dem Prinzip der mikroskopischen Reversibilitat. Nach einer kurzlich
erschienenen Publikation allerdings ist ein Vergleich der Ergebnisse der
Faltungskinetiken der doppelt mutierten Variante mit denen des Wildtyps unsicher
(Sridevi et al., 2004).
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7. ZUSAMMENFASSUNG DER FORSCHUNGSERGEBNISSE AN BARSTAR

7.1. Barstar C40A/C82A/P27A (Barstar pseudo—Wildtyp) als Modellprotein der

Prolylisomerisierung

Abb.2 Dreidimensionale Struktur von
Barstar C40A/C82A/P27A (Barstar
pseudo-Wildtyp), gestaltet mit
dem Programm MOLSCRIPT
(Kraulis, 1991).

Der Prolinrest 48 am Beginn des
p-Faltblatts 2 ist gekennzeichnet.
Die Abbildung wurde mir von Dr.
Nediljko Budisa (MPI fiir

Biochemie, Martinsried) zur

Verfiigung gestellt.

Das Eindomanenprotein Barstar ist ein geeignetes Objekt fur Studien zur Faltung
von Proteinen. Wissenschaftliche Aufmerksamkeit im Zusammenhang mit
Forschungen zur Prolylisomerisierung hat dieses globulare Protein dem Umstand zu
verdanken, dal® es zwei Prolinreste besitzt, von denen Pro27 in trans — und Pro48 in
cis —Konformation im nativen Zustand vorliegen (Buckle et al., 1994; Guillet et al.,
1993; Lubienski et al., 1994). Die I6sungsmittelzugangliche Oberflache von Pro27
betragt als Teil der Schleife 2 (Bindungsschleife zu Barnase) 9 A2, die von Pro48 am
Beginn von p-Faltblatt 2 ist 84 A%2. Diese Werte zeigen, daR Pro27 strukturell starker
integriert ist und wesentlich weniger exponiert vorliegt als Pro48. Die Kinetiken der
Faltung von Barstar Wildtyp und Barstar pseudo-Wildtyp* sind sowohl fur die
Konformationsfaltung, als auch die Prolylisomerisierung komplex (siehe Kapitel 6.2).
Um die Prolylisomerisierung als Teil der Faltung zum nativen Zustand von Proteinen
mit moglichst einfachen Systemen und I, —=N als einzelne Teilreaktion zu
untersuchen, wurden die Prolinreste von Barstar pseudo-Wildtyp* durch protein
engineering mit ortsgerichteter Mutagenese zu Ala bzw. Leu mutiert. Nur die
Mutagenese zu Ala ergab durch heterologe Genexpression im prokaryontischen
host -Organismus (Escherichia coli) ein Expressionsprodukt. Dieses lag sowohl fur

Barstar pseudo-Wildtyp*P27A, als auch Barstar pseudo-Wildtyp*P48A als
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EinschlulRkorper (inclusion bodies) vor. Nach Klonierung der mutierten Gene in den
Expressionsvektor pKK223-2 und Expression unter Kontrolle des tac —Promotors
wurde eine Optimierung der Proteinausbeuten erreicht. Die Praparation von
I6slichem, gefaltetem Protein gelang durch Denaturierung der EinschluRkorper mit
chemischen Denaturanzien, weitgehende Abtrennnung der Nukleinsauren,
Renaturierung durch Gleichgewichtsdialyse und abschliefende chromatographische
Reinigung (Anionenaustauschchromatographie, Gelfiltration) (R1). Barstar pseudo-
Wildtyp*P27A (Barstar C40A/C82A/P27A, im folgenden Text als Barstar pseudo-
Wildtyp bezeichnet; siehe begriffliche Definitionen Kapitel 6.2) liegt anhand einer
chromatographischen Analyse (analytische Gelfiltration) als monomeres Protein,
Barstar pseudo-Wildtyp*P48A als Dimer vor.

Barstar pseudo-Wildtyp stellt eine dreifach mutierte Variante von Barstar Wildtyp mit
nur einer Prolylbindung (Tyr47-Pro48) in cis —Konformation im nativen Zustand des
Proteins dar. Die thermodynamische Stabilitat und kinetische Parameter der Faltung
wurden nach etablierten Methoden bestimmt und sind in Tabelle 3 denen des
Wildtyps und Barstar pseudo-Wildtyps* zusammenfassend gegenubergestellt. Im
Vergleich zu diesen ist Barstar pseudo-Wildtyp zwar stark destabilisiert, zeigt jedoch
bei physiologischen Temperaturen alle Charakteristika eines nativen Proteins. Die
starke Hemmwirkung auf Barnase beweist dessen strukturelle Integritat (R1). Die
gesamte Amplitude der langsamen Phase der Faltung von Barstar pseudo-Wildtyp
konnte eindeutig der Isomerisierung der Prolylbindung von trans — cis zugeordnet
werden, da diese Phase durch Cyp18 stark beschleunigt wird (R1). Die wahrend der
Prolylisomerisierung dieses Proteins auftretenden lokalen strukturellen Anderungen
wurden auch mit Kernresonanzspektroskopie in Echtzeit (real-time -NMR) gemessen
(Killick et al., 1999). Es konnte direkt gezeigt werden, dal} die langsame Phase der
Faltung Aminosaurereste und Strukturbereiche um Pro48 erfal3t.

7.2. Formierung struktureller Elemente im Faltungsprozel3 von Barstar pseudo—
Wildtyp

Barstar pseudo-Wildtyp zeigt durch seine geringere thermodynamische Stabilitat
einen zu hoheren Temperaturen verschobenen Transitionsmittelpunkt der
Kaltedenaturierung (cold unfolding), der durch Zusatz von Denaturans noch weiter in
diese Richtung verschoben werden kann (Ubersicht (N6lting, 1999)). Dadurch

erwies sich das Protein, zusammen mit den gunstigen Eigenschaften der
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intrinsischen Fluoreszenz, als geeignet fur kinetische Messungen der Faltung mittels
Relaxationsmethoden (Temperatursprung) (R2). Diese Technik erlaubt die Messung
sehr fruher Faltungsphasen mit Zeitkonstanten im Bereich von Mikrosekunden bis
Millisekunden (Fersht, 1999; Nolting, 1999). Auf der Grundlage der verfugbaren
strukturellen Parameter von Barstar wurde eine rationale Auswahl von Mutationen
geplant, die als Indikatoren der Konsolidierung der strukturellen Elemente wahrend
des Faltungsprozesses dienen sollten. Durch protein engineering und etablierte
proteinchemische Techniken waren die vierfach mutierten Varianten von Barstar
pseudo-Wildtyp verfugbar. Es wurden deren thermodynamische Stabilitaten
(Ubersicht  (Pfeil, 1998; Pfeil, 2001)) und mittels Temperatursprung die
Faltungskinetiken gemessen (R3). Dieser experimentelle Datensatz ermoglichte eine
Analyse der ¢-Werte der Ubergangszustdnde und auftretenden transienten
Intermediate (siehe Kapitel 2). Daraus konnte das folgende Bild der Konsolidierung
von Strukturelementen von Barstar pseudo-Wildtyp abgeleitet werden (R3), welches
bereits in ausfuhrlicher Form mehrfach publiziert wurde (Fersht, 1999; Nolting, 1999).

In den ersten 500 ps (Abbildung 3a) nach Initiation der Faltungsreaktion kollabiert
das Molekul unter Ausschluf’ von 20 % des Losungsmittels
(Idsungsmittelzugangliche  Oberflache vermindert). Wechselwirkungen der
Sekundar- und Tertiarstruktur von p-Faltblatt 2, Schleife 1 und Helix 1 bilden sich aus
und umfassen die Aminosaurereste lle5, GIn9, lle13, Ser14, Leu16 und GIn18. Die
Bildung eines hydrophoben Kerns umfal3t die Aminosaurereste lle5, lle13, Leu16 und
Leu34.
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Nach etwa 1 ms (Abbildung 3b) nach Initiation der Faltungsreaktion kondensiert
das Molekul unter weiteren 20 % Ausschluf® des Losungsmittels und bildet ein
Intermediat mit signifikanter Sekundarstruktur von Helix 4 unter Beteiligung der
Aminosaurereste GIn72, Arg75 und Ala79. Die Wechselwirkungen der Tertiarstruktur
sind ausgepragt zwischen Helix1, Helix2 und Helix4 unter Einbezug der
Aminosaurereste Leu34, Leu37 und Trp38. Die thermodynamische Stabiltat des
Intermediates ist etwa 20 % der des nativen Zustandes. Wechselwirkungen der
Tertiarstrukturelemente entstehen zwischen p-Faltblatt 1, Schleife 1 und Helix 1,

auch zwischen Helix 1 und Helix 4.
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Eine weitere Konsolidierung des kollabierten, aber noch aufgeweichten Molekuls
erfolgt in 100 ms nach dem Passieren des zweiten Ubergangszustandes der Faltung
mit etwa 50 % struktureller Konsolidierung. Die Faltung ist im wesentlichen an den
Aminosaureresten Ser14 und Leu16 in Helix2 und an Arg75 in Helix4
abgeschlossen. Alle Elemente der Sekundarstruktur zeigen eine signifikante
Konsolidierung, ausgenommen Helix 3 und Teile des p-Faltblatts 2. Helix 3 verzogert
die Faltung aufgrund sterischer Behinderung zum Beispiel an Leu62. Der N-
terminale Teil von Barstar hat eine ausgepragte Tendenz der Strukturbildung,
Mutationen bewirken hier zum Teil drastische Stabilitatsverluste bzw. Fehlfaltungen.

Etwa 70 % der faltenden Molekule enthalten die einzige Prolylbindung in trans —
Konformation, was zur Bildung eines nativ-ahnlichen Intermediates fuhrt (siehe
oben). Dieses enthalt alle Elemente der Sekundarstruktur, aber eine nicht-native
Konformation von Schleife 3 zwischen Helix 2 und p-Faltblatt 2. Der native Zustand
des Proteins bildet sich nach dem Passieren des Ubergangszustandes der
Prolylisomerisierung und zeigt deren enge Kopplung mit der Konformationsfaltung.

Die Anderung der Oberflaichenauspragung fiir jeden Zustand des
Faltungsprozesses kann aus der Sensitivitat jeder Geschwindigkeitskonstante im
Vergleich zur Sensitivitat der allgemeinen Gleichgewichtskonstante der Faltung auf
die Konzentration des Denaturans abgeschatzt werden. Der erste
Ubergangszustand zeigt 20 %, das erste Intermediat 50 % und der zweite
Ubergangszustand 90 % der Kompaktheit des nativen Zustandes. Der Faltungsweg
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von Barstar pseudo-Wildtyp steht im wesentlichen in Einklang mit einem Nukleations-
Kondensations-Modell der Faltung (Tabelle 1). Der Nukleus des Proteins wird durch

die Aminosaurereste von Ser14 bis Gly43 reprasentiert (Abbildung 3c).

Abb.3c  Nukleus von Barstar pseudo-
Wildtyp (Ser14 bis Gly43). Die
Abbildung wurde mit dem
Programm RASMOL gestaltet.

NMR-Messungen von kaltedenaturiertem Barstar pseudo-Wildtyp* ergaben drei
Regionen mit beobachtbaren Reststrukturen. Das Element Ser14 bis Lys21 der
Helix 1 und das die Helix 2 einschlieRende Element von Tyr29 bis Glu46 sind nativ-
ahnlich. Das dritte Element von Leu51 bis Phe56 ist Teil von p-Faltblatt 2 und der
Schleife 4 (Wong et al., 1996). Mittels Circulardichroismus konnte das Auftreten von
Reststrukturen auch in entfaltetem Barstar pseudo-Wildtyp wahrscheinlich gemacht
werden (R4).

Die Untersuchung der Strukturbildung von aus der Primarstruktur von Barstar
abgeleiteten Peptiden durch Kernresonanzspektroskopie (Arg11-Tyr29 fur Helix 1,
Glu28-Trp44 fur Schleife 2 und Helix 2, Asn33-Trp44 fur Helix 2, Ser14-Gly43 fur den
Nukleus aus Helix 1 — Schleife 2 — Helix 2) zeigten eine Instabilitat der Helices in
Abwesenheit von long-range —Wechselwirkungen (R3).

Die Bildung des Nukleus in Barstar ist ein kooperativer Prozef3. Die Analyse der ¢ —
Werte wurde auch auf sehr frihe Ereignisse der Faltung von Barstar pseudo-Wildtyp,
die mit Relaxationstechniken gemessen wurden, angewandt. Trotz der in Kapitel 2

angefuhrten Einschrankungen und kritischen Betrachtungen dieser Methode konnte
der hierarchische Charakter der Strukturkonsolidierung des Proteins gezeigt werden.

59



7.3. Protein engineering nichtkanonischer Aminoséuren in Barstar pseudo—Wildtyp
durch SPI (selective pressure incorporation, Einbau durch Selektionsdruck)

Die Eigenschaften von Proteinen konnen durch den Einbau nichtkanonischer
Aminosauren gezielt verandert werden, da diese durch ihre chemischen
Eigenschaften  eine  Veranderung  spezifischer = Wechselwirkungen  der
Strukturkonsolidierung zur Folge haben konnen. Diese Methode des protein
engineerings eroffnet die Moglichkeit der EinfUhrung lokaler Perturbationen in ein
Protein durch Anderungen der chemischen Eigenschaften funktioneller Gruppen oder
der EinfUhrung neuer Substituenten in die kanonische Aminosaure (Atommutation).
Erwlnscht ist eine Inkorporation dieser Derivate ohne Verlust der strukturellen
Integritdt des Proteins. Die Methode der SPI ist von BUDISA ausgearbeitet und
optimiert worden. Der Einbau nichtkanonischer Aminosauren in rekombinant
herstellbare Proteine wird durch die Expression der Gene unter Verwendung
auxotropher (in der Regel prokaryontischer) host —Organismen realisiert. Er gelingt
aufgrund einer geringen Substratspezifitat der tRNA-Synthetasen und deren
Toleranz gegenuber bestimmten Substitutionen der Aminosaurederivate (Budisa et
al., 1999). Der Vorteil von SPI gegenuber anderen Methoden (protein splicing,
Intein-Methode) liegt, einen erfolgreichen Einbau vorausgesetzt, in der wesentlich
grolleren Ausbeute an der entsprechenden Variante. Die Methode erlaubt durch die
Verwendung geeigneter Derivate auch Veranderungen proteinchemischer
Eigenschaften (pH-Profil) und eine systematische Variation von Substituenten an
Aminosaureresten des Proteins. Dadurch ist ein Katalog verfugbar, der durch neue
Analoga von Aminosauren und eine Optimierung der Bedingungen der
Genexpression (Kultivierung der Zellen, enzymkinetische Parameter der tRNA-
Synthetasen) eine standige Erweiterung erfahrt.

Als Modellproteine fur den Einbau nichtkanonischer Aminosauren mit SPI sind
Annexin V (R5, R6), GFP (grun fluoreszierendes Protein, green fluorescent protein)
(Bae et al., 2004; Bae et al., 2003) und Barstar pseudo-Wildtyp etabliert worden (R®6,
R7). Rekombinant im prokaryontischen Expressionssystem wird Barstar pseudo-
Wildtyp als Einschlul3korper (inclusion bodies) produziert. Dies ist besonders bei der
Inkorporation toxischer Derivate vorteilhaft, da nur eine verminderte schadigende
Interferenz mit essentiellen Stoffwechselprozessen des prokaryontischen host—
Organismus stattfindet. Barstar pseudo-Wildtyp faltet als kleines Protein

(Molekulargewicht 10251 Da) reversibel, ist vergleichsweise leicht zu kristallisieren
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und die strukturelle Integritat bezuglich der Hemmwirkung auf Barnase leicht zu
analysieren (Mossakowska et al., 1989). Dieses Modellprotein hat sich als eines der
besten Systeme fur die SPI nichtkanonischer Aminosauren erwiesen (Budisa et al.,
1999).

Barstar pseudo-Wildtyp war das erste globulare Protein, in welches der Einbau 4-
fluorsubstituierter Prolinanaloga gelang (Renner et al., 2001). Die in Kapitel 4.2
erlauterten Eigenschaften dieser Analoga in Modellverbindungen (thermodynamische
Parameter der Grundzustande der Konformere, Aktivierungsparameter der
cis / trans -Isomerisierung) bestimmen auch die thermodynamischen Eigenschaften
der entsprechenden Varianten von Barstar pseudo-Wildtyp. Die thermodynamischen
Parameter der Stabilitat und die Geschwindigkeitskonstanten der Isomeriserung
Iy — N fur die Varianten sind in Tabelle 4 und Tabelle 5 dargestellt. Da in Barstar
pseudo-Wildtyp im nativen Zustand die cis -Konformation der einzigen Prolylbindung
realisiert ist, ist im Vergleich dazu die thermodynamische Stabilitat der L-(4S)-FPro
enthaltenden Variante groRer. So auch die der L-(4)-diFPro enthaltenden Variante,
da diese auch das L-(4S)-F-Motiv enthalt. Da der exo-pucker von L-(4R)-FPro
enthaltenden Derivaten die frans —Konformation der Prolylbindung begunstigt, ist die
thermodynamische Stabilitat der das Derivat enthaltenden Variante im Vergleich zu
Barstar pseudo-Wildtyp geringer.

Die Auswertung der Geschwindigkeitskonstanten der Prolylisomerisierung als Teil
der Konformationsfaltung Iy, — N zeigt auch mittels der Doppelsprungtechnik, dal} die
das L-(4S)-F-Motiv enthaltenden Varianten L-(4S)-FPro- und L-(4)-diFPro-Barstar
pseudo-Wildtyp den dreifachen Wert der Prolylisomerisierung im Vergleich zu Barstar
pseudo-Wildtyp und zur L-(4R)-FPro-Variante zeigen (Tabelle5). Die starke
Elektronegativitat des Fluors (Elektronegativitatswert 4,0) als Substituent in (4S)-
Position hat einen stark polarisierenden Effekt auf die Prolylbindung im
Ubergangszustand der Isomerisierung und erhdht deren Charakter einer
Einfachbindung. Dieser Effekt ist stereoselektiv und senkt die Aktivierungsbarriere.
Das Maximum der relativen Amplitude der langsamen Phase der Faltung von L-(4)-
diFPro-Barstar pseudo-Wildtyp betragt nur noch etwa 25 % (75 % schnelle Phase).
Die Substitution an Pro48 durch L-(4)-diFPro verschiebt das Gleichgewicht der
Isomeren der entfalteten Polypeptidkette zum cis —Konformer und bedingt eine

Erhéhung der Konzentration von U;. Zu den anderen Varianten liegen diesbezuglich
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keine umfassenden Datensatze vor, daher wird auf eine vergleichende Betrachtung
dieses Aspektes verzichtet.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen in Einklang zu Untersuchungen an mit L-
(4)-Pro substituierten kollagenen Peptiden (Barth et al., 2004; Jenkins & Raines,
2002) die thermodynamische Stabilisierung von Proteinen durch bevorzugte
Konformationen. Im Gegensatz zu Barstar pseudo-Wildtyp werden kollagene
Peptide durch Substitutionen von L-(4R)-FPro extrem stabilisiert und von L-(4S)-FPro
extrem destabilisiert, da die Prolylbindungen in nativem Kollagen durch die
Polyprolin Il-Helices essentiell in trans —Konformation vorliegen.

In Barstar bilden Phe56 und Phe74 mit Trp53 einen aromatischen Cluster
(Abbildung 4).

Abb.4 Aromatischer Cluster der Amino-
sdurereste Phe56, Trp53 und
Phe74 in Barstar pseudo-Wildtyp.
Die Abbildung wurde mit dem
Programm RASMOL gestaltet.

Der Cluster ist gekennzeichnet.
Die Aminosaurereste Trp38 und

Trp44 sind exponiert.

Von den drei Tryptophanresten der Primarstruktur kdnnen, auch in Barstar pseudo-
Wildtyp, nur Trp38 und Trp44 einzeln oder doppelt mutiert werden (Zaidi et al., 1997).
Das Repertoire des fur die Aminosaure Tryptophan codierenden Tripletts UGG ist bei
protein engineering mit SPl durch neue translational aktive chromophore
Verbindungen erweitert worden, die alle auch in Barstar pseudo-Wildtyp eingebaut
werden konnten (Minks et al., 1999). Dazu gehoren 4-Fluor-tryptophan, 5-Fluor-
tryptophan,  6-Fluor-tryptophan, 7-Aza-tryptophan, 5-Hydroxy-tryptophan, -
(Thienopyrrolyl)alanine oder B-Selenolo[3,2-b]pyrrolyl-alanin. Neben dem genannten
5-Hydroxy-tryptophan konnten auch 4-Hydroxy-tryptophan, 5-Amino-tryptophan und
4-Amino-tryptophan eingesetzt werden. Die spektroskopischen Eigenschaften der
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eingebauten aminosubstituierten Tryptophananaloga sind pH-sensitiv und machen
diese Varianten als optische pH-Sensoren auf Proteinbasis interessant (R7).

7.4. Wirkung von PPlasen auf die Konformationsfaltung von Barstar pseudo—
Wildtyp und von Varianten mit 4-substituierten Fluorprolinanaloga

Die Prolylisomerisierung von Barstar pseudo-Wildtyp kann durch die PPlase Cyp18
beschleunigt werden (R1). Die Ergebnisse zur Prolylisomerisierung von L-(4)-Pro
substituierten Varianten zeigten eine stereoselektive Beeinflussung der Reaktion
(Kapitel 7.3). Es war von mechanistischem Interesse, ob auch die enzymatische
Reaktion der Prolylisomerisierung durch die L-(4)-Pro-Substitution unterschiedlich
beeinflu®t wird.

Die enzymatischen Aktivitaten der verwendeten PPlasen wurden von CHAO YU
(Max-Planck-Forschungsgruppe ,Enzymologie der Proteinfaltung®, Halle/Saale) im
Rahmen seiner Dissertation mit Modellsubstraten bei verschiedenen
Konzentrationen von Denaturans gemessen und nach dem in (R1) beschriebenen
Verfahren auf 0 M Denaturans extrapoliert (Yu, 2003). Die Ergebnisse sind in
Tabelle 6 zusammengefal’t und lassen sehr unterschiedliche katalytische Effizienzen
der PPlasen gegenuber den Peptidsubstraten erkennen. Mechanistische
Vorstellungen Uber den stereochemischen Einflul der elektronegativen
Substituenten an Pro48 sind aus Modellierungen nach bekannten Strukturen von
Enzym-Substrat-Komplexen oder Enzym-Inhibitor-Komplexen der PPlasen moglich
(Kallen et al., 1998; Kallen & Walkinshaw, 1992; Zhao & Ke, 1996). Fur einen
modellierten Komplex mit Cyp18 wurde das L-(4S)-F-Motiv einen kleineren Abstand
zur Prolylbindung und zum katalytisch essentiellen Arg55 aufweisen als das L-(4R)-
F-Motiv (Abbildung 5). Es konnte auch experimentell gezeigt werden, daf’ durch eine
stereoselektive 4-Substitution oder eine 4-Disubstitution des stark elektronegativen
Fluors am Pyrrolidinring von Pro48 in Barstar pseudo-Wildtyp eine unterschiedliche
enzymatische Aktivitat von PPlasen auf die langsame Phase der Faltung im
Vergleich zu Barstar pseudo-Wildtyp auftritt.
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Abb.5 Schematische Prisentation von Abstinden (Zahlen in Angstrom) zu allen
Aminoséureresten von Cyp18 innerhalb von 4,5 A zum Fluorsubstituenten von (A) (4S)-
Fluorproline und (B) (4R)-Fluorproline eines gebundenen Oligopeptidsubstrates. Das
Fluoratom ist griin gekennzeichnet. Diese Abbildung wurde mir von Dr. Cordelia
Schiene-Fischer mit dem Programm WebLab Viewer Pro auf der Grundlage der Struktur
von Cyp18 im Komplex mit Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA (PDB code 1RMH) gestaltet (Zhao
& Ke, 1996).

7.5. Fibrillenbildung von Barstar pseudo—Wildtyp

Bei pH-Werten unterhalb des isoelektrischen Punktes von 5,6 bildet Barstar molten
globule -ahnliche Strukturen aus (Juneja et al., 2002). Diese reprasentieren nicht-
native, partiell gefaltete Zustande (A-Zustand, A-state). Barstar pseudo-Wildtyp
bildet bei physiologischen Temperaturen unter diesen Bedingungen und hoher
lonenstarke Assoziate hoherer Molekulargewichte aus. Eine weitere Destabilisierung
der Struktur gelingt bei pH 2,0 und 75 mM NaCl durch Temperaturerhbhung auf
70 °C. Dadurch erfolgt die Transformation der Polypeptidkette in ein Ensemble von
Konformationen, die bei moderaten lonenstarken zur Bildung amyloider Fibrillen
(Fibrillen Typ 1) fahig sind. Diese sind bei 20 °C stabil und konnen sich in
Abwesenheit von NaCl durch Erwarmen auf 70 °C in Fibrillen Typ 2 umwandeln.
Eine direkte Umwandlung vom A-Zustand in Fibrillen Typ 2 gelingt mit moderaten
lonenstarken bei einer Temperatur von 80 °C. Durch Elektronenmikroskopie,
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dynamische Lichtstreuung und Fern-UV Circulardichroismus konnte diese
Fibrillenbildung quantitativ untersucht und modelliert werden (Modler, 2003). Die

Transformation erfolgt irreversibel nach der Sequenz

A - Zustand — Fibrillen Typ 1— Fibrillen Typ 2 (R8)

Die Fibrillen Typ 2 bestehen aus drei individuellen Protofilamenten in paralleler
Anordnung.  Der ProzeRR der Fibrillenbildung schlieRt monomolekulare und
bimolekulare Schritte sowie Intermediate ein. Er ist mit einer Zunahme des
Prozentsatzes an p-Faltblatt (cross p-Struktur) verbunden, der durch Fern-UV
Circulardichroismus detektiert werden konnte. Der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Umwandlung der Konformation(en) ergab im Arrhenius-Plot eine

Aktivierungsbarriere  AG* von 19,2 + 2,0 kcal mol™. Es soll in diesem
Zusammenhang angemerkt werden, dal® dieser Wert etwa der Aktivierungsbarriere
der Isomerisierung einer Prolylbindung entspricht. Eine langsame konformationelle
Umwandlung zwischen den Rotameren der Prolylbindung von Pro48, lokalisiert am
Beginn von p-Faltblatt 2, unter den verwendeten (unphysiologischen) Bedingungen
konnte durchaus als ein geschwindigkeitsbestimmender Schritt der Fibrillenbildung
diskutiert werden, da die Prolylisomerisierung Uber weite Bereiche pH-unabhangig
ist. Obwohl dies fur Barstar pseudo-Wildtyp explizit nicht gezeigt worden ist, kann
hier davon ausgegangen werden, da Tyr4d7 mit einem pK, von etwa 10 auch bei
optimalem pH-Wert von 8,0 wie unter sauren Bedingungen protoniert vorliegt.

Eine Mutation von Pro48 zu Ala in Barstar pseudo-Wildtyp* fuhrt zur Bildung von
Dimeren. Es liegen noch keine thermodynamischen Daten und genaue strukturellen
Informationen zu dieser Variante vor. Aufgrund der gro3en zuganglichen Oberflache
von 84 A? hat Pro48 keine essentiellen Wechselwirkungen des Pyrrolidinringes mit
anderen Strukturelementen in Barstar, seine Funktion beschrankt sich, unterstutzt
durch die Wechselwirkung mit Tyr47, auf die Stabilisierung der cis —-Konformation der
Prolylbindung. Eine Mutation P48A stabilisiert fur die Bindung Tyr47-Ala48 sehr
wahrscheinlich die frans —Konformation und verschiebt damit das Gleichgewicht von

N zu einem nativ-dhnlichen Intermediat . Dies kénnte die Bildung nicht-nativer

Strukturelemente zur Folge haben, die zu Assoziation und Fibrillenbildung neigen.
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Daher ist eine experimentelle Untersuchung der Variante Barstar pseudo-
Wildtyp*P48A fur diese Problematik als Ausblick interessant.
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8. ZUSAMMENFASSUNG DER FORSCHUNGSERGEBNISSE ZUR APIKALEN
DOMANE VON GROEL

8.1. Thermodynamische Stabilitdt und Faltung von Fragmenten des Chaperonins
GroEL (apikale Domé&ne, Minichaperone)

Durch limitierte Proteolyse mit Thermolysin konnten 1993 erstmals stabile
Fragmente (Molekulargewicht 34 kDa, Fragment 150-456) des Chaperonins GroEL
hergestellt werden, die die Faltung von Rhodanase auch ohne Cochaperonin GroES
und Hydrolyse von ATP unterstutzen (Makino ef al., 1993). Verschiedene Fragmente
der apikalen Domane von GroEL mit unterschiedlichem Molekulargewicht kdnnen
rekombinant in Escherichia coli produziert werden, wie die Fragmente 191-376, 191-
345 (R8) und 193-335 (Kobayashi et al., 1999; Tanaka & Fersht, 1999). Diese
werden auch als Minichaperone bezeichnet und sind monomere Proteine. Die
Kristallstruktur des Minichaperons 191-376 wurde mit einer Auflosung von 1,7 A
geldst und entspricht im wesentlichen der apikalen Domane in GroEL (Braig et al.,
1994; Buckle et al., 1997).

GroEL vermittelt die Faltung zytosolischer Proteine in Escherichia coli, wobei eine
Wechselwirkung mit etwa 300 Proteinen nachgewiesen wurde (Houry et al., 1999).
Die Messung der funktionellen Aktivitat des Chaperonins GroEL auf die Faltung von
Proteinsubstraten ist fur Rhodanase (auch ohne Hydrolyse von ATP) und Malat-
Dehydrogenase (Hydrolyse von ATP) etabliert (Mendoza et al, 1992). Durch
Kernresonanzspektroskopie war gezeigt worden, dal® die durch GroEL mogliche
reversible Faltung der PPlase Cyp18 auf einer Wechselwirkung von dessen
entfalteter Polypeptidkette mit der apikalen Doméane des Chaperonins beruht (Nieba-
Axmann et al., 1997; Zahn et al., 1994). Die Minichaperone konnen wegen des
Fehlens der basalen Domane kein ATP hydrolysieren. Die Bestimmung ihrer
funktionellen Aktivitat wurde aus diesem Grund mit Rhodanase (Horovitz, 1995) und
Cyp18 (Zahn et al., 1994) untersucht und dadurch bestatigt, dal® die durch GroEL
unterstutzte Faltung dieser Substratproteine auch ohne Hydrolyse von ATP erfolgen
kann (R9).

Das Chaperonin GroEL ist ein Tetradekamer, bestehend aus zwei heptameren
Ringen (Braig et al., 1994). Von ELLIS wurde 1991 das Modell des ANFINSEN-Kafigs
(ANFINSEN-cage) aufgestellt (Ellis, 1996). Die Bildung des Binarkomplexes der
Polypeptidkette mit dem Chaperonin erfolgt an multiplen Bindungsstellen im Inneren
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des Molekuls (Hohlzylinder). Nach heutigen strukturellen und mechanistischen
Erkenntnissen umfal3t der ANFINSEN-cage im engeren Sinne nur einen heptameren
Ring des Chaperonins und sieben Molekule des Cochaperonins GroES
(GroEL;GroES7). Verschiedene heterooligomere Zustande des Chaperonins im
Komplex mit dem Cochaperonin sind nachgewiesen worden, so auch
GroEL4(GroES7), (Azem et al, 1994). Es wurde durch analytische
Ultrazentrifugation gezeigt, dal’l die Minichaperone 191-376 und 191-345 als
Monomere vorliegen und keinen ANFINSEN-Kafig bilden (R10). Daher ist auch eine
Aktivitat dieser Fragmente gegenuber Proteinsubstraten die essentiell unter
Hydrolyse von ATP im ANFINSEN-Kafig falten, wie zum Beispiel Malat-
Dehydrogenase und Citrat-Synthase, nicht zu erwarten (Coyle et al., 1997; Ellis &
Hartl, 1999).

Die Minichaperone 191-376 und 191-345 enthalten in ihrer Primarstruktur keine
Tryptophanreste. Messungen zur Faltung dieser Proteine konnten durch Detektion
der intrinsischen Tyrosinfluoreszenz (Tyr199 in einer loop-Region, Tyr203 in einer
310-Helix, Tyr360 in Helix K) durchgefuhrt werden (R10). Die Detektion der
Anderungen der Tertiarstruktur erfolgte auch mittels Nah-UV, die der
Sekundarstruktur mittels Fern-UV Circulardichroismus. Die thermodynamische
Stabilitat der Minichaperone 191-376 und 191-345 wurde durch chemische
Denaturierung mit Harnstoff und durch thermische Denaturierung gemessen. Die
Faltung der hier beschriebenen Fragmente von GroEL ist reversibel. Die Auswertung
der Daten der chemischen Denaturierung nach einem Zweizustandsmodell ergab
eine thermodynamische Stabilitat von 5,7 kcal mol”’ (Fern-UV Circulardichroismus).
Das Minichaperon 191-376 umfal3t neben der apikalen Domane von GroEL die
Helix K (H12), die Teil der intermediaren Domane ist. Durch thermische
Denaturierung und Detektion der Anderungen der Sekundarstruktur mittels Fern-UV
Circulardichroismus wurde gezeigt, dal} diese zusatzliche Helix eine wesentlich
geringere Stabilitat besitzt und als isoliertes Sekundarstrukturelement reversibel faltet
(R10).

Die Kinetiken der Entfaltung und Faltung der Minichaperone 191-376 und 191-345
wurden nach Konzentrationsanderungen von Harnstoff mittels intrinsischer
Fluoreszenz gemessen. Die Primarstruktur der Fragmente enthalt sieben
Prolinreste, die alle in trans —Konformation im nativen Zustand vorliegen (Buckle et

al., 1997). Die Population eines transienten Intermediates konnte durch die Analyse

68



der Hauptfaltungsphase der Fragmente gezeigt werden (chevron —Plots). Diese
Eindomanenproteine falten nach einem Dreizustandsmodell (R10). Der TANFORD-f31-
Wert fur die Faltung des Minichaperons 191-345 betragt 0,78 (Jackson, 1998).

8.2. Bindung von bis-ANS — hydrophobe Bereiche

Die volle Kompetenz als Chaperon erreicht GroEL nach Ausbildung des ANFINSEN-
Kafigs im cis- Komplex (GroEL;GroES7; — 7 ATP). Der molekulare Mechanismus der
Chaperonaktivitat umfallt eine Kopplung von alternierenden Konformations-
anderungen des Heterooligomers mit der Hydrolyse von ATP (Fersht, 1999; Rye &
Horwich, 1997; Schmidt et al., 1994; Todd et al., 1994). Das Heterooligomer ist
durch die Ausbildung des cis- bzw. trans -Komplexes funktionell asymmetrisch.
Untersuchungen zu mechanistischen Details dieses Prozesses zeigten eine Bindung
potentieller Substrate (Peptide, Proteine) an die apikale Doméane des Chaperonins
(Corrales & Fersht, 1996). Zur Untersuchung der Spezifitdt dieser
Wechselwirkungen und der daran beteiligten Strukturelemente bzw. Aminosaurereste
wurde eine Serie von Fragmenten des GroEL’s untersucht, die dessen apikale
Doméne als zentrales Element enthalten (Minichaperone). Die Exponierung
hydrophober Bereiche der apikalen Doméane war eine grundlegende These zur
Erklarung ihrer Funktionalitat (Motojima et al., 2004). Der Nachweis hydrophober
Bereiche (hydrophobic patches) eines Makromolekuls gelingt durch Bindungsstudien
mit Fluoreszenzfarbstoffen. Fur diese Untersuchungen kam bis-ANS zur
Anwendung. Es konnte die Ausbildung hydrophober Bereiche der apikalen Domane
zweifelsfrei gezeigt werden (R10). Weiterhin  wurden durch chemische
Denaturierung Stabilitatsuntersuchungen der mit bis-ANS gesattigten Fragmente
191-345 und 191-376 durchgefuhrt, die bei beiden Proteinen bei 2,5 M Harnstoff die
Population eines Intermediates mit starker ausgepragter Hydrophobizitat zeigten.
Daher mul der durch den Fluoreszenzindikator detektierte Bereich Strukturelemente
umfassen, die beiden Proteinen gemeinsam sind. Dieses Intermediat ist auch

kinetisch nachweisbar (R10).

Da die Faltungskompetenz der Minichaperone auch biotechnologisch interessant
war, wurde deren strukturelle, funktionelle und physikochemische Charakterisierung
in verschiedenen Arbeitsgruppen fortgesetzt. Es war einerseits von Interesse,
welche Bereiche der Sekundarstruktur der apikalen Domane von GroEL welche
Sequenzen von potentiellen Substraten binden (Chatelier et al., 1999; Chen & Sigler,
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1999; Kobayashi et al., 1999; Tanaka & Fersht, 1999) und andererseits, ob eine
oligomere Struktur in Anlehnung an den nativen Komplex die Funktionaliat verandert
(Chatelier et al., 2000a; Chatelier et al., 2000b). Dazu sind auch durch protein
engineering veranderte Varianten der Minichaperone untersucht worden (Wang et
al., 1999). Da der Autor dieser Arbeit an diesen umfangreichen Untersuchungen
nicht beteiligt war, sollen nur die wesentlichen Ergebnisse genannt und zu den
eigenen Datensatzen gewertet werden. Die Bindung von bis-ANS an das Fragment
191-345 wurde quantitativ reevaluiert und mit GroEL verglichen (Smoot et al., 2001).
Der Fluoreszenzfarbstoff bindet kooperativ an die apikale Domane mit einem Hill-
Koeffizienten von 2 und einem Kp-Wert von 17,36 + 0,58 uM. GroEL hat zwei
Bindungsseiten fur bis-ANS, Kpi von 0,56 pM (1,7 Mol Farbstoff pro Mol
Untereinheit) und Kpz von 10,57 uM (8,5 Mol Farbstoff pro Mol Untereinheit). Die
apikale Domane hat relativ wenig hydrophobe Oberflache in der unbeeinflulten
(unperturbed) Struktur. Die Bindung von bis-ANS destabilisiert die native Struktur
des Fragmentes und induziert die Ausbildung hydrophober Oberflachen. Bei
steigenden Konzentrationen an bis-ANS nimmt die thermodynamische Stabilitat
dieses Minichaperons ab, sie betragt 5,20 + 0,66 kcal mol” bei 0 M bis-ANS und
2,88 + 1,08 kcal mol™ bei 30 uM bis-ANS. Der letztere Wert entspricht der
Energiedifferenz des Intermediates zum entfalteten Zustand, da bei sattigenden
Konzentrationen an bis-ANS gemessen wurde und ist mit dem kinetisch bestimmten
Wert der thermodynamischen Stabilitat des Intermediates vergleichbar (R10). Die
Modulation hydrophober Oberflachen der apikalen Domane erfolgt durch eine
Perturbation der Tertiarstruktur (Smoot et al, 2001). Die systematische
Untersuchung der Bindung von Peptiden aus einer Peptidbibliothek (randomly
selected peptides) an die apikale Domane von GroEL zeigte deren Plastizitat als
Basis fur die geringe Substratspezifiat (substrate diversity) (Chen & Sigler, 1999). In
den Kristallstrukturen dieser Komplexe (Chen & Sigler, 1999) und auch aus deren
Untersuchungen mittels Kernresonanzspektroskopie (Kobayashi et al., 1999) sind
Helix H und Helix | die Bindungsstellen von potentiellen Substraten. Beide Helices
sind sowohl in Fragment 191-345, als auch 191-376 realisiert.
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8.3. Chaperonaktivitdt  I6slicher und immobilisierter  (column  refolding)
Minichaperone

Von YOSHIDA und Mitarbeitern wurde 1994 von einem kovalent immobilisierten
Fragment (Molekulargewicht 54 kDa) von cpn60 aus Thermus thermophilus eine
10 %ige Aktivitat als Chaperon auf die Faltung von Rhodanase berichtet (Taguchi et
al., 1994). Nach dem Beweis der funktionellen Aktivitat der Minichaperone in Losung
(R9) war es fur praktische Aspekte von Interesse, deren Funktionalitat in
immobilisierter Form zu untersuchen. Die Fragmente 191-345 und 191-376 der
apikalen Domane von GroEL wurden sowohl an Ni-NTA-Agarose, als auch an CNBr-
aktivierter Sepharose immobilisiert. Die funktionelle Aktivitat des immobilisierten
Minichaperons wurde im batch -Verfahren mit Cyp18 und im
saulenchromatographischen Verfahren mit 1GPS(49-252) (Fragment der Indol-3-
glycerinphosphat-Synthase) als Proteinsubstrate gezeigt (R11) (Fersht, 1999).
Durch diese Verfahren ist es moglich, durch Lagerung partiell inaktiviertes Cyp18,
was als humanes Protein kein naturliches Substrat von GroEL ist, zu reaktivieren.

Das Verfahren des column refolding wurde patentiert und auf die Renaturierung
anderer Proteine, wie des Skorpion-Toxins Cn5, erfolgreich angewandt (Altamirano
et al., 1999). Es ist eingeschrankt auf Substrate, die allein durch Wechselwirkung mit
der Substratbindungsstelle (induzierte Konformationsanderung) eine unterstutzende
Faltung oder Entfaltung erfahren. Der Komplex von GroEL ist unter physiologischen
Bedingungen in vivo durch die koordinierte Hydrolyse von ATP reguliert (Bindung
von GroES, Ausbildung des ANFINSEN-Kafigs), daher schrankt die Deletion der fur
die allosterische Kontrolle des Chaperonins wichtigen Bereiche das
Substratspektrum naturgemalf ein.
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9. ZUSAMMENFASSUNG DER UNTERSUCHUNGEN ZU KOLLAGEN IV

9.1. Struktur und Faltung von Kollagen

Kollagene sind Proteine eukaryontischer Organismen, die aus drei Polypeptidketten
aufgebaut sind. Sie werden in verschiedene Typen eingeteilt, die in
unterschiedlichen Geweben und Organen vorkommen (Kielty et al., 1993). Die
Primarstruktur dieser Ketten ist eine Folge von Tripletts der Form —[Gly-Pro-Hyp]n-.
Eine einzelne Kollagenkette bildet eine linksgangige Polyprolin-lI-Helix
(Sekundarstruktur). Drei Kollagenketten bilden als Tertiarstruktur eine
Kollagentripelhelix, die eine rechtsgangige Schraube mit einer Ganghohe (pitch) von
8 nm darstellt. Die Seitenketten der Aminosauren X und Y auf der Oberflache der
Tripelhelix (Zylindermantel) bilden wiederum eine linksgangige Schraube mit einem
Durchmesser von 1,5 nm und einer Ganghohe von 0,9 nm (Eble, 1994; Traub &
Piez, 1971). Die Struktur der Tripelhelix wurde von RICH und CRICK 1955
vorgeschlagen (Rich & Crick, 1955). Die Analyse der Kristallstruktur eines
kollagenen Peptides (Auflésung 1,9 A) durch die Gruppe um Helen BERMAN
bestatigte 1994 eindrucksvoll die originalen Koordinaten (Bella et al., 1994).

Die Tripelhelix von Kollagenen zeigt einen charakteristischen Circulardichroismus
im Fern-UV mit einem positiven Extremum bei 221 nm (Engel, 1987). Nach
thermischer Denaturierung von Kollagen wird eine Inversion des Signals gemessen,
so dal} die Faltung durch Messung des Circulardichroismus bei dieser Wellenlange
analysiert werden kann (R12).

Die Seitenketten der Tripelhelix sind stark zum Losungsmittel exponiert. Der Modus
der Stabilisierung der Tripelhelix ist bis heute noch nicht vollstandig verstanden. Es
werden Wasserstoffbrickenbindungen zwischen Gly der einen Kette und Pro in der
X-Position der angrenzenden Ketten, Stabilisierungen durch hochgeordnete
Wasserbrucken (water bridges) und induktive Effekte der Hydroxylgruppen der
Hydroxyproline vorgeschlagen (Stetefeld et al., 2003). Das crosslinking der
selektierten Kollagenketten durch trimere Oligomerisierungsdomanen (NC-Domanen,
nicht-kollagene Domanen) (Engel, 2004; Engel & Kammerer, 2000) oder
Disulfidbricken (Barth et al., 2003a; Barth et al, 2003b) beglnstigt deren
Stabilisierung und die Einstellung des Kettenregisters.

Allgemein beginnt die Faltung der Tripelhelix mit einer durch die
Oligomerisierungsdomanen begunstigten Nukleation (trimolekulare Reaktion), was
eine sehr hohe effektive Konzentration der Ketten bedingt (Boudko et al., 2002). Die
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Geschwindigkeit der Faltung von Kollagen ist durch die cis — trans-lsomerisierung
der Prolylbindungen bestimmt, da in der intakten Tertiarstruktur nur die trans —
Konformation vorliegt (Bachinger et al., 1980). Die hohe Losungsmittelzuganglichkeit
der Seitenketten der Prolinreste liel eine Beschleunigung der Kollagenfaltung durch
PPlasen (Cyp18) erwarten (Bachinger, 1987). Aus Experimenten zur limitierten
Proteolyse faltender Kollagenketten konnte gezeigt werden, dal® die Faltung der
Tripelhelix vom C- zum N-Terminus verlauft, wobei Nukleationen auch an beiden
Termini auftreten konnen (Frank et al., 2003). Von PROCKOP und ENGEL wurde ein
ReildverschluBmodell der Kollagenfaltung (zipper-like model) vorgeschlagen (Engel &
Prockop, 1991).

Transitionskurven der thermischen und chemischen Entfaltung von Kollagen und
kollagenen Peptiden zeigten, dal® dieser Prozel® kooperativ und meist reversibel ist
(Ausnahme zum Beispiel Col2 von Kollagen XIV, R13). Die Transitionskurven der
Entfaltung und Faltung zeigen jedoch eine Hysterese. Aus systematischen
Untersuchungen der Faltung von Kollagen lll und daraus hergestellten tryptischen
kollagenen Peptiden verschiedener Kettenlange zeigten ENGEL und BACHNIGER, dal}
der langsame Prozel3 der Nukleation (annealing) und die Hysterese auf sehr
langsame Schritte der Umlagerung / Umorientierung miRgefalteter Regionen des
Molekuls zuruckzufuhren sind. Mit kurzerer Kettenlange der Fragmente nimmt die

Hysterese ab (Engel & Bachinger, 2000).

9.2. Kollagen 1V als Bestandteil der Basalmembran

Die Basalmembran ist eine spezielle schichtartige Struktur der extrazellularen
Matrix und trennt in allen Organen den Parenchymanteil (Epithel- und
Endothelzellen, = Muskelzellen und  Muskelfasern, = Nervengewebe) vom
organspezifischen Bindegewebe (Stroma) ab. Hauptbestandteile der Basalmembran
sind Kollagen IV, Laminin, Nidogen / Entaktin und Perlecan. Kollagen IV hat eine
Lange von ca. 400 nm und ist ein Glykoprotein. Die heteromere Tripelhelix wird aus
zwei a1-Ketten und einer a2-Kette gebildet, wobei auch andere Isoformen bekannt
sind. Die einzige N-glykosidisch verknupfte Kohlenhydratkette befindet sich in der N-
terminalen 7S-Domane. Die Tripelhelix von Kollagen IV besitzt einen sehr hohen

Glykosylierungsgrad, wobei a-D-GIucopyranosyI-(1—>2)-D-gaIactopyranosyI-Reste

O-glykosidisch an 5-Hydroxylysinreste gebunden sind. Lysinreste in Y-Stellung
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werden zu 95 % von Lysin-5-hydroxylase hydroxyliert, von denen 80-90 %
glykosyliert werden (Eble, 1994; Kielty et al., 1993).

Kollagen IV unterscheidet sich von interstitiellen Kollagenen durch die Ausbildung
netzartiger Strukturen. Am N-Terminus werden in der 30 nm langen 7S-Domane vier
Tripelhelices durch intermolekulare Disulfidbricken kovalent vernetzt. Diese
Verknupfungen werden durch intermolekulare Aldolvernetzungsprodukte erganzt, die
aus Lysin- und 5-Hydroxylysinresten nach deren Oxidation durch Lysyloxidase
entstehen. Die Tripelhelix von Kollagen IV hat eine Lange von 360 nm. Am C-
Terminus befindet sich die NC1-Domane, die aus zwei NC1a1-Untereinheiten und
einer NC1a2-Untereinheit aufgebaut ist (Eble, 1994, Kielty ef al., 1993). Die Struktur
dieser Domane wurde 2002 aufgeklart (Than et al., 2002). Die NC1-Domanen
zweier Tripelhelices konnen kovalent Uber eine ungewoOhnliche Met-Lys-Bricke
verbunden werden und bilden ein sogenanntes Dimer. Ferner konnen die
Tripelhelices von Kollagen IV lateral assoziieren (Eble, 1994). Das aus diesen
Moglichkeiten der Verknupfung der Ketten resultierende Netzwerk von Kollagen IV
bildet das Grundgerust der Lamina densa der Basalmembran.

9.3. Untersuchungen zur thermischen Stabilitdt des Bindungsbereiches des
Integrins a3 (VLA1) an Kollagen IV

Integrine sind membranstandige Zelladhasionsmolekule, die Zell-Matrix-Kontakte
gewabhrleisten und bestehen aus einer a- und einer p-Untereinheit (Eble, 1994;
Humphries et al, 2003). Das Integrin a4f1 (VLA1) bindet an Kollagen IV
(Vandenberg et al., 1991). Untersuchungen der Bindung dieses Integrins an durch
limitierte Proteolyse hergestellte Fragmente von Kollagen IV (F1, F2, F3, F4 und TL1)
zeigten, dal diese Wechselwirkung durch die Aminosauren Asp461 der beiden a1
und Arg461 der a2-Kette essentiell bestimmt wird (R14). Der Bindungsbereich des
Integrins a4f1 (VLA1) an Kollagen IV liegt daher im N-terminalen Teil des Molekuls
zwischen zwei Disulfidknoten [Disulfidknoten | der a1-Ketten (Cys454),
Disulfidknoten Il der a1-Ketten (Cys487, Cys490) und a2-Ketten (Cys486, Cys488)].

Die Untersuchung der thermischen Stabiltat der proteolytischen Fragmente F1, F4
und TL1 wurde mittels Fern-UV Circulardichroismus untersucht (R14). Das

Fragment F1 zeigte zwei Transitionen des Entfaltungsprozesses mit T,; =37 °C und

Tj=49 °C. Die Faltung des thermisch denaturierten Fragmentes F1 zeigte
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ebenfalls zwei Transitionen, wobei eine Hysterese zur Entfaltung nur fur den ersten
Transitionsbereich gemessen wurde. Das Fragment F4 entspricht dem
tripelhelikalen Teil zwischen den beiden Disulfidknoten und zeigt bei der thermischen
Entfaltung nur noch die Transition mit 7, =51 °C. Somit konnten erstmals stabilere
lokale Bereiche der Tripelhelix von Kollagen IV nachgewiesen werden, die keine
Hysterese der Faltung im Vergleich zur Entfaltung aufweisen. Das Fragment TLA1
entspricht der C-terminalen Halfte des Fragmentes F4. Trotz tripelhelikaler Struktur
besitzt es eine geringere thermische Stabilitdt. Untersuchungen der thermischen
Stabilitat von Modellpeptiden von Kollagen 1V, die auf der Grundlage der Struktur der
Bindungsstelle der Integrine synthetisiert wurden, konnten die Messungen und
Interpretationen der Ergebnisse der naturlichen Praparate bestatigen (Sacca et al.,
2002a).

9.4. Bestimmung des Rasters der Kollagenketten im Bereich der Bindungsstelle des
Integrins a3 (VLA1) mittels Fluoreszenzresonanzenergietransfer (FRET) (R195)

Fur die Synthese von Modellpeptiden zur Inhibition der Bindung von Integrinen an
Kollagen IV war es von Interesse, den Raster der drei Einzelketten der Tripelhelix im
Bereich des Disulfidknotens zu bestimmen. Kollagen IV besitzt zwischen den
Disulfidknoten der Integrinbindungstelle nur einen Tryptophanrest in der a2-Kette in
Position 479. Aus Betrachtungen der Primarstruktur und bekannten Daten zum
FRET zwischen den intrinsischen Fluorophoren von Proteinen wurden die Phe461
der beiden o1-Ketten als Donormolekale und Trp479 der o2-Kette als
Akzeptormolekul fur einen FRET im Fragment F2 in Betracht gezogen. Kollagen ist
ein relativ starres Molekul. Es konnte gezeigt werden, dald zwischen den im
Fragment F2 vorhandenen Tyrosinresten und Trp479 kein FRET besteht. Die
vorhandenen Tyrosinreste wurden nitriert um eine optische Perturbation
einzuschranken. Der mittlere Abstand zwischen den beiden Donoren und dem
Akzeptor wurde nach Messung der Energietransfereffizienz nach FORSTER bestimmt
(Forster, 1948). Aus dem Modell der Tripelhelix von Kollagen und den
Ubergangsmomenten der Aromaten konnte der Orientierungsfaktor x der
Forster'schen Gleichung spezifiziert werden, was eine genauere Abschatzung der
Abstande der FRET-Paare erlaubte und die konformative Anordnung o1’'alo2
favorisierte. Die Anordnung a1o2a1’ konnte definitiv ausgeschlossen werden. Die

Anordnung a2a1’a1 ahnelt konformativ der Anordnung a1’a1a2.
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Neuere Studien der Bestimmung des Kettenregisters mit Modellpeptiden konnten
diese Messungen im wesentlichen bestatigen (Sacca et al., 2002a). Die Tripelhelix
der Modellpeptide mit dem Register a1a2a1’ zeigte eine geringere Thermostabilitat.
Damit wurde eine wesentliche Grundlage zum rationalen Wirkstoffdesign der
Integrinbindung an Kollagen IV mit Relevanz zu medizinischen Aspekten der
Wundheilung und Tumorinvasion geschaffen (Sacca et al., 2002b).
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11. TABELLEN

Tabelle 1

Tabelle 2

Tabelle 3

Tabelle 4

Tabelle 5

Tabelle 6

Modellvorstellungen der Faltung von Proteinen

Parameter der cis / trans —Isomerisierung von Prolin und (4)-Fluorprolin

enthaltenden Verbindungen

Thermodynamische und kinetische Parameter von Barstar und

Varianten

Die in dieser Tabelle verwendeten Bezeichnungen der auftretenden Spezies,
Symbole und thermodynamischen Parameter sind in Kapitel 2, Kapitel 4.3 und
Kapitel 6.2 erklart bzw. definiert.

Thermodynamische Eigenschaften von Barstar C40A/C82A/P27A und
L-(4)-FPro48 Varianten

Die in dieser Tabelle verwendeten Symbole und thermodynamischen Parameter

sind in Kapitel 2 erklart bzw. definiert.

Kinetik der trans — cis-lsomerisierung von Pro48 in Barstar
C40A/C82A/P27A und L-(4)-FPro48 Varianten

Katalytische Effizienzen von Peptidyl-prolyl cis/trans -Isomerasen auf

die cis —trans-lsomerisierung von Prolin und (4)-Fluorprolin

enthaltenden Peptiden
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Tabelle 1 Modellvorstellungen der Faltung von Proteinen

Name

Charakteristik

Protein

Referenzen

Mechanismus der
klassischen
Nukleation

(classical
nucleation)

einige benachbarte Reste der Sequenz bilden native Sekundarstrukturen
und dienen als Nukleus, aus dem die native Struktur stufenweise
fortschreitet

Tertiarstruktur bildet sich als Konsequenz der Formierung der
Sekundarstruktur

stark lokalisierter Nukleus (zwei oder drei turns einer Helix)
Strukturbildung erwachst aus dem Nukleus
Strukturformation folgt der Nukleation

keine Existenz von Intermediaten

(Fersht, 1999)

Mechanismus der

weicher, lokaler Nukleus

Chymotrypsininhibitor 2

(Fersht, 1999)

Nukleation- stabilisierende Wechselwirkungen (ber groRere Abstande bilden einen | Barstar
Kondensation ausgedehneten Nukleus
(nuc;jeat/o?- Konsolidierung des Nukleus im Zuge der Strukturformation
condensation) Konsolidierung des Nukleus und ausgedehnte Strukturformation sind
gleichlaufend
keine Existenz von Intermediaten
modulares Modell | Doméanen als Faltungseinheiten bilden strukturell gefaltete Module, die vl Kristallin (Wetlaufer,
(modular model) bei Assemblierung die native Struktur erzeugen NAD*-bindende 1973)
Domane von
Glycerinaldehyd-3-
phosphat-
Dehydrogenase
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Fortsetzung Tabelle 1 Modellvorstellungen der Faltung von Proteinen

Name Charakteristik Protein Referenzen
Rahmenmodell Strukturbildung stufenweise Uber Intermediate (Substrukturen) oder monomerer A (Fersht, 1999)
(framework foldons (stabile Einheit eines Proteins ohne Beteiligung anderer Module) | Repressor (Wedemeyer
model) lokale Elemente der nativen lokalen Sekundarstruktur formieren sich RNAse A et al., 2002)
Diffusions- unabhangig von der Tertiarstruktur (framework model)

Kollisions-Modell | jiese Elemente durchdringen sich bis sie zusammentreffen, erfolgreich

(diffusion-collision | apeinander haften und zur Tertidrstruktur verschmelzen (diffusion-

model) collision model)

CFIS-Modell Existenz von Intermediaten

(chain-folding

initiation site

mechanism)

Modell des schnelle Kollabierung des Proteins um seine hydrophoben Seitenketten | Barstar (Fersht, 1999)
hydrophoben und nachfolgende Umordnung aus dem durch Intermediate besetzten Barnase

Kollaps eingeschrankten Konformationsraum

(hydrophobic nativ-ahnliche tertiare Wechselwirkungen geleiten die Sekundarstruktur

collaps model) Existenz von Intermediaten

Puzzlemodell jedes Molekul des Proteins faltet nach einem unterschiedlichen, (Fersht, 1999)
(jigsaw model) bestimmten Weg (Harrison &

Durbin, 1985)
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Fortsetzung Tabelle 1 Modellvorstellungen der Faltung von Proteinen

Name Charakteristik Protein Referenzen
Modell des progressive Organisation von Ensembles von partiell gefalteten (Wolynes et
Faltungstrichters | Strukturen dber multiple Wege al., 1995)
(folding funnel, Beschreibung des thermodynamischen und kinetischen Verhaltens der

new view) Transformation eines Ensembles von entfalteten Molekulen zum

(vorwiegend) nativen Zustand mittels Energietrajektorien (energy
landscapes)

Rationalisierung des Puzzlemodells, parallele und alternative
Faltungswege

Ubergangszustand der Faltungsreaktion ist eine Verteilung von
Strukturen

Existenz von Intermediaten
ersetzt klassisches Modell der hierarchischen und sequentiellen Faltung
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Tabelle 2 Parameter der cis /trans —Isomerisierung von Prolin und (4)-Fluorprolin
enthaltenden Verbindungen

Chemische Verbindung Ge?;lt_an K Keis—trans Kirans —scis
Kon(f)zr)mer (s 1) (s 1)

NAc-Pro-OMe? 17,3 4,8 0,0121 0,0025
NAc-(4R)-F-Pro-OMe? 12,8 6,8 0,0260  0,0038
NAc-(4S)-F-Pro-OMe? 28,5 2,5 0,0148  0,0059
NAc-(4)-diF-Pro-OMe? 23,0 3,4 0,0535  0,0160
Suc-Ala-Ser-Pro-Phe-pNA 15,4° 5,5° 0,0083%  0,0015°
Suc-Ala-Ser-(4R)-F-Pro-Phe-pNA 11,0° 8,1° 0,0122¢ 0,0015°
Suc-Ala-Ser-(4S)-F-Pro-Phe-pNA 22,0 3,6° 0,0113%  0,0032°

@ Parameter wurden aus thermodynamischen Daten berechnet, die mittels NMR
gemessen wurden (Renner et al., 2001).

® Geschwindigkeitskonstanten der cis — trans-lsomerisierung wurden durch ISP
bestimmt. Die Peptide wurden in DMSO in einer Konzentration von 10 mg/ml
gelost. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3 ul der Stocklosung an Peptid zu
1.2ml 35 mM HEPES buffer, pH 7.8 gestartet, die 0.83 mg/ml Chymotrypsin
enthielt. Die Endkonzentration an Peptid war 25 ug/ml. Die Temperatur betrug
10 °C. Die relative Amplitude der burst- Phase zur totalen Amplitude entspricht
dem Gehalt an ftrans-Konformer. Die relative Amplitude der cis— trans-
Isomerisierung zur totalen Amplitude entspricht dem Gehalt an cis -Konformer.

[trans]
[cis]
Konzentrationen des trans - und des cis —Konformers im Gleichgewicht sind. Diese

Konzentrationen wurden durch Auswertung der entsprechenden Amplituden der
Kinetik wie oben beschrieben bestimmt.

¢ Die Gleichgewichtskonstante ist definiert als K =

wobei [trans] und [cis] die

¢ Die Geschwindigkeitskonstanten der cis — trans-Isomerisierung wurden durch
Fitten der Progresskurven der ISP nach einer einfach exponentiellen Reaktion
1. Ordnung bestimmt.

® Die Geschwindigkeitskonstanten der trans — cis-lsomerisierung k..., wurden
. . . trans ,
auf der Basis der Gleichgewichtskonstanten K= [[ - ]]=Z°’S*”a”s und der
cIs trans —cis
Geschwindigkeitskonstanten der cis — trans-lsomerisierung k... berechnet.
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Tabelle 3 Thermodynamische und kinetische Parameter von Barstar und Varianten

Parameter Barstar Wildtyp® Barstar C40A/C82A° Barstar P27A/C40A/C82A°
e 4,90 kcal mol™ 4,84 kcal mol™ 3,08 keal mol™ (15 °C)*
3,33 kcal mol ™™
D], 1,90 M GuHCI 3,87 M Harnstoff 2 64 M Harnstoff
m 2,60 kcal mol? I 1,25 kcal mol? | 1,26 kcal mol? |
K2 (fiir N) 37 s 315 215
k? (fir N, extrapoliert) k. A. 794 57! 277 s™
KO (far In) 375 325" n. b.
KO (fuir N) 0,096 s 0.068 s™ 0,420 s™
KO (fir ly) 0,24 s 0,87 s™ n. b.
Kdow = Ky, ~u, + K, -0, 0,017 s 0,022 5" 0,027 s™ (ber.)
k2., =k, .y 0,0053 s™ 0,0075 s 0,0080 s
o 0,0052 s (ber.)
Ky, -, 0,0118 s (ber.) 0,0145 s (ber.) 0,0186 s (ber.)

Kﬁf’jU=M U=U;+U,

N]

25410

2,8110*

5,00110°(15 °C)"
3,6110°¢
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Fortsetzung Tabelle 3 Thermodynamische und kinetische Parameter von Barstar und Varianten

Parameter Barstar Wildtyp® Barstar C40A/C82A° Barstar P27A/C40A/C82A°
U 2,23 1,78 2,33
K _ S
U/, = [U ]
f
Ky, 2,10 1,93 2,33
U/Y, Ky -0
. 1 0,42 0,52 0,43
Kiso = K
U/,
AGy .y, 0,51 kcal mol’! 0,39 kcal mol’! 0,50 kcal mol’*
AGy, _y -5,62 kcal mol™ (ber.)’ -5,54 kcal mol™ (ber.)f -4,04 kcal mol™ (ber.)’
-5,48 kcal mol™¢ -3,84 kcal mol™ (ber.)"
AG, .y k. A. -2,00 kcal mol” -1,40 kcal mol™" (15 °C)°
. IN] k. A. 29,32 11,56 (15 °C)°
Kiso = |_
(]
K 0,016 s 0,010 s™ 0,003 s (15 °C)’
N 0,010s"®
Ky, k. A. 0,00034 s (ber.) 0,00026 s (15 °C) (ber.)
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Fortsetzung Tabelle 3 Thermodynamische und kinetische Parameter von Barstar und Varianten

Parameter Barstar Wildtyp® Barstar C40A/C82A° Barstar P27A/C40A/C82A°
AGy ., -2,84 kcal mol™"
AG., -2,13 kcal mol™**
AAG=AG, , -AG_, -0,74 kcal mol™**

a

(Shastry et al., 1994)
® (Schreiber & Fersht, 1993)
¢ (Golbik et al., 1999; Nolting et al., 1995; Nolting et al., 1997)
4 (Golbik et al., 1999; Nélting et al., 1997)

(

Golbik et al., 1999; Nolting et al., 1997)

e

1
K,

9 experimentelle Bestimmung in kinetischen Experimenten aus der Transitionskurve der Amplitude flr Iy (Schreiber & Fersht, 1993)

0
" Berechnung aus extrapolierten Werten der Entfaltung und Faltung fiir N des chevron-Plots und der Beziehung AGy .\ = —RT-Ink—f0

u

" Berechnung nach der Beziehung Kapp = Ku, N -(1+KUS,Uf) = 11+ 1u ] und AGy . =-RT InKy,y,

iso

' Berechnung aus der Temperaturabhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten nach EYRING, unter der Voraussetzung AH™ gleich
konstant

|

N
o=

kIN—>N

I Berechnung aus der Gleichgewichtskonstanten K und K _y

—

Ko,
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Fortsetzung Tabelle 3 Thermodynamische und kinetische Parameter von Barstar und Varianten

k experimentelle Bestimmung der thermodynamischen Werte in kinetischen Experimenten aus der Transitionskurve der Amplitude far

ke
Ky

N (Schreiber & Fersht, 1993); AG_, =-RT:In—-=AG, _y durch Population eines Faltungsintermediates U, —1— |y

n. b. nicht bestimmt

k. A. keine Angabe

ber. berechnet

Die Berechnung der thermodynamischen Parameter beziehen sich, wenn nicht anders angegeben, auf eine Temperatur von 25 °C.

111



Tabelle 4 Thermodynamische Eigenschaften von Barstar C40A/C82A/P27A und L-(4)-FPro48 Varianten

Chemische Denaturierung mit Harnstoff® Thermische Denaturierung®
Variante von [Dlos m AGY,° AAG . ° Tm AH._, AS,,
Barstar (mol I'") (kcal mol® ") (kcal mol™) (kcal mol™) (K) (kcal mol™) (kcal mol™)
pseudo-Wildtyp®' 2,69+ 0,03 1,26 3,39+ 0,04 0,32+0,06 | 337,40+0,03 41,40+£0,50 122,70+1,50
pseudo- Wlldt%/p - 2,43 +0,04 1,26 3,07 £0,05 0,65+0,07 | 334,60+0,20 33,00+1,80 98,50 5,20
(4R)-FPro48
pseudo- Wlldt%/p - 2,87 £ 0,09 1,26 3,61+0,10 0,10+0,11 | 342,60+0,10 35,00+0,70 102,20 + 2,00
(45)-FPro48 2,85 + 0,09 1,26 359+0,10' 0,13 +0,11
pseudo-Wildtyp®- 2,95 + 0,05 1,26 3,72+ 0,05 0 337,30+£0,10 38,80+0,80 115,00 £ 2,40
(4)-diFPro48 *

 Die Gleichgewichtsdenaturierung der Proteine mit Harnstoff wurde durch Fern-UV Circulardichroismus bei 222 nm’, bei 228 nm**
und bei 230 nm? gemessen. Die Temperatur betrug 20 °C.

® Die thermische Denaturierung der Proteine wurde durch Fern-UV Circulardichroismus bei 222 nm gemessen.

0AG
° Die freie Enthalpie der Entfaltung ohne Denaturans wurde durch Multiplikation des durchschnittlichen Wertes fir m (—a[D]) =

1,26 kcal mol™ I'' mit [D]os bestimmt.

¢ Die Differenz der freien Enthalpien der Entfaltung ohne Denaturans ist definiert als AAG{ , = AGY pyariante) ~ AGN-p(widyp) UNd bezieht
sich auf pseudo-Wildtyp-(4)-diFPro48 in diesem Zusammenhang.
® Der pseudo-Wildtyp bezeichnet die Variante Barstar C40A/C82A/P27A.

" Dieser Wert wurde aus der Gleichgewichtsdenaturierung mit Harnstoff und Detektion der intrinsischen Fluoreszenz bei Aexc = 280 nm
und Aem = 320 nm bestimmt. Die Temperatur betrug 20 °C.
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Tabelle 5 Kinetik der frans — cis-lsomerisierung von
C40A/C82A/P27A und L-(4)-FPro48 Varianten

Pro48 in Barstar

Variante von Barstar Koo acis - AG?_,
-1

(s7) (kcal mol™)
pseudo-Wildtyp®" 0,0084 + 0,0003 20,25 + 0,03
pseudo-Wildtyp®-(4R)- 0,0073 + 0,0003 20,34 + 0,03
FPro48?
pseudo-WildtypP-(4S)- 0,0296 + 0,0017 19,51 + 0,04
FPro48°
pseudo-WildtypP-(4)- 0,0301 + 0,0025 19,50 + 0,06
diFPro48*

@ Die Geschwindigkeitskonstante der Isomerisierung k

trans—cis

of Pro48 (bzw.

substituiertes Pro48) in der entsprechenden Variante von Barstar C40A/C82A/P27A
wurde in Faltungsexperimenten bestimmt, wobei von in 4 M', 5 M?>* and 6 M?
Harnstoff denaturiertem Protein bei einer Temperatur von 25 °C gestartet wurde.
Die Endkonzentration an Denaturans war 1.6 M'?** oder 2.5M? Harnstoff
(pretransition). Alle Experimente wurden 50 mM Natriumphosphatpuffer, pH 8,0

durchgefuhrt.

b Der pseudo-Wildtyp bezeichnet die Variante Barstar C40A/C82A/P27A.
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Tabelle 6 Katalytische Effizienzen von Peptidyl-prolyl cis/trans -Isomerasen auf die cis — trans-Isomerisierung von Prolin und (4)-
Fluorprolin enthaltenden Peptiden® (Yu, 2003)

Chemische Verbindung (moi™ 1s7)
Cyp18 FKBP12 Pin1 EcoPar10 EcoTF hPar14
Suc-Ala-Ser-Pro-Phe-pNA 3550000 19000 <10000 368000 78000 <10000
Suc-Ala-Ser-(4R)-F-Pro-Phe-pNA 111000 <10000 <10000 112000 <10000 <10000
Suc-Ala-Ser-(4S)-F-Pro-Phe-pNA 865000 26100 <10000 6800 11300 <10000

 Die Geschwindigkeitskonstanten der cis — trans-lsomerisierung wurden mittels ISP sowohl mit, als auch ohne PPlase bestimmt.
Das Peptid wurde in DMSO bei einer Konzentration von 10 mg/ml geldst. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3 ul der
Stocklosung des Peptides zu 1,2 ml 35 mM HEPES-Puffer, pH 7,8, der die Protease enthielt (0,83 mg/ml Chymotrypsin oder
50 pug/ml Trypsin), gestartet. Die Endkonzentration des Peptides war 25 ug/ml. Die Temperatur betrug 10 °C. Die Progresskurven
wurden nach einer einfach exponentiellen Reaktion 1. Ordnung gefittet. Die Berechnung der katalytischen Effizienz erfolgte nach
(Fischer, 1996; Fischer et al., 1984).

Die Namen der verwendeten PPlasen wurden gemal den Regeln zur Nomenklatur abgekurzt (Fischer, 1996).
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12. SCHEMATA

Die in den Schemata verwendeten Bezeichnungen der auftretenden Spezies, Symbole und

thermodynamischen Parameter sind in Kapitel 2, Kapitel 4.3 und Kapitel 6.2 erklart bzw.

definiert. Die mikroskopischen Geschwindigkeitskonstanten der einzelnen Teilreaktionen

sind als solche kenntlich gemacht.

Schema 1

Schema 2

Schema 3

Konformationsfaltung und Prolylisomerisierung eines Proteins nach
einem Dreizustandsmodell - apparente und mikroskopische

Geschwindigkeitskonstanten

Konformationsfaltung und Prolylisomerisierung eines Proteins unter
Bildung eines nativ-ahnlichen Intermediates - apparente und

mikroskopische Geschwindigkeitskonstanten
Erweiterung des Modells der Faltung von Barstar durch das Auftreten

multipler Intermediate der Faltung und Entfaltung (vereinfachte

Darstellung)
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Schema 1  Konformationsfaltung und Prolylisomerisierung eines Proteins nach
einem Dreizustandsmodell - apparente und mikroskopische
Geschwindigkeitskonstanten (SHASTRY, HAGERMANN und BALDWIN)

kus U, kuf —N

. B —

U =—> U —*
U, —U, N—U,

Mty = kN—>uf + kuf Nt kuf -y, t kus—>uf
A Ay = kus—)uf 'kuf Nt kN—>uf '(kus—)uf + kuf —>Us)

wobei A, die beobachtete Geschwindigkeits-

.

KPP, = b1 U=U; +U,

Z,

konstante der langsamen (Prolylisomeri-

sierung) und A, die der schnellen Phase der

Faltung sind;
Uf] kN—>Uf . a P
Kun = ™ "k und ist abhangig von der Denaturanskonzentration;
U, —N
Us] kuf—>us . o P
Kuu, = -:U ] = und ist unabhangig von der Denaturanskonzentration;
f U,—~U,

Unter der Bedingung, dal} die Prolylisomerisierung sehr viel langsamer als die
Hauptfaltungsphase ist, gilt 24;>>A, und K.y .kyn>>ky _y Ky -y und die

Gleichungen vereinfachen sich zu:

kuf —U, kuf —U, kuf —U,
A=K +— = + = +
US—>Uf k Us —)Uf 1 Us —>Uf 1 K
U, —N 1 AN,
1+ — + K
Knosu, U,/N

Die Fraktion f,, des nativen Proteins ergibt sich aus der folgenden Gleichung:

1 _ kuS —U, kuf —N

f, = -
" Kun (1 +Ky, ) 1+ K% At Ay

KR = Kuf/N ’ (1 + Kus/uf )
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Schema 2 Konformationsfaltung und Prolylisomerisierung eines Proteins unter

Bildung eines nativ-ahnlichen Intermediates - apparente und

mikroskopische Geschwindigkeitskonstanten

kuf —N

e

Uf - N

kN—>uf

ky —U, kuf U,

s

ky —ly

s

kIN—>N kN—>IN

U <—= K

/ klN—>us

k2

slow = kUS -,

1
Ksiow = kus—>uf + kuf —U,

a [UO]
KNp—E)U=_ UO=Uf+US NO=N+|N

[No]

1 ky,-u
KU _ s t
=0 Kus/uf kuf—>us
_ [Us _ ka—>Us
nad [Uf] ) ky, -y,
K, = M _ kuf—>N
Us kN—>uf
K., = [IN: - kUs_’lN
’ [Us_ kIN—>US
f _M kIN—>N
Kiso - IN' - kN—>|N
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In Barstar haben sowohl N und |y, als
auch U; und U, gleiche optische
Eigenschaften. Da || als transientes
Intermediat unter nativen Bedingungen

wenig populiert ist, reduziert sich das
System auf ein Dreizustandsmodell.

Ki _Kio
K2 Kifso
K2 ) Kiuso = K1 'K{so

AG, + AGY, = AG, +AG.,
Die mikroskopischen Geschwindig-
keitskonstanten und Gleichgewichts-
konstanten nach obigem Modell
wurden aus kinetischen Messungen
erhalten und sind in Tabelle 3 fur
Barstar Wildtyp, Barstar C40A/C82A
und Barstar C40A/C82A/P27A (Barstar
pseudo-Wildtyp) vergleichend darge-
stellt.



Schema 3

Erweiterung des Modells der Faltung von Barstar durch das Auftreten
multipler Intermediate der Faltung und Entfaltung (vereinfachte

Darstellung)

a Modell ohne zusatzliche Intermediate analog Schema 2
b Modell unter Berucksichtigung zusatzlicher Intermediate
kuf—>N
U <—/= N
kN—>Uf
kus—>u, U, —U, kIN—>N kN—>IN
kIN_>Us
U, =—=—= K
kUs_)IN
kuf—>|f klf—>N
Uy =—= ] <—= N
klf—>uf kN—>|f
kus—>uf kuf —U, kIN—>N kN—>IN
kus—>|s kls—>lN
U, ———= l, =— I
kls—>Us kIN—>IS
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13. ANHANG

R1
R2
R3
R4
RS
R6
R7
R8
R9
R10
R11
R12
R13
R14
R15

(Golbik et al., 1999)
(NGlting et al., 1995)
(NOlting et al., 1997a)
(NOlting et al., 1997b)
(Budisa et al., 1998)
(Budisa et al., 2001)
(Budisa et al., 2002)
(Gast et al., 2003)
(Zahn et al., 1996)
(Golbik et al., 1998)
(Altamirano et al., 1997)
(Kern et al., 1993)
(Brown et al., 1994)
(Eble et al., 1993)
(Golbik et al., 2000)
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