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1 FEinleitung und Aufgabenstellung

1 Einleitung und Aufgabenstellung

Das Interesse an Fehlfaltung und Aggregation von Proteinen hat in den letzten Jah-
ren durch das vermehrte Auftreten der bovinen spongiformen Encephalopathie (BSE)
und der Entdeckung weiterer durch Proteinfehlfaltung ausgeldster Krankheiten wie
Morbus Alzheimer, Parkinson, Chorea Huntington und zahlreicher Amyolidoseformen
stetig zugenommen [54, 62, [178]. Jedoch nicht nur aus medizinischer, sondern auch
aus biotechnologischer Sicht ist ein tieferes Verstandnis fiir Ursachen und Mechanis-
men der Proteinfehlfaltung und Aggregation ein wichtiger Schritt zur Verbesserung
von Herstellung, Transport und Lagerung therapeutischer Proteine oder industriell
interessanter Enzyme [34], 53| 162, (132, [178].

Phospholipase D (PLD) katalysiert die Hydrolyse bzw. Umesterung des Kopfgruppenal-
kohols von Phospholipiden und ist damit ein wichtiger und umweltfreundlicher Bio-
katalysator fiir die Herstellung modifizierter Phospholipide [92], 100, 226, 228, [246].
Fur die Biokatalyse werden aufgrund ihres breiten Substratspektrums und ihrer gu-
ten Transphosphatidylierungspotenz hauptsachlich PLD aus verschiedenen Strepto-
myces Stammen und die PLD aus Wei3kohl verwendet [225], [227].

Als Grundbausteine der Lipidmembranen und Vorlaufer wichtiger Signalmolekitile ha-
ben Phospholipide eine zentrale Funktion im Zellstoffwechsel. Neben ihrer Bedeu-
tung im Phospholipidkatabolismus und in der Membrandegradation kommt der PLD
bei pflanzlichen Hormon- und Stressantworten eine Hauptrolle zu [235, 236]. Eine
Multigenfamilie mit 12 verschiedenen pld-Genen in Arabidopsis und bisher 16 iden-
tifizierten pld-Genen in Reis wird rdumlich und zeitlich streng reguliert, um mit der
Freisetzung des Botenstoffs Phosphatidsdure oder der Kopfgruppe Vorgange wie Cyto-
skelettorganisation, Sekretion und Endocytose oder die Stressantwort auf Kélte, Tro-
ckenheit, Salz und Verwundung zu kontrollieren [59), (148, [177, 234, 235 236]. Auch
in Sdugern unterliegt das Enzym komplexen Regulationsmechanismen und ist an der
zellularen Signaltransduktion und dem Vesikeltransport beteiligt [65] (134, [139]. Eine
geringe Stabilitat der Proteine kann von der Zelle zur Kontrolle ihrer Aktivitit genutzt
werden, ist jedoch fur die Biokatalyse in vitro von Nachteil, da hier nur stabile und
aktive Enzyme verwendet werden kénnen.

Bei der Identifizierung, Sequenzierung, rekombinanten Gewinnung und biochemi-
schen Charakterisierung zweier PLD-Isoenzyme aus Weikohl wurde festgestellt,
dass die PLD2 dem aus dem Weif3kohl isolierten Enzym entsprach [190, (193], 238].
Fur die PLD2 war eine 16sliche Expression in Escherichia coli moéglich, die Renatu-

rierung der in grofien Mengen anfallenden inclusion bodies scheiterte jedoch [189].
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1 FEinleitung und Aufgabenstellung

Erste strukturelle Untersuchungen der PLD2 zeigten eine zweistufige Denaturans-
induzierte Entfaltung, bei der der erste Ubergang irreversibel, der zweite jedoch

reversibel zu verlaufen schien [91].

Somit war die Hauptaufgabe dieser Arbeit, die PLD2 aus Weif3kohl strukturell zu cha-
rakterisieren und die thermodynamische und kinetische Stabilitdt zu bestimmen. An-
hand von Denaturans-, Temperatur- und Saure-induzierten Entfaltungskurven und
deren Kinetik sollten die einzelnen Ubergange untersucht, bestimmten Strukturan-
derungen zugeordnet und mit der Inaktivierung verglichen werden. Die Unterschiede
des reversiblen und irreversiblen Ubergangs wurden durch Charakterisierung des
nativen, intermediaren und vollstandig entfalteten Proteins sowie systematische Dop-
pelsprungexperimente analysiert, um Ursachen fiir die Fehlfaltung renaturierter PLD
bzw. die Irreversibilitit des ersten Prozesses zu finden.

Ein moéglicher Grund fiir das Auftreten der zwei getrennten Entfaltungsschritte ist die
separate Entfaltung einzelner Proteindoméanen. Dies sollte durch die Herstellung und
strukturelle Charakterisierung einzelner PLD2-Fragmente verifiziert werden.

Fur die aus der Pflanze isolierte PLD wird in der Literatur eine geringe Stabilitat so-
wie eine Sensitivitat gegentiber hoher Ionenstirke beschrieben [4) (123]. Anhand der
Enzymaktivitat sowie spektroskopischer Eigenschaften der PLD2 wurden die Ursa-
chen far die Sensitivitit gegentiber hoherer Ionenstarke untersucht, wobei das fir
die Aktivitat notwendige Calcium in die Untersuchungen mit einbezogen wurde.
Auflerdem miussen Nativbedingungen definiert werden, die zum einen die Eignung
der PLD2 als Katalysator verbessern, und zum anderen eine Strukturbestimmung
des nativen Enzyms ermoglichen. Dazu sollte die Molekiilform mittels Rontgenklein-
winkelstreuung untersucht werden. Mit der Kristallisation der PLD2 kénnte die Be-

stimmung der 3D-Struktur durch Réntgenstrukturanalyse erfolgen.



2 Theoretischer Teil

2 Theoretischer Teil

2.1 Struktur und Faltung von Proteinen
2.1.1 Der native und der denaturierte Zustand eines Proteins

Ein wichtiges Dogma der Proteinfaltung ist die Annahme, dass die native Faltung
unter physiologischen Bedingungen in unendlich verdiinnten Loésungen das globale
Minimum der freien Enthalpie eines jeden Proteins darstellt [7].

Der native Zustand eines Proteins besitzt neben der biologischen Aktivitit auch eine
Reihe spektroskopischer und proteinchemischer Eigenschaften, durch die er iden-
tifiziert werden kann. Insbesondere die Reste der hydrophoben Aminosauren sind
im Inneren verborgen [181], so dass ein sehr kompaktes Molektil entsteht, welches
z.B. durch einen kleinen Gyrationsradius, geringe Zuganglichkeit aromatischer Ami-
nosauren und/oder eine begrenzte proteolytische Angreifbarkeit gekennzeichnet ist
[57, 196, [195]. Spezifische und kooperative Wechselwirkungen der Aminosaureseiten-
ketten fuhren zu definierten Sekundar- und Tertiarstrukturen, wodurch far den nati-
ven Zustand eines Proteins charakteristische Fluoreszenz- und Circulardichroismus
(CD)-Spektren (Nah- und Fern-UV) gemessen werden [107), [191]. Die rdumliche Lage
des Proteinrtickgrats und der einzelnen Seitenketten ist festgelegt und kann mittels
Rontgenstrukturanalyse oder Kernmagnetischer Resonanz (NMR) bestimmt werden
[68]. Der Hauptteil der austauschbaren Amid-Protonen der Polypeptidkette ist im
Inneren verborgen und/oder an der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen
beteiligt, so dass diese bei H/D-Austauschexperimenten mittels NMR geschiitzt sind
(68, [146].

Die Denaturierung eines Proteins kann auf sehr unterschiedliche Weise erfolgen
[68, 201]. Unter Solvensdenaturierung versteht man die praferenzielle Bindung von
z. B. Harnstoff oder Guanidinhydrochlorid (GdnHCI) an das Protein im denaturierten
Zustand, so dass dieser durch die Solubilisierung stabilisiert wird. Weiterhin dena-
turieren Proteine bei sehr hohen oder niedrigen pH-Werten. Die Ursache daftir liegt
auch in den veranderten pK,-Werten verborgener Aminosaureseitenketten im nativen
Enzym. Die pK,-Werte im entfalteten Protein dhneln jedoch denen freier Aminosau-
ren. Die Protonierung oder Deprotonierung der funktionellen Gruppen verandert die
nativen Wechselwirkungen, und dieser Effekt wird durch die Verschiebung des pK,-
Wertes weiter verstarkt. Die gegentiber dem nativen Zustand deutlich gréf3ere Entro-
pie des denaturierten Zustands flihrt mit steigender Temperatur zu dessen Stabilisie-

rung (—7-AS). Durch die zunehmende Strukturierung des Losungsmittels bei nied-
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2 Theoretischer Teil

rigeren Temperaturen wird die Solvatisierung hydrophober Seitenketten entropisch
moglich, so dass Proteine ebenfalls bei Kalte denaturieren [68, 201].

Der denaturierte Zustand eines Proteins stellt ein Gemisch vieler verschiedener Kon-
formationen dar [50], dessen Eigenschaften extrem von den jeweiligen Losungsmittel-
bedingungen abhangen. Der als Pendant zum gefalteten Protein betrachtete random
coil, in dem alle Seitenketten frei beweglich und nahezu vollstdndig vom Losungsmittel
solvatisiert sind, wird nur unter stark denaturierenden Bedingungen erreicht [201].
Bei einigen Proteinen kénnen selbst bei 6 M GdAnHCI oder 9 M Harnstoff noch Rest-
strukturen detektiert werden (Beispiele in [50]). Unter physiologischen oder mild de-
naturierenden Bedingungen ist der denaturierte Zustand eines Proteins relativ kom-
pakt und weist betrachtliche Anteile an Sekundarstruktur auf; die jeweiligen Wechsel-
wirkungen sind jedoch flexibel und dynamisch [155, 208]. Da die Eigenschaften eines
denaturierten Proteins variieren, kann dieses somit am besten durch den Vergleich
mit dem nativen Zustand und dem random coil Zustand charakterisiert werden.

In dieser Arbeit soll der Begriff Entfaltung fiir strukturelle Anderungen verwendet
werden, die unter denaturierenden Bedingungen auftreten, spektroskopisch messbar
sind und unter stark denaturierenden Bedingungen zu einem random coil fiihren.
Unter Denaturierung werden Vorgdnge zusammengefasst, die zu Entfaltung und/oder
Aggregation unter Verlust der Aktivitat fihren.

Die thermodynamische Stabilitit eines Proteins entspricht der Energiedifferenz zwi-
schen dem nativen und dem denaturierten Zustand des Proteins. Aminosaureaus-
tausche, die zu geringen Anderungen der nativen Struktur fithren, kénnen trotzdem
grofen Einfluss auf die Stabilitat eines Proteins haben, je nachdem ob sie den denatu-
rierten Zustand des Proteins stabilisieren oder destablisieren [201]. Umgekehrt kann
die Stabilitat des Proteins unverandert sein, obwohl der Austausch zu Anderungen in

der nativen Struktur ftihrt.

2.1.2 Proteinfaltung

Anfinsen und Mitarbeiter [7] zeigten, dass allein die Aminosaduresequenz die drei-
dimensionale, native Struktur eines Proteins determiniert. Neben diesem wichtigen
Grundsatz der Proteinfaltung sind jedoch die Fragen, wie und warum ein Protein zu
einer bestimmten Struktur faltet, und ob sich diese vorhersagen lasst, noch nicht
vollstandig geklart [54]. Fur eine Polypeptidkette von 100 Aminosauren wiirde die
statistische Suche durch alle méglichen Konformationen etwa 10°2 Jahre dauern,

weshalb Levinthal ,Wege“ fiir die Proteinfaltung vorschlug [130].



2 Theoretischer Teil

Ausgehend von dem komplexen Gemisch des denaturierten Zustands ist das Ziel der
Proteinfaltungsreaktion die native Struktur eines Proteins. Diese wird durch eine Viel-
zahl nichtkovalenter Wechselwirkungen wie hydrophobe, elektrostatische und van-
der-Waals Wechselwirkungen sowie Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert [49].
Diesen Kraften wirkt die Verringerung der Entropie durch Einschrankung des Kon-
formationsraums im gefalteten Protein entgegen [49]. Deshalb destabilisieren Disul-
fidbriicken meist den denaturierten Zustand eines Proteins und beglinstigen somit
den nativen Zustand [55].

Unter fiir die Ruckfaltung gunstigen Bedingungen kollabiert die Polypeptidkette
schnell zu einem kompakten Knauel. Infolge dieses Kollaps sind die hydrophoben
Seitenketten im Inneren verborgen, wobei sich noch keine spezifischen Kontakte aus-
gebildet haben. Im Weiteren kommt es durch die Interaktion benachbarter Amino-
sauren zur Bildung definierter Sekundarstrukturelemente, die u.a. durch Wasser-
stoffbriickenbindungen und hydrophobe Cluster stabilisiert werden. Der langsame
Schritt der Faltung entspricht dabei der initialen Bildung eines Faltungskerns, der
bereits eine Reihe nativ-dhnlicher Kontakte aufweist. Ausgehend von diesem Nukleus
schreitet die Faltung rasch voran, so dass eine Kinetik erster Ordnung gemessen wer -
den kann. Je instabiler das Protein ist, desto mehr nativ-dhnliche Kontakte werden
fiir die Bildung des Ubergangszustands benétigt und um so langsamer ist der Fal-
tungsvorgang. Mit zunehmender Grof3e des Proteins wird der Vorgang komplizierter,
da z. B. Faltungskerne fiir mehrere Doménen des Proteins notwendig sind oder bereits
gebildete falsche Strukturen fiir einen erfolgreichen Faltungsprozess wieder aufgeldst
werden miuissen. Dabei kann eine komplexe Faltungskinetik mit mehreren Phasen
entstehen.

Dieses allgemeine Szenario des Faltungsvorgangs entstand aus Simulationen und ex-
perimentellen Daten [24], [49], [54], 55| [160]. Ob sich Sekundarstrukturelemente bereits
vor dem hydrophoben Kollaps bilden, Doménen parallel oder sequenziell falten, inwie-
weit die Seitenketten die Topologie bestimmen oder erst durch diese ihre Packung er-
halten und welche speziellen Wechselwirkungen wahrend der Faltung far die Bildung
der nativen Struktur verantwortlich sind, kann und sollte fir jedes Protein anders
sein.

Der native Zustand eines Proteins ist gegentiber dem denaturierten Zustand nur ver-
gleichsweise wenig stabilisiert (20 bis 60 kJ .mol~—!, [68, [152]). Dieser Wert ist die
Differenz zweier grofier Energiebetriage. Dem Energie- und Entropiegewinn durch die
intramolekularen Wechselwirkungen und dem Verbergen hydrophober Reste im Inne-

ren des Proteins steht ein grof3er Entropieverlust durch die Beschrankung der Beweg-
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2 Theoretischer Teil

lichkeit der freien Reste und des Proteinrtuckgrats gegentuiber [49]. Die energetischen
Zusammenhéange der Proteinfaltungsreaktion kénnen z. B. durch Energieflachendia-
gramme oder Faltungstrichter dargestellt werden [51, [160]. Das Levinthal-Paradoxon
wird umgangen, indem das Protein durch stabilisierende Wechselwirkungen immer
weiter in fur die Faltung produktive Konformationen gelenkt wird. Wahrend des Fal-
tungsprozesses kommt es somit zu einer fortschreitenden Beschrankung des Konfor-
mationsraums.

In einem in vitro Faltungsexperiment wird das gesamte Proteinmolekiil denaturiert
und anschliefSend renaturiert. Bei der zelluldren Translation am Ribosom werden die
Proteine jedoch vom N- zum C-Terminus synthetisiert und kénnten somit sequenzi-
ell falten. Die um den Faktor 10 schnellere bakterielle Proteinbiosynthese beglinstigt
aber die post-translationale Faltung, wohingegen insbesondere eukaryontische Mehr-

doménenproteine meist co-translational falten [154].

2.1.3 Faltungsintermediate und der molten globule Zustand

Wie in [2.1.2|ausgeftihrt, ist die Proteinfaltung keine zufallige Suche nach der richtigen
Konformation. Vielmehr wird die Polypeptidkette durch eine Reihe zunehmend struk-
turierter Intermediate zur nativen Konformation gelenkt. Die immer zahlreicheren Be-
obachtungen von transienten oder Gleichgewichtsintermediaten, die sich vom kom-
pakten Zustand des denaturierten Proteins und vom nativen Protein unterscheiden,
fihren zu der Annahme, dass Proteine unter bestimmten Bedingungen Faltungsinter-
mediate bilden. Diese kénnen sequenziell oder durch alternative Faltungswege auf-
treten. Diskrete Faltungsintermediate sind durch eine Energiebarriere vom nativen
und denaturierten Zustand getrennt. Neben produktiven Intermediaten (on-pathway)
wurde auferdem die Existenz von off-pathway Intermediaten gezeigt, die nur durch
Reorganisation zur nativen Struktur gelangen kénnen [69, 112, (172, [180]. Alternati-
ve Faltungswege entstehen durch die notwendige Isomerisierung von Peptidyl-Prolyl-
Bindungen, welche im denaturierten Zustand zu 30 % in der cis- und zu 70 % in
der trans-Konfiguration vorliegen. Im nativen Zustand eines Proteins wird fir jede
Peptidyl-Prolyl-Bindung jedoch jeweils nur eine Konfiguration (cis oder trans) nachge-
wiesen [14]. Bei der Faltung reduktiv entfalteter disulfidverbriickter Proteine kénnen
zum einen falsch verbrickte off-pathway Intermediate und zum anderen on-pathway
Intermediate entstehen, die bereits eine oder mehrere native Disulfidbriicken enthal-
ten [38].

Zur strukturellen Charakterisierung von Faltungsintermediaten werden unterschied-

liche Techniken verwendet. Spezifische Interaktionen werden anhand von Mutatio-
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nen und Fluoreszenzsonden identifiziert [37], [98]. H/D-Austauschexperimente mittels
NMR zeigen Bereiche stabiler Sekundéarstrukturkontakte auf [36, (146]. Die CD-Spek-
troskopie gibt Informationen tber die Sekundér- und Tertiarstruktur [107]. Die Kom-
paktheit der unterschiedlichen Faltungsintermediate ist mittels stopped-flow Rént-
genkleinwinkelstreuung bestimmbar [195]. Besonders flexible Bereiche kénnen u. U.
durch limitierte Proteolyse lokalisiert werden [73].

Im Gegensatz zum kondensierten denaturierten Zustand bilden sich in Faltungsin-
termediaten bereits spezifische Interaktionen aus, auch wenn weiterhin dynamische
Bereiche vorhanden sind. In friithen Intermediaten kénnen auch nicht-native Wechsel-
wirkungen nachgewiesen werden [29]. Je spater das Intermediat im Faltungsvorgang
auftritt, desto starker weist es nativ-dhnliche Eigenschaften auf.

Durch die detailierte Untersuchung der Eigenschaften von kinetischen und Gleich-
gewichtsintermediaten konnten diese in Beziehung gesetzt werden. Dabei zeigt sich,
dass unter definierten Bedingungen bestimmte transiente Intermediate dquivalent
zu Gleichgewichtsintermediaten sind. Insbesondere der als molten globule bezeich-
nete Zustand wird als ein generelles Intermediat bei der Proteinfaltung diskutiert
[120, [176].

Der molten globule Zustand ist eine intermedidre Konformation, die von vielen globu-
laren Proteinen unter mild denaturierenden Bedingungen eingenommen wird [120,
175]. Trotz des wesentlichen Gehalts an Sekundarstruktur fehlen die meisten spe-
zifischen Tertiarkontakte und eine feste Packung der Seitenketten. Locker gepackte
hydrophobe Bereiche des Molekuls sind 16sungsmittelzugénglich und kénnen durch
Bindungsexperimente mit dem hydrophoben Farbstoff 1-Anilino-8-naphtalensulfonat
(ANS) detektiert werden. Das Molekiil ist bereits kompakt, wobei der Radius nur um
10 bis 30 % gegentiber dem nativen Zustand vergrofiert ist. Der molten globule Zu-
stand ist heterogen und dynamisch; seine Stabilitdt kann bei verschiedenen Proteinen

stark variieren.

2.1.4 Fehlfaltung und Aggregation von Proteinen

Aggregation von Proteinen tritt in vivo und in vitro hauptsachlich infolge von Protein-
fehlfaltungsprozessen auf, die durch Mutationen, post-translationale Modifizierungen
oder Milieuveranderungen (Temperatur, pH-Wert) verursacht werden. Wenn gleich sie
bei der Uberexpression von rekombinanten Proteinen in Form von inclusion bodies
erwunscht sein kann [35], fiihrt insbesondere die Ablagerung von Aggregaten im
menschlichen oder tierischen Korper zu einer Reihe von tddlichen Krankheiten wie

Morbus Alzheimer, Rinderwahnsinn und der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit [54], [62].
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Neben diesen medizinischen Konsequenzen der Proteinaggregation sind Verluste bei
Herstellung, Transport und Lagerung therapeutischer und industrieller Proteine eher
von wirtschaftlicher Bedeutung [34, (132, [178].

Im vollstandig entfalteten Protein sind die hydrophoben Seitenketten tiber das gesam-
te Molekiil verteilt und diese ist daher nicht die zur Aggregation neigende Proteinspe-
zies. Im Gegensatz dazu fallen native Proteine reversibel durch Aussalzen oder an ih-
rem isoelektrischen Punkt aus. Vielmehr aggregieren also Faltungsintermediate. Da
verschiedene Aggregatformen eines Proteins die gleichen Sekundarstrukturanteile ha-
ben, wird angenommen, dass fiir die Aggregation jeweils ein spezifisches Faltungsin-
termediat verantwortlich ist [70]. Fur ein Protein scheinen sich aus dem gleichen Fal-
tungsintermediat in vitro Aggregate bei der Renaturierung (Faltung) bzw. thermischen
Denaturierung (Entfaltung) oder in vivo inclusion bodies zu bilden [144], (145, 210].
Der nativ-dhnliche Sekundéarstrukturanteil von Aggregaten liegt meist zwischen 50
und 70 %, wobei man oft einen héheren relativen Anteil an §-Faltblattstrukturen
auffindet und der a-helikale Anteil abnimmt [70]. Hochmolekulare Aggregate kon-
nen eine sehr regelméfige Struktur aufweisen. Die hdufig auftretenden und durch
unterschiedlichste Proteine gebildeten Amyloidfibrillen bestehen ausschliefllich aus
antiparallelen $-Faltblattern, die helikal verdrillt sind [53, [222]. Die Aggregation von
Faltungsintermediaten kann zudem weitere Sekundéarstrukturen induzieren [229].
Aggregation entsteht durch spezifische intermolekulare Interaktionen, z. B. zwischen
exponierten hydrophoben Bereichen der Faltungsintermediate, die im nativen Protein
im Inneren verborgen sind. Die Aggregationsneigung eines Proteins wird allein durch
seine Aminosauresequenz bestimmt [70]. Beeinflussen Mutationen die Lebensdauer
oder Stabilitat der Faltungsintermediate, so verandern sie die Aggregationsanfalligkeit
des Proteins [145]. Dabei zeigen z. B. Punktmutationen in vivo die gleichen Effekte bei
der inclusion body Bildung wie in vitro bei der Renaturierung [240]. Die thermodyna-
mische Stabilitdt des nativen Proteins ist dabei von geringerer Bedeutung. Neben den
durch die Sequenz bestimmten Eigenschaften der Polypeptidkette beeinflussen Fak-
toren wie pH-Wert, Temperatur, Ionenstirke und die Anwesenheit von Cosolvenzien
die Ladung des Molektils oder die Stirke der Wechselwirkungen und damit die Aggre-
gation [70]. Liganden, die die Bildung des nativen Zustands beschleunigen, kénnen
die Aggregation verringern [70]. Je langer die Lebensdauer eines Faltungsintermedi-
ats ist, desto grofer ist die Wahrscheinlichkeit, dass sich ein Aggregationskeim bilden
kann. Unter schwach destabilisierenden Bedingungen zu Beginn der Ubergangsbe-
reiche entstehen Faltungsintermediate in hohen Konzentrationen, so dass hier die

Aggregation besonders stark begtinstigt wird [70].
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Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Proteinkonzentration, da die Aggregation eine
Reaktion hoherer Ordung ist. Nach einer initialen lag-Phase schreitet die Aggregation
in einer exponentiellen Wachstumsphase schnell voran [45]. Dies deutet auf einen
Nukleations-Polymerisations-Mechanismus hin [70]. Dabei ist der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt, die Bildung des Nukleationskeims, wie auch die Polymerbildung
bisher noch nicht vollstindig verstanden. Die Aggregation stellt eine Konkurrenzreak-
tion zur Proteinfaltung dar. Nur in unendlich verdinnter Proteinlésung ist Aggregati-
on ausgeschlossen. In der Zelle liegt die Konzentration an Makromolektilen bei tiber
300 mg-ml~! [60]. Osmolyte, Chaperone und Faltungshelfer binden an unvollstindig
oder fehlgefaltete Polypeptidketten und verhindern dadurch deren Aggregation [129].
Die Bildung von inclusion bodies bei der Uberexpression kann durch die nicht aus-
reichend vorhandenen Chaperone verursacht werden [70]. Sie wird aber auch als ein
Schutzmechanismus der Zelle bei Hitzestress diskutiert [138]. In vivo und in vitro ent-
stehen Aggregationskeime, wenn die Loslichkeit des Intermediats tiberschritten wird.
Die Aggregation scheint irreversibel, dies ist aber auf die langsame Dissoziationsge-
schwindigkeit zurtickzufuihren, da das Gleichgewicht stark auf der Seite der Aggregate
liegt [44] [70].

2.1.5 Proteinstabilitat

Die Stabilitat eines Proteins beschreibt dessen Fahigkeit, trotz denaturierender Ein-
flisse seine native Struktur aufrechtzuerhalten. Dabei unterscheidet man insbeson-
dere zwischen thermodynamischer und kinetischer Stabilitat. Die thermodynamische
Stabilitit AG? entspricht der Differenz der freien Enthalpie des nativen (IN) und des
entfalteten Zustands des Proteins (U) und setzt ein reversibles Gleichgewicht voraus

(Zweizustandsmodell) (Abb. .

ke
N=—=U
ks

Die kinetische Stabilitit beschreibt die Energiebarriere zwischen nativem Zustand
und Ubergangszustand und entspricht der freien Aktivierungsenthalpie der Entfal-
tung AG# (Abb.. Fur das Zweizustandsmodell ergibt sich aus dem Verhéltnis
der Geschwindigkeitskonstanten der Faltung und Entfaltung eine Gleichgewichts-
konstante K = 2—‘; die die Berechnung der freien Enthalpie AG°® nach Gleichung

ermoglicht (T" — Temperatur).

AG’=—R-T-InK (1)
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Abbildung 2.1: Energieschema eines Proteins unter na-
tiven Bedingungen.

Das Energieprofil gilt fiir die Faltung nach einem reversiblen
Zweizustandsmodell. N — nativer Zustand, T'S — Ubergangs-
zustand, U — entfalteter Zustand, AG® — freie Enthalpie,
AG;&’t bzw. AG# — freie Aktivierungsenthalpie der Faltung

Reaktionskoordinate bzw. Entfaltung.

freie Enthalpie

Die freie Enthalpie AG® wird auch als Gibbs’sche Freie Enthalpie oder Gibbs-Energie
bezeichnet und setzt sich aus der Reaktionsentropie (AS°) und der Reaktionsenthal-

pie (A H®) des Systems zusammen (Gleichung.
AGY =AH? —T.AS° (2)

Betrachtet man nun jedoch ein System, bei dem die Riuickfaltung nicht méglich ist,

k.

N—U

so kann nur die Entfaltungskinetik betrachtet werden. Dabei entspricht die beobach-
tete Geschwindigkeitskonstante kqps direkt k,, und die kinetische Stabilitdt berechnet
sich nach Gleichung[3| (h — Plancksches Wirkungsquantum, k; — Boltzmann-Konstan-
te).

AG#=—-R-T-In (g«;;;) (3)

Abweichungen vom Zweizustandsmodell kénnen bei der Proteinfaltung durch das
Vorkommen von Faltungsintermediaten und/oder irreversibler Prozesse auf-
treten. Beispiele fur irreversible Prozesse kénnen u. a. Aggregation, Fehlfaltung oder
proteolytischer Abbau sein. Ein irreversibler Prozess wird allgemein nach folgendem
Schema beschrieben (D - Endzustand, k; — Geschwindigkeitskonstante der irrever-

siblen Reaktion).

ky kr
Nk<——'U—>D
f

Das Gleichgewicht kann sich nicht einstellen, da ihm durch die nachgeschaltete Re-
aktion zu D kontinuierlich U entzogen wird. Trifft ky>>ks zu, so ist k, geschwin-
digkeitsbestimmend. Fur den Entfaltungsprozess kann dann die kinetische Stabilitat

nach Gleichung ermittelt werden [249].
10



2 Theoretischer Teil

2.2 Phospholipase D

Phospholipasen sind in der Natur fur die enzymatische Spaltung der Esterbindun-
gen in Phospholipiden verantwortlich. Phospholipase D (EC 3.1.4.4) katalysiert die
Hydrolyse oder Umesterung der terminalen Phosphodiesterbindung der Glycerophos-
pholipide (Abb.[2.2). Gerade die auch als Transphosphatidylierung bezeichnete Um-
esterung unterscheidet die PLD von anderen Phospholipasen, die gewdhnlich nur die
Hydrolyse katalysieren [225]. Die Transphosphatidylierung durch PLD konnte bis-
her noch nicht in vivo nachgewiesen werden, findet jedoch in vitro in Gegenwart von
geeigneten primdren und sekundaren Alkoholen als Konkurrenzreaktion der Hydro-
lyse statt [92, [246]. Sie wird in der Industrie zur gezielten Herstellung spezieller oder
modifizierter Phospholipide eingesetzt [225].

Fur die Umesterung wurde friher hauptsachlich PLD aus Weif3kohl verwendet. Bei
einigen mikrobiellen PLD ist jedoch das Verhéltnis der Transphosphatidylierungsrate
gegenuber der Hydrolyserate giinstiger, so dass industriell heute meist PLD aus ver-
schiedenen Streptomyces-Stammen eingesetzt werden. Obwohl die bakteriellen PLD
ein breiteres Substratspektrum haben, ermdglicht die WeiSkohl PLD die Herstellung
modifizierter Phospholipide, die sich nicht vom Glycerolgrundgertist herleiten [225].
Als Beispiel kann hier die Umesterung von Alkylphosphatestern genannt werden [12],
far die eine cytostatische Wirkung nachgewiesen wurde. Eine deutliche Verbesserung
der Umesterungsrate bzw. eine Verdrangung der Hydrolysereaktion der Weif3kohl PLD

durch Protein engineering gelang bisher nicht [128§].

R1 O—CI: R1 o0—cC
Rz\[ro_?'* I RZ\WO_?H I
C—0—p—0—X, C—O0—P—OH
2 - 2 -
Transphosphatidylierung Hydrolyse

Abbildung 2.2: Hydrolyse und Transphosphatidylierung von Phospholipiden durch PLD.
R1 bzw. R2 sind geséttigte oder ungeséttigte Alkylreste. X1 OH und X2OH bezeichnen primére oder sekundére
Alkohole wie Cholin, Glycerol, Inositol oder Serin.
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2.2.1 Vorkommen, Regulation und Funktion der PLD

PLD ist ein weit verbreitetes Enzym, das in Bakterien, Pilzen, Tieren und Pflanzen
nachgewiesen werden konnte [139]. Zunachst erfolgte der Nachweis und die Untersu-
chung der PLD-Aktivitat im Gewebe, wobei auch erste Anreicherungen der betreffen-
den Proteine gelangen. Die Erforschung der PLD wurde mit der Isolierung der ersten
PLD-Sequenz aus Rizinus 1994 [237] stark vorangetrieben. Innerhalb kiirzester Zeit
wurden aus verschiedensten Organismen die entsprechenden pld-codierenden Berei-
che isoliert und sequenziert, um die Gene und Proteine zu charakterisieren [139].
Die zunehmende Anzahl an aufgedeckten Prozessen, bei denen die PLD aktiviert wird
und/oder eine wichtige Funktion bei der Signaltibertragung besitzt, zeigt die Bedeu-
tung der PLD im Zellstoffwechsel [236].

In Sdugern wurden in nahezu allen Geweben zwei Isoenzyme (PLD1 und PLD2) in
verschiedenen Spleifivarianten gefunden [143]. Wahrend die streng regulierte PLD1
hauptsachlich an den Membranen des Golgi-Apparats und des Endoplasmatischen
Retikulums vorkommt, zeigte sich die eher konstitutiv exprimierte PLD2 meist plas-
mamembranassoziiert. Beide Proteine sind im Grundzustand palmityliert und an
Serin- oder Threoninresten phosphoryliert [65]. Die Aktivitat der Proteine wird u. a.
durch Proteinkinase C, Olsdure, Ca’*-Ionen, verschiedene Phosphatidylinositolphos-
phate und eine Reihe von monomeren G-Proteinen (Rho, Arf) reguliert [139]. PLD
scheint im Zellstoffwechsel beim Vesikeltransport far die strukturelle Integritat der
Membran verantwortlich zu sein. Weitere Funktionen betreffen Exocytose, Apopto-
se, Cytoskelettreorganisation und zelluldre Regulation [139]. Fur letztere wird das
Produkt der PLD-Reaktion (Phosphatidsaure) als intrazellularer Botenstoff diskutiert
[134].

In verschiedenen Hefen wurden zwei unterschiedliche PLD gefunden [134]. Das ei-
ne Enzym ist Ca?*-abhéngig, besitzt nur eine Hydrolyseaktivitit und gehort nicht
zur PLD-Superfamilie . Das andere Enzym ist Ca?"-unabhéingig, bendétigt aber
Phosphatidylinositolphosphat fir beide Aktivitaten (Hydrolyse und Transphosphati-
dylierung) und wird im Cytoplasma nachgewiesen. Es ist fir die Sporulation und
Meiose essenziell und dann mit Spindelpolkérper und Sporenmembran assoziiert
[134]. Die bakteriellen Enzyme kommen bei verschiedenen Streptormyces-Stammen
extrazellular vor [28, 189].

Die Analyse der kompletten Sequenzdaten von Arabidopsis und Reis zeigte eine grofie
PLD-Isoenzymvielfalt (12 in A. thaliana, 16 in Reis) [59] [177]. Die pflanzlichen PLD

wurden in Ca?t-abhéngige, konventionelle PLD«, mikromolare Ca?*-Konzentrationen
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und Phosphatidylinositol benétigende PLD3, v und §, sowie Ca?*-unabhingige PLD(
eingeteilt [177]. Insbesondere die Aktivitat pflanzlicher PLDa wird durch die Anwe-
senheit von Phosphatidylinositolphosphaten, die Lipidvesikelzusammensetzung, die
Ca?*-Konzentration und den pH-Wert moduliert [166]. Intrazelluléir kann PLD im Cy-
tosol oder membranstindig nachgewiesen werden [234]. Einige Isoenzyme wurden in
speziellen Organellen nachgewiesen, z. B. PLD4 und 5 aus Reis in Chloroplasten [140].
Neben den oben genannten Effektoren werden die PLD tiber die Expression und die
intrazellulare Lokalisierung streng reguliert. In Arabidopsis kommt PLDa in nahezu
allen Geweben und Entwicklungsstadien vor, PLDy wurde nur in einigen Organen,
z.B. in Bliten und alternden Blattern, gefunden. PLDS konnte in den Pflanzen nur
auf mRNA-Ebene detektiert werden [66].

In Pflanzen wird PLD bei Verwundung durch Pathogenbefall, Tierfra3, Trockenheit
oder Kalte aktiviert und ist an der nachfolgenden Lipiddegradation beteiligt [234].
Phosphatidsdure, das Produkt der PLD-Hydrolyse, wurde auch in Pflanzen als se-
kundarer Botenstoff identifiziert [148]. Bei Stress oder durch die Phytohormone Ab-
scisinsaure und Ethylen wird in der Zelle PLD aktiviert und so Phosphatidsdure ge-
bildet. Diese wiederum aktiviert u. a. Proteinkinasen und Phosphatasen [250]. So ist
PLD direkt bei der Abscisinsdure-vermittelten Offnung der Stomata beteiligt [250].
Desweiteren spielen PLD-Aktivierung und Phosphatidsdurebildung u. a. bei der Pflan-
zen-Pathogen-Interaktion und bei Wachstums- und Seneszenzprozessen eine wichtige

Rolle [234].

2.2.2 Strukturmerkmale der PLD

Die Sequenzen aller eukaryontischen und bakteriellen pld-Gene, die Proteine mit
Hydrolyse- und Transphosphatidylierungsaktivitit kodieren, gehdéren zu der soge-
nannten PLD-Superfamilie [169]. Diese beinhaltet neben den PLD u.a. Phosphati-

dylserin-Synthasen, Endonukleasen und bakterielle Cardiolipin-Synthasen.

PLD-Superfamilie

Alle PLD-Vertreter enthalten vier konservierte Sequenzbereiche (Abb.. Uber die
Funktion der PLD-spezifischen Sequenzmotive eins und drei ist bisher wenig be-
kannt. Die Sequenzmotive zwei und vier enthalten jeweils die fur alle Mitglieder der
PLD-Superfamilie spezifische Sequenz HXK(X),D(X)sGG/S und werden als HKD-Mo-
tive bezeichnet [139]. Neben diesen Sequenzbereichen bestehen keine signifikanten

Sequenzhomologien zwischen den PLD aus Tieren, Pflanzen, Pilzen und Bakterien.
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Abbildung 2.3: Strukturmotive ausgewahlter PLD.

Die anhand von Sequenzvergleichen vorhergesagten Doménen und die PLD-spezifischen Sequenzmotive werden
entsprechend ihrer Lage und Grofe dargestellt. Bo — Brassica oleracea, At — Arabidopsis thaliana, Hs — Ho-
mo sapiens, Sc — Saccharomyces cerevisiae, Ss — Streptomyces species. Genbank-Accessionnummern: Bo PLDa?2
(P55939), At PLD(1 (AF411833), Hs PLD1 (Q13393), Hs PLD2 (NP002654), Sc PLD1 (NP012956), Ss PLD
(1VOYA).

In den N-terminalen Sequenzen der eukaryontischen PLD konnten jedoch Homolo-
gien zu anderen Proteindominen festgestellt werden. Am N-Terminus der pflanzli-
chen PLDq, 3, v und ¢ befindet sich jeweils eine C2-Doméne [177]. Auf diese Ca?*-
bindende Doméne, die bei weiteren phospholipidbindenden Proteinen vorkommt, soll
spater noch naher eingegangen werden (2.2.4). Dagegen besitzen die Sduger- und He-
fe-PLD sowie die PLD(-Isoformen der Pflanzen N-terminal eine Phox-Homologie (PX)-
und eine Pleckstrin-Homologie (PH)-Domaéane [139]. Die PX-Domane ist ein verschie-
dene Phosphatidylinositolphosphate und Src Homologie 3 (SH3)-Doménen binden-
des Modul und kommt in tiber 100 verschiedenen eukaryontischen Proteinen vor
[63]. PH-Doménen sind weitverbreitete Proteinmodule, fir die z.T. sehr spezifische
Phosphatidylinositolphosphat- und Proteinbindung nachgewiesen wurde, so dass sie

die Membranbindung von Proteinen vermitteln kénnten [136].

Katalysemechanismus

Wenige Mitglieder der PLD-Superfamilie enthalten nur ein HKD-Motiv. Anhand der
Kristallstruktur des Dimers der Endonuklease Nuc wurde jedoch deutlich, dass auch
hier zwei HKD-Motive (je eins aus jeder Untereinheit) ein aktives Zentrum bilden [213].
Mutagenesestudien zeigten zudem, dass jeweils beide Histidin-, Lysin- und Aspartat-
reste der HKD-Motive fur die Aktivitat der Enzyme essenziell sind [128] 216, 244].
Mechanistische Studien wiesen auf einen Zwei-Schritt-Mechanismus hin, da die Kon-

figuration am Phosphoratom des Phospholipids erhalten bleibt [25]. Der vorgeschla-
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gene Ping-Pong-Mechanismus konnte durch die Isolierung eines kovalenten Phos-
phatidyl-Enzym-Intermediats bestatigt werden [81]. Die an der kovalenten Bindung
beteiligte Aminosaure ist ein Histidinrest einer der HKD-Motive. Wahrend im Dimer
der Nuc beide Histidinreste das kovalente Intermediat bilden konnen [213], erftillen
bei den PLD die Histidinreste unterschiedliche Aufgaben bei der Reaktion, was durch
die Aufklarung der Kristallstruktur einer bakteriellen PLD deutlich wurde [127]. Wel-
cher Histidinrest (N- oder C-terminales HKD-Motiv) das kovalente Intermediat bildet,
scheint innerhalb der PLD nicht konserviert zu sein [99] [126].

Da die HKD-Motive der PLD-Enzyme jedoch absolut konserviert sind, ist anzuneh-
men, dass der Reaktionsmechanismus der Streptomyces species PLD (Abb.[2.4) [126]
auf alle Enzyme der PLD-Superfamilie tibertragbar ist. Der erste Schritt des Ping-
Pong-Mechnismus ist ein nukleophiler Angriff des Imidazol-Stickstoffs des His170 am
Phosphoratom des Substrats (Abb.. Die Ubertragung eines Protons vom His448
ermoglicht die Freisetzung der Kopfgruppe, so dass aus dem instabilen pentakoordi-
nierten Phosphatidyl-Intermediat ein stabiles tetrahedrales Intermediat gebildet wird.

Der Imidazol-Stickstoff des His448 deprotoniert nachfolgend ein Wassermolektil, wo-

His 170 His 448
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Abbildung 2.4: Reaktionsmechanismus der PLD aus S. species, Stamm PMF [126].
Das Substrat ist Phosphatidylcholin: R — Diacylglycerol, R’ — Cholin.
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bei sich das resultierende Hydroxidion an das Phosphatidyl-Histidin-Intermediat an-
lagert. Nach Umlagerung wird Phosphatidsaure freigesetzt. Die Rekonstruktion des
aktiven Zentrums zeigt, dass u. a. die Lysinreste der HKD-Motive durch Wasserstoff-

briicken an der Bindung des Substrats beteiligt sind [126, [127].

Tertidrstruktur

Die Endonuklease Nuc war der erste Vertreter der PLD-Superfamilie, dessen Raum-
struktur bestimmt wurde [213]. Sie setzt sich aus zwei identisch gefalteten Monome-
ren zusammen, wobei an der Kontaktflache das aktive Zentrum gebildet wird. Die PLD
aus S. species ist die bisher einzige PLD, deren Tertidrstruktur bekannt ist (Abb.
[127]. In Abb.[2.5A ist eine N- und eine C-terminale Doméine erkennbar, welche wahr-
scheinlich nacheinander falten. Lediglich die N-terminale Helix muss der C-termina-
len Doméane zugeordnet werden. Die Faltungstopologie ist ahnlich der der Endonu-
klease Nuc und entspricht einem «a-3-a-3-a-sandwich. Die Sekundarstrukturanteile
von (-Faltblattern und «-Helices sind relativ ausgeglichen (Abb.[2.5B). Anhand der
in Abb.[2.5B dargestellten Seitenketten der fur die Katalyse notwendigen Aminosau-
ren wird die Lage des aktiven Zentrums an der Grenzflache beider Doménen deutlich.
Die konservierten Aspartatreste der HKD-Motive sind etwa 30 A vom aktiven Zentrum
entfernt und in intramolekulare Interaktionen involviert. Die Histidin- und Lysinreste
befinden sich dagegen in rdumlicher Nahe. Das Enzym besitzt ausgedehnte Loopre-
gionen, insbesondere im Bereich der Kontaktfliche der Doménen.

Diese bakterielle PLD ermoglichte erste wichtige Einblicke in die Funktionsweise und
Faltungstopologie dieser Enzyme. Zwischen bakteriellen PLD und den eukaryonti-

schen PLD besteht keine Homologie [169]. Die in eukaryontischen PLD vorkommen-

Abbildung 2.5: Raumstruktur der PLD aus S. species, Stamm PMF (1F0I) [127].

A: Verlauf der Aminoséduren vom N-Terminus (N, dunkelblau) iiber griin und gelb bis zum C-Terminus (C, rot).
Die Abbildung wurde mit dem Programm PyMOL erstellt [47]. B: Die Seitenketten der Histidin-, Lysin- und
Aspartatreste der HKD-Motive und der in Abb.[2.4] bezeichneten Aspartatreste sind rot dargestellt. a-Helices
sind blau, S-Faltbléatter gelb und Loopregionen grau eingefiarbt. Die Abbildung wurde mit dem Programm Swiss-
PdbViewer erstellt [85].

16



2 Theoretischer Teil

den weiteren Doméanen und die sichtbar gréferen Abstidnde der PLD-spezifischen
konservierten Bereiche (Abb. lassen daher keine direkte Ubertragung der struktu-
rellen Daten zu. Trotz der publizierten Kristallisation der Augenbohnen PLD im Jahr
2000 [1] konnten auf diesem Gebiet bisher keine Fortschritte erzielt werden.

Wang und Mitarbeiter untersuchten den strukturellen Aufbau der PLDS aus Arabi-
dopsis [167, 251, 252]. Die rekombinante Expression einzelner Doménen dieser PLD
zeigte Sekundarstrukturverinderungen der C2-Doméne infolge von Ca?'-Bindung.
Zudem wurden weitere Bindungsstellen fiir Phosphatidylinositolphosphate und Ca?*-

Ionen an anderen Bereichen des Molekiils gefunden.

2.2.3 Stabilitatsuntersuchungen an PLD

Zur Stabilitdt von PLD-Enzymen gibt es bisher nur sehr wenige Arbeiten. Die PLD ver-
schiedener Streptomyces Stamme wurden anhand ihrer Restaktivitat untersucht. Die
Temperatur-induzierte Denaturierung fand dabei im Bereich von 50 bis 75 °C statt
[28] [89]. Unterhalb von pH 4,4 bzw. oberhalb von pH 9,0 kam es ebenfalls zu einer
Inaktivierung [28]. Mutagenesestudien konnten fur die Stabilitat wichtige Aminosau-
ren identifizieren, so dass die Thermostabilitat des thermolabilen Enzyms K1PLD aus
S. halstedii deutlich gesteigert werden konnte [90]. Bei diesen Untersuchungen wurde
neben der Restaktivitit auch die Sekundarstruktur mittels Fern-UV-CD bei 222 nm
analysiert. Die Denaturierung der bakteriellen PLD war irreversibel.

Die Untersuchungen zur Stabilitit einer aus Mohren isolierten PLD mit auffallig nied-
riger molekularer Masse (60 kDa) wurden ebenfalls anhand der Restaktivitat durch-
geftihrt [197]. Die Temperatur-induzierte Denaturierung war bei 50 °C zu beobachten.
Das Enzym war uber einen dhnlichen pH-Bereich wie die bakteriellen Enzyme stabil.
Fur die aus dem Wirsingkohl isolierte PLD wurde eine starke Instabilitdt in wassri-
gen Losungen beobachtet, die durch Zugabe mehrwertiger Alkohole gemindert werden

konnte [4].

2.2.4 Struktur und Funktion von C2-Domanen

Die C2-Doméne wurde erstmalig als zweite der vier konservierten Doméanen der «,
$# und v-Isoformen der Ca?*-abhéngigen Proteinkinasen C in Sdugern beschrieben
[149]. Im Weiteren wurden C2-Domaéanen in einer Reihe eukaryontischer Proteine iden-
tifiziert, welche eine Beteiligung an der zellularen Signalweiterleitung und Membran-
wechselwirkungen gemein haben. Cytosolische Phospholipase As, einige Phospholi-
pasen C, weitere Isoformen der Proteinkinasen C und pflanzliche PLD besitzen jeweils

eine C2-Domaéine, wohingegen eine Reihe membranverankerter Proteine wie Synapto-
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tagmin und Ferlin zwei oder mehrere C2-Doméanen enthalten [170, [199]. In proka-
ryontischen Proteinen wurden bisher keine C2-Doméanen gefunden.

Alle C2-Doménen sind aus zwei antiparallelen §-Faltblattern aufgebaut, die aus je-
weils vier -Strangen bestehen [Abb.). Drei Loops an einem Ende der Doméne
sind fiir die Ca?"- und/oder Phospholipidbindung verantwortlich (Abb.). Ver-
gleicht man Anordnung und Reihenfolge der 3-Strange, offenbaren sich zwei distinkte
Topologien. Die C2-Doméne in Abb.[2.6A besitzt Topologie II (wie alle putativen C2-
Doménen pflanzlicher PLD). Bei der Topologie I steht der hier mit 58 bezeichnete
Strang an erster Stelle, gefolgt von 51 bis 57. Bei der Strukturbestimmung der C2-
Doménen wurden meist zwei bis drei gebundene Ca?*-lonen gefunden, wobei vier
symmetrische Bindungsstellen vorliegen [179]. Der erste Ca?*-Bindungsloop ist der
variabelste innerhalb der C2-Doménen [149] [170], und u. a. bei den pflanzlichen PLD
vergleichsweise lang (AbbJ4.6). Er wird z. B. bei der cytosolischen Phospholipase A,
(Abb.] durch eine kurze a-Helix unterbrochen [168]. Die fur die Ca2+—Bindung
verantwortlichen Aminosauren sind weitgehend konserviert, fehlen jedoch teilweise

den C2-Doménen der pflanzlichen PLDa (vgl. Abb.[2.6B und Abb4.6).

Abbildung 2.6: Raumstruktur und Ca?*-Bindungstasche der C2-Doméne der cytosolischen Phospholi-
pase Ag aus Homo sapiens (IRLW) [168].

A: Raumstruktur der C2-Doméne. S-Faltblitter sind blau, die a-Helix rot, Loopregionen ocker und die Ca’"-
Ionen griin eingeférbt. Die drei Ca?T-Bindungsloops sowie die acht 3-Faltblitter sind gekennzeichnet. B: Ca2*-
Bindungstasche der C2-Doméne. Zu den Loops und Ca?*-Ionen aus A sind die an der Bindung beteiligten Amino-
sdureseitenketten eingezeichnet. Asp (rot), Thr (blau), Ala (hellblau) und Asn (gelb). Beide Abbildungen wurden
mit dem Programm Swiss-PdbViewer erstellt [85].
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Malmberg et al. [179] und Shao et al. [196] zeigten, dass die Ca?t-vermittelte Phospho-
lipidbindung der C2-Doménen nicht auf Konformationsénderung infolge der Ca?*-
Bindung basiert, sondern die entsprechenden Loopregionen durch das Calcium stabi-
lisiert und elektrostatisch verandert werden. Fiir die Membranbindung der einzelnen
C2-Doménen spielen neben der zusitzlichen Koordination der Ca?*-Ionen durch die
Kopfgruppen der Phospholipide (Erkennung spezifischer Kopfgruppen) auch elektro-
statische Interaktionen und hydrophobe Wechselwirkungen eine wichtige Rolle [151].
Dabei kénnen hydrophobe Seitenketten der C2-Domaéane in den hydrophoben Bereich
der Membran eindringen [42), [137].

Die Funktionen der C2-Doménen in den einzelnen Proteinen sind vielfaltig. Dazu zahlt
die Ca?*-abhéingige Translokation 16slicher Enzyme wie Phospholipase A, oder Phos-
pholipase C an die Membranen. Proteinkinasen C werden u.a. durch die Ca?"- und
Phospholipidbindung der C2-Domaéane aktiviert. Die C2-Doméanen verschiedener Sy-
naptotagmine kénnen andere Proteine oder weitere C2-Doménen Ca?'-abhingig oder
Ca?*-unabhingig binden [149]. Diese Proteine erfiillen wichtige Funktionen im Phos-
pholipidmetabolismus, bei der Signaltransduktion oder dem regulierten Vesikeltrans-

port.

2.2.5 PLD2 aus WeilRkohl

Das aus dem Wei3- oder Wirsingkohl isolierte Enzym gehérte zu den ersten unter-
suchten PLD [4, 223]. Bisher haben vor allem die katalytischen Eigenschaften dieser
PLD grofles Interesse auf sich gezogen [52), 194, (122 (128, 202, 232]. Im Rahmen einer
vorangegangenen Promotionsarbeit konnten zwei Isoenzyme PLD1 und PLD2 identi-
fiziert, sequenziert und rekombinant in E. coli exprimiert werden [189]. Beide wurden
den pflanzlichen PLD«a zugeordnet und die 16slich exprimierten Proteine konnten effi-
zient aus dem Rohextrakt isoliert werden [190]. Beide Proteine haben eine maximale
Aktivitat bei pH 5,5 und 40 mM CacCl; [190] und zudem &hnliche spektroskopische
Eigenschaften [91]. Eine Renaturierung aus bei der Expression anfallenden inclusion
bodies war nicht moéglich [189] und beide Isoenzyme entfalten bereits bei geringen
Denaturanskonzentrationen irreversibel [91]. Diesem ersten Entfaltungsschritt folgt
ein zweiter, der reversibel zu verlaufen scheint [91]. Das aus dem Weif3kohl isolierte
Enzym entspricht dem Isoenzym PLD2 [193].

Eine schematische Primarstruktur der PLD2 mit den PLD-spezifischen konservierten
Sequenzbereichen und der N-terminalen C2-Doméne ist in Abb.[2.7] dargestellt. Das
Enzym besteht aus 812 Aminosauren und hat eine molekulare Masse von 92,1 kDa.

Fur die strukturelle Untersuchung mittels Fluoreszenz- und Nah-UV-CD-Spektros-
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kopie sind besonders die aromatischen Aminosduren Tryptophan und Tyrosin und
deren Umgebung interessant. Die 15 Tryptophan-, 30 Tyrosin- und 34 Phenylalanin-
reste sind tiber das gesamte Molektil verteilt (Abb.[2.7). Der Vergleich mit der PLD
aus S. species zeigt, dass sich Anzahl und Lage der aromatischen Aminosauren stark
unterscheiden, so dass deren Positionen in der Raumstruktur nicht auf die PLD2
aus Weilkohl tibertragen werden kénnen. 43 enthaltene Prolinreste kénnten durch
cis/trans Isomerisierung die Faltung erschweren. An dem aus der Pflanze isolierten
Protein konnte gezeigt werden, dass alle acht Cysteinreste reduziert vorliegen [97].
Der Anteil an hydrophoben Aminosauren (Leucin, Valin, Isoleucin) ist relativ grof
(21,4 %). Der isoelektrische Punkt liegt bei 4,78 [91]. Im Weifskohl ist der N-Terminus
des Proteins acetyliert [193], wohingegen bei rekombinanter Expression in E. coli das

N-terminale Methionin abgespalten wird [189].

0 100 200 300 400 500 600 700 800
I 1 1 I 1 1 I

I n 812 AS
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S
C Y U e

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der Primérstruktur der PLD2 aus Weifskohl (Bo PLDa2).
Die Doménen und PLD-spezifischen Sequenzmotive sind wie in Abb.[2.3] dargestellt. Zudem ist die Position der
15 Tryptophan- und 30 Tyrosinreste markiert. Als Vergleich ist die PLD aus S. species Stamm PMF (Ss PLD)
mit ihren 11 Tryptophan- und 14 Tyrosinresten abgebildet.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien
3.1.1 Chemikalien

Acrylamid

Agar

1-Anilino-8-naphtalensulfonat (ANS)
Agarose

Ampicillin, Natriumsalz
Calciumacetat

CaCly

Coomassie Brilliant Blau G250, R250
Dextranblau

Dithiothreitol (DTT)

Essigsaure, 96 %
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Glutathion, reduziert (GSH)
Glycerol

Glycin

GdnHCI, ultra pure

Harnstoff

Hefeextrakt
Isopropyl-3-D-thiogalactosid (IPTG)
Kanamycinsulfat
(B-Mercaptoethanol

MgCly

NaCl

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Piperazin-1,4-bis(2-ethansulfonsaure) (Pipes)

Triethanolamin

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Triton®X-100
Trypton

Zitronensaure

ICN Biomedicals, Aurora, OH, USA
Applichem, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
Eurogentec, Groningen, NL
Serva, Heidelberg

Sigma, Taufkirchen
Applichem, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Amersham Biosciences, Freiburg
Applichem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Applichem, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

ICN Biomedicals, Aurora, OH, USA
Difco, Detroit, MI, USA
Fermentas, St. Leon-Rot
Serva, Heidelberg

Ferak, Berlin

Serva, Heidelberg

Merck Biosciences, Darmstadt
Applichem, Darmstadt

Fluka, Taufkirchen
Applichem, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Difco, Detroit, MI, USA

Roth, Karlsruhe

Alle weiteren Chemikalien waren von hochster Reinheit. Es wurde nur deionisiertes

Wasser verwendet.
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3.1.2 Proteine

Restriktionsendonulkleasen

Dpnl, EcoRI, HindlIll, Ncol, Ndel, Sapl New England Biolabs, Frankfurt (Main)

BamHI, Pstl Hybaid AGS, Heidelberg

EcllI136 Fermentas, St. Leon-Rot

Pfu DNA Polymerase Promega, Mannheim

Taq DNA Polymerase Qbiogene, Heidelberg

T4 DNA Ligase Fermentas, St. Leon-Rot

Shrimp Alkalische Phosphatase Amersham Biosciences, Freiburg

DNA Polymerase I, Klenow Fragment New England Biolabs, Frankfurt (Main)
(E. coli)

Thrombin (Rinderplasma) Amersham Biosciences, Freiburg

Thermolysin (Bacillus thermoproteolyticus) Merck Biosciences, Darmstadt

Proteinase K (Tritirachium album) Roche Diagnostics, Mannheim
Rinderserumalbumin (BSA) Pierce, Bonn
Lysozym (Hithnereiweif3) Serva, Heidelberg
DNase I (Rinderpankreas) Applichem, Darmstadt
Markerproteine
Protein Molecular Weight Standards Serva, Heidelberg
Aldolase (Kaninchenmuskel) 150,0 kDa
Ovalbumin (Hiihnereiweif3) 45,0 kDa
Chymotrypsinogen A (Rinderpankreas) 25,0 kDa
Cytochrom C (Pferdeherz) 12,3 kDa
LMW-SDS Marker Kit Amersham Biosciences, Freiburg
Phosphorylase b (Kaninchenmuskel) 97,0 kDa
Rinderserumalbumin 66,0 kDa
Ovalbumin (Hiihnereiweif3) 45,0 kDa
Carboanhydrase (Rindererythrocyten) 30,0 kDa
Trypsin Inhibitor (Sojabohne) 20,1 kDa
a-Lactalbumin (Kuhmilch) 14,4 kDa
Antikérper
Anti-Weiskohl-PLD2 Antikoérper Dr. J. Rajcani, Comenius-Universitat
aus Kaninchen (Anti-PLD) Bratislava
Anti-GST Antikorper aus Ziege Amersham Biosciences, Freiburg
Anti-His Antikérper aus Maus Amersham Biosciences, Freiburg

Anti-Kaninchen IgG Antikdrper aus Esel =~ Amersham Biosciences, Freiburg
Anti-Ziege IgG Antikorper aus Kaninchen Sigma, Tautkirchen
Anti-Maus IgG Antikdérper aus Schaf Amersham Biosciences, Freiburg
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3.1.3 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG Biotech (Ebersberg) bzw. Meta-

bion (Planegg-Martinsried) hergestellt. Die Sequenzierprimer waren am 5 -Ende mit

IRD 800 modifiziert.

Primer fiir die Klonierung der PLD2-Fragmente aus dem pRSET5a Plasmid in das
pET15b Plasmid:

PLD2C2 fw
PLD2C2 rv
PLD2CT fw
PLD2CT rv

57-GGA
57-CGG
57-GGA
57-CGG

ATT
GAT
ATT
GAT

CCA TAT GGG GAC TTT GCA CGC TAC CAT-3°
CCC TAC TCA ACG GCG AAG TAC TGG A-3~

CCA TAT GGC GGA TCG AAA CTG GAA CAT G-3~
CCC TAA GTT GTA AGG ATT GGA GGC AG-3~

Primer fiir die ortsgerichtete Mutagenese:

2C2mut fw 5°-CTT
2C2mut rv 5°-GTT
22ecl2 fw 5°-ACT
22ecl2 rv 5°-CTT
22ncol fw 5°-GCG
22ncol rv 5°-GTG
Sequenzierprimer:

T7 Prom 57-CGA
T7 Term 5°-GCT
M13 unv 5°-TGT
M13 rv 57°-CAG
pPQE fw 5°-CAT
PQE rv 5°-TTC
pGEX 5 5°-GGG
pGEX 3~ 5°-CCG
PLD2mid fw 5°-GTT
PLD2mid rv 57 -GGA
Sonde2 fw 5°-GAG
Sonde2 rv 5°-TTA
Sonde4 fw 5°-TAA

3.1.4 Plasmide

pld2pRSETb5a
pRSET5a
pCR®4-TOPO
pET15b
pET22b(+)

CGC
CCA
CCA
TGT
CGG
CAA

AAT
AGT
AAA
GAA
CAC
TGA
CTG
GGA
CAG
ACC
CAG
CCA
ccC

CGT TGA GTA GGA TCC AAA CTG GAA C-3°

GTT TGG ATC CTA CTC AAC GGC GAA G-3°

GTA CTT CGC AGT TGA GCT CGG ATC AGG CTG CTA ACA AAG-3~
TAG CAG CCT GAT CCG AGC TCA ACT GCG AAG TAC TGG AGT-3~
CAG CCC CAT GGG GAC TTT GCA C-3~

AGT CCC CAT GGG GCT GCC GCG C-3°

TAA TAC GAC TCA-3~

TAT TGC TCA GCG GTG G-3°

ACG ACG GCC AGT-3°

ACA GCT ATG ACC-3°

CAT CAC CAC CAC GGA TCC ATG GGG ACT TTG CAC-3~
GGT ATT ACT GGA TCT ATC-3~

GCA AGC CAC GTT TGG TG-3~

GCT GCA TGT GTC AGA GG-3~

GAC GTT GGA CAC-3~

ACA ACA TAA ACC CT-3~

AGA TGG AGA AAG-3~

CC(CT) TGC TTT CTC CAT CTC TGC TC-3~°
TGA TGA CGG TGG TAG-3°

Dr. 1. Schaffner, MLU, Halle

von Dr. I. Schaffner ibernommen

Invitrogen, Karlsruhe

Merck Biosciences, Darmstadt

Merck Biosciences, Darmstadt
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pPQE30
pGEX-2T
pTXB1
pTYB1
pUBS520

Qiagen, Hilden

Amersham Biosciences, Freiburg

New England Biolabs, Frankfurt (Main)

New England Biolabs, Frankfurt (Main)

Dr. U. Brinkmann, Epidauros Biotechnology, Bernried

3.1.5 E. coli-Stamme

XL1 Blue

TOP 10

BL21 (DE3)

ER 2566

SG 13009

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[F" proAB lacllZAM15 Tn 10 (Tet")]

Stratagene, Heidelberg

F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str") endAl nupG
Invitrogen, Karlsruhe

B F~ dem ompT hsdS (ry my) gal (DE3)
Stratagene, Heidelberg

F~A™ fhuA2 [lon] ompT lacZ::T7 genel gal sulA11 A(mcrC-mur)114::1S10
R(mcr-73::miniTn10-TetS)2 R(zgb-210::Tn10)(TetS) endA1 [dcm]
New England Biolabs, Frankfurt (Main)

K12 nal® str® rif® thi~ lac™ arat galt™ mtl~ F~ recAT uort lon*t

Qiagen, Hilden

3.1.6 Kulturmedien

M9 Medium

LB Medium
LB Agar
TB Medium

0,1 % NH4Cl, 0,3 % KH2POy, 0,6 % Nay;HPO4x7 H20, 0,05 % NacCl,
0,4 % Glucose, 1 mM MgSOy, pH 7,4

1 % NacCl, 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt
1 % NacCl, 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 2 % Agar

1,2 % Trypton, 2,4 % Hefeextrakt, 0,4 % (v/v) Glycerol,
120 mM Kaliumphosphat, pH 7,5

2xYT Medium 1 % NaCl, 2 % Trypton, 1 % Hefeextrakt

SOC Medium

Falls nicht a

0,05 % NacCl, 2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM MgSO,4
10 mM MgCls, 0,8 % Glucose

nders vermerkt, wurden die Prozentangaben in (w/v) gemacht. Nach

der Herstellung wurden die Medien bzw. der Agar autoklaviert und kurz vor der

Benutzung mit den entsprechenden Antibiotika versetzt (Endkonzentration 25 bis

50 pg-ml~! Kanamycin bzw. 50 bis 100 ug-ml—! Ampicillin).
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3.2 Molekularbiologische Methoden

Die Methoden wurden soweit nicht anders erwahnt den Standardwerken [13 (147,

185] entnommen.

3.2.1 Ortsgerichtete Mutagenese

Die ortsgerichtete Mutagenese erfolgte mit Hilfe des QuikChange®Site-Directed Muta-
genesis Kit (Stratagene, Heidelberg) entsprechend der Anleitung des Herstellers. Die
verwendeten Mutageneseprimer sind unter aufgefihrt. Die Transformation der
Dpnl-behandelten DNA in E. coli XL1 Blue Zellen erfolgte abweichend von den Her-
stellerangaben unter Nutzung elektrokompetenter Zellen wie unter [3.2.4|beschrieben.
Zur Kontrolle der korrekten DNA-Sequenz wurde der codierende Bereich des Plasmids

wie unter beschrieben sequenziert.

3.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Das Einftigen von Restriktionsschnittstellen fur die Klonierung der PLD2-Fragmente
aus dem Plasmid pRSETb5a in das Plasmid pET15b und die Selektion positiver Klone
nach Ligationsexperimenten erfolgte mittels PCR in einem TRIO Thermoblock (Bio-
metra, Gottingen). Die Anlagerungstemperatur der Primer wurde entsprechend ihrer
Schmelztemperatur zwischen 55 und 66 °C variiert.

Klonierung der PLD2-Fragmente

Der 50 pl-Reaktionsansatz enthielt 1 U Pfu-DNA-Polymerase, Reaktionspuffer, 2 mM
dNTP-Mix (Hybaid AGS, Heidelberg), 25 pmol der entsprechenden Primer sowie 20 ng
parentale DNA. Die Amplifizierung erfolgte nach einem initialen Denaturierungs-
schritt (1 min 95 °C) in 30 Zyklen (1 min 95 °C, 1 min Anlagerungstemperatur, 1
bzw. 4 min 72 °C).

»Kolonie-PCR* zur Selektion

Der 20 pl-Reaktionsansatz enthielt 1 U Tag-DNA-Polymerase, Reaktionspuffer, 2 mM
dNTP-Mix (Hybaid AGS, Heidelberg), 25 pmol der entsprechenden Primer sowie einen
Kolonieabstrich als parentale DNA. Die Amplifizierung erfolgte nach einem initialen
Denaturierungsschritt (3 min 94 °C) in 30 Zyklen (30 s 94 °C, 30 s Anlagerungstem-
peratur, 1 bzw. 4 min 72 °C).

3.2.3 Préaparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte unter Verwendung des QIAprep®Spin Miniprep
Kits (Qiagen, Hilden).
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3.2.4 Transformation von Plasmiden in E. coli

Elektroporation

In einer 2 mm-Elektroporationsktivette wurden 40 pl elektrokompetente Zellen mit
der Plasmid-DNA auf Eis vorinkubiert. Die Elektroporation wurde an einem Gene
Pulser® II der Firma Bio-Rad (Mtinchen) nach Herstellerangaben durchgefiahrt.
Transformation mittels Hitzeschritt

Fur die Transformation wurden 100 ul chemokompetente Zellen mit der Plasmid-DNA
fir 20 min auf Eis vorinkubiert. Der Hitzeschritt erfolgte im Wasserbad (RM6, Lauda,
Lauda-Koénigshofen) bei 42 °C fiir 45 s. Anschliefend wurden die Zellen nochmals fiir
5 min auf Eis inkubiert.

Die transformierten Zellen wurden nach Zugabe von 1 ml SOC-Medium bei
37 °C fur 1 h geschiittelt (Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg), anschlieSend
auf LB Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und tiber Nacht bei

37 °C inkubiert (Brutschrank Kelvitron, Heraeus, Hanau).

3.2.5 GroRen- und Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Grofenbestimmung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe eines Molekularge-
wichtsmarkers (1 kb DNA Ladder, Invitrogen, Karlsruhe) im Agarosegel (3.2.6).

Die DNA-Konzentration wurde photometrisch bei 260 nm (Asp=1 entspricht ca.
50 ug-ml~! doppelstriangiger DNA) unter Verwendung eines Ultrospec 3000 Spektro-

photometers (Amersham Biosciences, Freiburg) bestimmt.

3.2.6 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA erfolgte in 1- bis 1,2%igen (w/v) Agarosegelen bei 80 V
in TAE-Puffer (40 mM Tris, 20 mM Essigsaure, 2 mM EDTA). Die DNA wurde mit
Ethidiumbromid (1 pg-ml—!) angefarbt.

3.2.7 DNA-Reinigung aus Agarosegelen

Die entsprechenden DNA-Fragmente wurden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und
mit Hilfe des QIAquick® Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden) isoliert.

3.2.8 Restriktionsenzymatische Spaltung von DNA

Die endonukleolytische Spaltung der DNA erfolgte unter Verwendung der vom Her-

steller des entsprechenden Enzyms empfohlenen Puffer und Zusatze tiber 1 bis 24 h.
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3.2.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten in den Vektor erfolgte durch Inkubation beider
DNA-Stticke uber Nacht bei 4 °C entsprechend den vom Hersteller angegebenen Re-
aktionsbedingungen fiir iberhangende bzw. glatte DNA-Enden. Glatte DNA-Enden
wurden unter Verwendung der DNA Polymerase I (Klenow Fragment) nach Hersteller-
angaben erzeugt. Der Vektor wurde unter Verwendung von Shrimp Alkalische Phos-
phatase nach Herstellerangaben dephosphoryliert und gereinigt (3.2.7).

PCR-Produkte wurden, nach Anfligen eines zuséatzlichen Adenosins an den 3°-Enden,
unter Verwendung des TOPO TA Cloning® Jor Sequencing Kits (Invitrogen, Karlsruhe)
subkloniert und nach Verifizierung der korrekten DNA-Sequenz ausgeschnit-

ten und ligiert.

3.2.10 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte mit dem SequiTherm EXCEL™LongRead™DNA Sequencing
Kit (Biozym, Oldendorf) nach dem Didesoxy-Verfahren [187] unter Verwendung eines
LiCor 4000 DNA-Sequencer (MWG Biotech, Ebersberg) und der BaselmagIR (Version
4, 1997) Software zur Auswertung. Fur die Sequenzierung wurden die unter |3.1.3
aufgeftihrten Oligonukleotide (IRD 800 markiert) und 200 fmol Plasmid-DNA einge-

setzt.

3.2.11 Kaultivierung von E. coli-Stammen

LB Medium mit entsprechendem Antibiotikum (3.1.6) wurde mit einer einzelnen Bak-
terienkolonie von einer LB Agarplatte beimpft und tiber Nacht bei 37 °C und 180 rpm
geschittelt (Schuttler Innova™ 4300, New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA).

3.3 Proteinchemische Methoden

3.3.1 Herstellung l6slicher PLD2

Die Expression und Reinigung von PLD2 erfolgte in Anlehnung an Literaturprotokolle

(2, 122, [190].

Expression

Fiir die Expressionskultur wurden 200 ml 2xYT Medium, das 100 pg-ml—! Ampicillin
und 50 pg-ml~! Kanamycin enthielt, mit Bakterienzellen aus einer Glycerolkultur
(pld2pRSET5a und pUBS520 in BL21 (DE3)) angeimpft und bei 30 °C und 180 rpm
etwa 15 h geschittelt. Nach Erreichen einer ODgg (optische Dichte bei 600 nm) von
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1 bis 2 wurde die Temperatur auf 15 °C gesenkt und die Zellen wurden weitere 24 bis
48 h geschuttelt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (10 min, 6000 x g) geerntet

und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20 °C gelagert.

Zellaufschluss

Das Zellpellet von 1,2 1 Kulturmedium wurde in 37 ml Lysepuffer (30 mM Na-Pi-
pes, pH 6,2, 10 mM EDTA) resuspendiert (13500 rpm, Ultra-Turrax T25, Ika-Lab-
ortechnik, Staufen) und anschliefend durch einen Homogenisator (Gaulin Micron
Lab40, APV, Libeck) in 2 Passagen bei 1200 bar aufgeschlossen. Unldsliche Bestand-
teile wurden durch Zentrifugation (20 min, 48000 x g) entfernt und der Rohextrakt
aliquotiert bei -20 °C gelagert.

Ca?*-vermittelte hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)

Nach Zugabe von CaCly; (Endkonzentration 50 mM) wurde der Rohextrakt zentrifu-
giert (10 min, 4800 x g) und der Uberstand an Octylsepharose (Octylsepharose CL-
4B, Amersham Biosciences, Freiburg) gebunden, die mit 50 mM CaClz, 30 mM Na-
Pipes, pH 6,2, aquilibriert war. Nach Waschen mit dem Auftragspuffer erfolgte die
Elution mit 0,1 mM EDTA, 5 mM Na-Pipes, pH 6,2. Entsprechende Fraktionen wur-
den mittels SDS-PAGE analysiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
gelagert.

Anionenaustauschchromatographie

Die Elutionsfraktionen der HIC wurden umgepuffert (20 mM Tris/HCI, pH 7,5) und
mittels Anionenaustauschchromatographie an einer Source 15Q-Saule (XK 16/20,
Betthéhe 35 mm, Amersham Biosciences, Freiburg) unter Verwendung einer Ak-
ta FPLC™ (Amersham Biosciences, Freiburg) gereinigt. Mittels steigendem NaCl-
Gradienten (Laufmittel A: 20 mM Tris/HCl, pH 7,5, Laufmittel B: 20 mM
Tris/HCI, pH 7,5, 2 M NaCl) wurde die PLD2 in 1 ml-Fraktionen eluiert. Die De-
tektion erfolgte bei 280 nm. Die Reinheit des Proteins wurde elektrophoretisch (SDS-
PAGE, uberprift.

Die entsprechenden Fraktionen wurden zweimal gegen das hundertfache Volumen
10 mM Na-Pipes, pH 7,0, dialysiert (Cut-off: 20 kDa, Roth, Karlsruhe), zentrifugiert
(30 min, 21460 x g) und anschliefend bei -20 °C gelagert. Fiir die Konzentrierung
wurden Vivaspin 4 ml Konzentratoren (Cut-off: 5 kDa, Vivascience, Hannover) nach

Herstellerangaben verwendet.
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3.3.2 Praparation von PLD2-Fragmenten
3.3.2.1 Expression von PLD2-Fragmenten

Fur die Expression der PLD2-Fragmente wurden unterschiedliche Expressionskons-
trukte hergestellt, um verschiedene Expressionstrategien und -bedingungen zu un-
tersuchen. Die verwendeten Expressionskonstrukte mit den entsprechenden E. coli
Expressionsstammen sind in Tab.[3.1] aufgefiihrt. Zur Optimierung der 16slichen Ex-
Tabelle 3.1: Expressionskonstrukte zur Herstellung von PLD2-Fragmenten.

Fiir die verwendeten Vektoren sind die F. coli Expressionsstdmme und die untersuchten PLD2-Fragmente ange-
geben.

Vektor Expressionsstamm PLD2-Fragment

pET15b BL21 (DE3) C2-Doméne, PLD2-Rumpfprotein
pGEX-2T BL21 (DE3) C2-Doméne, PLD2-Rumpfprotein
pRSET5a BL21 (DE3) C2-Doméne, PLD2-Rumpfprotein
pET22b BL21 (DE3) C2-Domaéne

pQE30 SG 13009 C2-Doméne

pTXB1, pTYB1 ER 2566 C2-Domaéne

pression der PLD2-Fragmente wurden 20 bis 200 ml Medium mit einer Einzelkolonie
beimpft und bei 37 °C und 180 rpm geschiittelt, wahrend die ODygy verfolgt wurde.
Die Kultivierungs- und Expressionsbedingungen wurden hinsichtlich Kulturmedium,
ODygqp bei Induktion, Induktionszeitraum, Induktorkonzentration und -art variert, um
lI6sliches Protein zu erhalten. Eine starke Limitierung des Zellwachstums nach Induk-
tion wurde durch Temperatur- und pH-Wertsenkung erreicht [117]. Fur die Induktion
zelleigener Chaperone zur Faltungsunterstiitzung nach [32] wurde eine halbstiindige
Temperaturerhéhung auf 42 °C vor Induktion durchgefiihrt. Alle variierten Bedingun-

gen sind in Tab.[4.4] zusammengefasst.

Expression der Konstrukte im pGEX-2T-Vektor

Fiir die Vorkultur wurden 20 ml 2xYT Medium (100 ug-ml~! Ampicillin) mit Bakte-
rienzellen aus einer Glycerolkultur angeimpft und bei 30 °C und 180 rpm etwa 12 h
geschuttelt. Fir die Hauptkultur wurden 400 ml 2xYT Medium in 2 1-Schikanekolben
(100 pg-ml~! Ampicillin) mit 4 ml Vorkultur angeimpft und bei 37 °C und 130 rpm
geschittelt. Nach Erreichen einer ODgp von 1 wurde die Temperatur auf 15 °C ge-
senkt und mit 0,5 mM IPTG fiir 4 h induziert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
(10 min, 6000 x g) geerntet und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20 °C gelagert.
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3.3.2.2 Methoden zur Evaluierung der Expressionsoptimierung

Trennung von léslichem und unl6slichem Protein mittels B-PER

Den Expressionskulturen wurde zu entsprechenden Zeiten je 1,5 ml Probe entnom-
men, mindestens 1 h bei -20 °C inkubiert, und entsprechend den Herstellerangaben
mit B-PER II Bacterial Protein Extraction Reagent (Perbio Science Deutschland, Bonn)
behandelt. Fur die SDS-PAGE wurden 15 ul der 16slichen und 5 ul der unlos-
lichen Fraktion mit Probenpuffer versetzt und aufgetragen. Die Detektion der rekom-

binanten Proteine erfolgte mittels Coomassie Brilliant Blau-Gelfarbung oder Western-

Blot (3.3.5).

Zellaufschluss mittels Ultraschall

Die Zellen aus 20 ml Medium wurden durch Zentrifugation (10 min, 4800 x g) ge-
erntet und die Masse bestimmt. Jeweils 0,3 g Feuchtmasse wurden in 850 ul phos-
phatgepufferter Kochsalzlésung (PBS: 1,47 mM KH,PO,, 10 mM Na,;HPO,, 137 mM
NaCl, 2,7 mM KCI) und 75 pl Protease Inhibitor Cocktail (for use with bacterial cell
extracts bzw. for use in purification of poly(Histidine)-tagged proteins, Sigma, Taufkir-
chen) resuspendiert und 3 x 1 min auf Eis beschallt (Ultraschallprozessor UP200s,
Dr. Hielscher GmbH, Stuttgart, 70% Amplitude, 0,5 Puls). Unlosliche Bestandteile
wurden durch Zentrifugation (20 min, 21460 x g) entfernt. Fur die SDS-PAGE
wurden 10 ul des Uberstandes mit Probenpuffer versetzt und mittels Western-

Blot (3.3.5) analysiert.

Periplasmaaufschluss durch osmotischen Schock

Die N-terminale pelB-Sequenz (pET22b(+)) vermittelt die Sekretion ins Periplasma von
E. coli. Nach Resuspendieren von 20 mg Zellen in 1,6 ml 30 mM Tris/HCI, pH 8,0,
1 mM EDTA, 20 % (w/v) Sucrose und 10 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen
durch Zentrifugation (20 min, 8000 x g) pelletiert. Anschliefend wurden die Zellen im
gleichen Volumen eiskalter MgSO,-Losung (5 mM) resuspendiert und fiir 10 min bei
4 °C und 200 rpm geschiittelt. Der Uberstand nach Zentrifugation (20 min, 8000 x g)
enthalt die periplasmatischen Proteine und wurde mittels SDS-PAGE analy-

siert.
3.3.2.3 Reinigung von PLD2-Fragmenten

Reinigung der Intein-Chitinbindungsdomane-Fusionsproteine

Die Expression des C2-Domane-Intein-Chitinbindungsdoméane-Fusionsproteins er-

folgte bei 30 °C und 6 h Induktion mit 0,5 mM IPTG. Das Zellpellet wurde in Bin-
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dungspuffer (20 mM Hepes, pH 7,0, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA) resuspendiert, durch
Hochdruck aufgeschlossen und der Rohextrakt von den unldslichen Zellbestandteilen
getrennt (s. Zellaufschluss). Die Bindung an die Chitin Beads (New England Bio-
labs, Frankfurt (Main)) erfolgte nach Herstellerangaben in einer Leersaule (laboratory
column (2,5 ml, 35 ym Filter), MoBiTec, Goéttingen bzw. Econo-Column (Durchmesser
25 mm, Héhe 20 cm), Bio-Rad, Munchen) mittels Bindungspuffer. Nach Waschen mit
demselben Puffer wurde die Abspaltung des rekombinanten Proteins durch Auftragen
von DTT-haltigem Bindungsputffer (30 bzw. 50 mM DTT) und 17 h Inkubation bei 4
bzw. 23 °C durchgefiihrt. Die Elution erfolgte mit 20 mM Tris/HCl, pH 7,5, unter

manueller Fraktionierung.

Reinigung der GST-Fusionsproteine

Das Zellpellet wurde in 37 ml PBS resuspendiert, durch Hochdruck aufgeschlossen
und der Rohextrakt von den unldslichen Zellbestandteilen getrennt (s. Zellauf-
schluss). Bindung und Elution an eine Glutathion-Sepharose-Saule (GSTrap FF 1 ml
bzw. XK 16/20 column, Betthéhe 25 mm, Amersham Biosciences, Freiburg) erfolgte
nach Herstellerangaben in PBS bzw. durch 10 mM GSH, 50 mM Tris/HCI, pH 8,0,
unter Verwendung einer Peristaltikpumpe P1 (Amersham Biosciences, Freiburg). Die
Elutionsfraktionen wurden manuell gesammelt und elektrophoretisch (SDS-PAGE,
uberprift. Falls erforderlich wurden die Elutionsfraktionen fiir eine nochmali-
ge Reinigung zweimalig gegen das hundertfache Volumen PBS dialysiert, aufgetragen
und eluiert.

Die Abspaltung des GST-Tags durch Thrombin wurde nach Herstelleranga-
ben durchgefiihrt, wobei die Spaltung an der Saule und die Spaltung entsprechender
Elutionsfraktionen fiir verschiedene Zeitintervalle (1 bis 24 h) durchgefiihrt wurde.
Fur die Separierung von C2-Doméne bzw. PLD2-Rumpfenzym und GST wurden im
Batch-Verfahren Anionenaustauschmedien (Q-, DEAE-Sepharose, Amersham Bio-
sciences, Freiburg) und Octyl-Sepharose mit unterschiedlichen Puffern (2-[Bis-(2-
hydroxyethyl)-imino]-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Bistris), pH 6,0 bis 7,0, Tris
pH 7,5 bis 8,0) und NaCl-Konzentrationen (O bis 2 M) getestet.

3.3.2.4 Priparation der C2-Domaéine aus inclusion bodies

Expression

Fur die Vorkultur wurden 20 ml LB Medium (100 ug‘ml_1 Ampicillin) mit Bakteri-
enzellen aus einer Glycerolkultur (pld2C2pET15b in BL21 (DE3)) angeimpft und bei
30 °C und 180 rpm etwa 12 h geschuttelt. Fur die Hauptkultur wurden 1 1 LB Medi-
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um mit 100 pg-ml~! Ampicillin versetzt, mit 10 ml Vorkultur angeimpft und bei 37 °C
und 180 rpm geschtttelt. Nach Erreichen einer ODggg von 1 wurde mit 1 mM IPTG
fiir 4 h induziert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (10 min, 6000 x g) geerntet

und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20 °C gelagert.

Praparation und Solubilisierung

Die Praparation und Solubilisierung der inclusion bodies erfolgte nach Rudolph et al.
[184]. Auf eine Dialyse zur Entfernung des DTT wurde verzichtet, da kein positiver
Effekt nachweisbar war und beide Cysteinreste der C2-Domaéne frei vorliegen sollten

[97].

Renaturierung

Die Renaturierung der C2-Domaéne erfolgte unter starkem Ruihren durch schrittwei-
se Zugabe des Solubilisats (Pulsrenaturierung) zum Renaturierungspuffer (50 mM
Tris/HCI, pH 8,0, 0,5 M Arginin, 5 mM EDTA, 5 mM DTT) bis zu einer Proteinkonzen-
tration von 50 ug-ml~! bei 4 °C. Zur Optimierung wurde der Einfluss von pH-Wert,
Puffer und verschiedener Zusatze untersucht. Die Auswertung erfolgte nach Zentri-
fugation (10 min, 21460 x g) durch Messung der Proteinmenge im Uberstand.

Die Abspaltung des Hisg-Tags durch Thrombin wurde wiahrend der Renaturierung
oder nach Anreicherung und Umpufferung (50 mM Tris/HCI, pH 8,0) mittels einer
Amicon-Zelle (400 ml, Millipore, Schwalbach) unter Verwendung einer 3 K Omega-
Membran (Pall Filtron, Dreieich) durchgefiihrt.

3.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration
3.3.3.1 BCA-Test

Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem BCA Protein Assay Kit (Perbio Science
Deutschland, Bonn) entsprechend der Anleitung in 96 Well Mikrotiterplatten (10 ul
Probe, 200 pul BCA-Reagens). Als Proteinstandard fiir die Kalibrierkurve im Konzen-
trationsbereich von O bis 1 mg-ml~! diente BSA. Die Detektion erfolgte bei 550 nm
unter Verwendung eines Mikrotiterplatten-Lesegerates MR 7000 (Dynatech, Denken-

dorf). Jede Proteinkonzentration stellt das Mittel einer Dreifachbestimmung dar.

3.3.3.2 Spektroskopische Konzentrationsbestimmung

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration einer PLD2-Stammldésung wurde ein
Spektrum von 240 bis 340 nm aufgenommen (Ultrospec 3000 Spektrophotometer)
und die Extinktion bei 280 nm unter Berticksichtigung der Grundabsorption be-
stimmt. Der Extinktionskoeffizient fiir die PLD2 (¢ = 123720 M~ !.cm~! bei 280 nm)
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wurde nach Gill und von Hippel [77] unter Verwendung eines Jasco V-560 Spektro-

photometers (Jasco Labor- und Datentechnik, Gross-Umstadt) bestimmt.

3.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Es wurde mit 0,75 mm dicken SDS-Polyacrylamidgelen nach Laemmli [121] mit 10-
bis 17,5%igem Trenngel unter Verwendung einer Mighty-Small II Elektrophoresis unit
(Hoefer, San Francisco, CA, USA) gearbeitet.

Die Visualisierung der Banden erfolgte durch Silberfarbung [153] bzw. Coomassie-
Farbung (Fixierung: 10 % (v/v) Essigsaure, 25 % (v/v) Isopropanol; Farbung: 0,05 %
(w/v) Coomassie-Brilliant Blau, 10 % (v/v) Essigsaure; Entfarbung: 10 % (v/v) Es-
sigsaure). Zur quantitativen Auswertung der Bandenintensitat wurde die Coomassie-
Farbung tber Nacht durchgeftihrt und das Gel nach Entfarben densitometrisch aus-

gewertet (CD 60, Desaga, Darmstadt).

3.3.5 Western-Blot-Techniken

Nach der SDS-PAGE wurden die Gele in Transferpuffer (150 mM Glycin, 25 mM
Tris/HCI, pH 8,3) aquilibriert und unter Verwendung einer Fastblot B33-Apparatur
(Biometra, Géttingen) nach der semi-dry Methode bei 2,5 mA-cm~2 auf Hybond™-
ECL™Nitrocellulose Membran (Amersham Biosciences, Freiburg) far 2 h transferiert.
Anschlieffend wurde die Membran mit PBS gespult, und tiber Nacht in PBS, 0,05 %
Tween®20, 4 % (w/v) Magermilchpulver (Oxoid, Wesel) bei 4 °C blockiert. Alle weite-
ren Schritte erfolgten in PBS, 0,05 % Tween®20 bei Raumtemperatur. Die Bindung
der primaren Antikérper (3.1.2], Verdiinnung 1:500 bis 1:10000) erfolgte in Gegen-
wart von 4 % (w/v) Magermilchpulver fir 1 bis 2 h bzw. der sekundaren Antikérper
Verdinnung 1:5000 bis 1:10 000) in Gegenwart von 2 % (w/v) Magermilchpul-
ver far 40 min. Vor und nach Inkubation mit dem sekundaren Antikérper wurde die
Membran dreimal 5 min gewaschen.

Die Detektion des sekundaren Antikorpers erfolgte tiber die gekoppelte Peroxidase
unter Verwendung des ECL Plus Western Blotting Detection Reagents (Amersham Bio-
sciences, Freiburg) nach Angaben des Herstellers (HyperFilm-ECL, Amersham Bio-

sciences, Freiburg und Entwickler, Fixierer, Sigma, Taufkirchen).

3.3.6 Limitierte Proteolyse

Die limitierte Proteolyse von PLD2 wurde in 10 mM Na-Pipes, pH 7,0, in Gegenwart
von 1 mM CacCl; bei 23 °C durchgefiihrt (Gesamtvolumen 200 pl). Dem bei 23 °C vor-
inkubierten Puffer-Gemisch (z.T. Zugabe von 3 oder 5 M Harnstoff bzw. 0,3; 0,6 oder
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1,0 M GdnHCI) wurde PLD2 (140 pg-ml—!) zugesetzt. Nach 5 min Inkubation wurde
die Reaktion durch Zugabe von Proteaselésung (Thermolysin, 5 ug-ml—!, oder Pro-
teinase K, 1 ng-ml—!) gestartet. Nach definierten Zeitintervallen wurden 15 ul Probe
entnommen und mit 5 pl Stoppreagens (50 mM EDTA bzw. 50 mM PMSF in Isopropa-
nol) gemischt. Die Proben wurden im Vakuumkonzentrator getrocknet, in Probenpuf-
fer aufgenommen und fur die SDS-PAGE eingesetzt. GAnHCl-haltige Proben

wurden zuvor mittels Natriumdesoxycholat prazipitiert [9].

3.3.7 Bestimmung der PLD2-Aktivitit

Die Aktivitatsbestimmung erfolgte in Anlehnung an Schéffner et al. [190] unter Ver-
wendung des artifiziellen Substrates Phosphatidyl-p-nitrophenol (PpNp), wobei das
abgespaltene p-Nitrophenol bei 405 nm detektiert wurde (Ultrospec 3000 Spektro-
photometer bzw. Mikrotiterplatten-Lesegerdtes MR 7000). Das Substrat wurde von
Dr. R. Schops (MLU, Halle) nach D Arrigo et al. [39] synthetisiert.

3.3.7.1 Standardaktivitatstest

PLD2 (<5 pg) wurde in 220 pl in Gegenwart von 50 mM CaCl;, 65 mM Na-Ace-
tat, pH 5,5, bei 30 °C inkubiert und die Messung durch Zugabe von 20 nl Substrat-
16sung (10 bis 15 mM PpNp, 10 mM Tris/HCI, pH 8,0, 5% (v/v) Triton®X-100, 5 mM
SDS) gestartet. Nach Abstoppen der Reaktion (nach 10 min) mit 60 ul Stopplésung
(1 M Tris/HCI, pH 8,0, 0,1 M EDTA) wurde die Absorption bei 405 nm in einer 1 cm
Quarzglaskuvette bestimmt. Eine Eichreihe im Konzentrationsbereich von O bis 1 mM
p-Nitrophenol erméglichte die Berechnung der Menge an freigesetztem p-Nitrophenol.
Die gemessene Extinktionsidnderung lag im linearen Bereich der Progresskurve. Eine

Einheit (1 U) Enzym hydrolysiert 1 umol PpNp bei 30 °C in einer Minute.

3.3.7.2 pH-Abhingigkeit der Aktivitit

Fur die Messung der pH-Abhangigkeit der Aktivitit wurde PLD2 in 495 nl (davon
360 pl nachfolgend beschriebener Puffer) in Gegenwart von 10 bzw. 100 mM CacCl,
bei 30 °C far 5 min inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 45 ul Substrat-
l6sung gestartet (Endvolumen 540 pl). Nach verschiedenen Zeiten wurden
jeweils 120 pl Probe entnommen und in einer Mikrotiterplatte, in der Stopplésung
vorgelegt wurde, gestoppt. Als Puffer wurden 30 mM Glycin, 30 mM Zitronensaure,
30 mM Triethanolamin und 300 mM HCI bzw. 300 mM NaOH fur die entsprechenden
pH-Werte gemischt und in einem Blindversuch der pH-Wert wahrend der Reaktion
und nach Abstoppen kontrolliert.
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3.3.7.3 Einfluss von Zusatzen auf die Aktivitat

Fir die Bestimmung des Einflusses von verschiedenen Zusatzen auf die Aktivitat der
PLD2 wurde 45 ul Substratlésung in 50 mM Na-Acetat, pH 5,5, bei 30 °C
inkubiert, die Reaktion durch Zugabe von PLD2 gestartet (Endvolumen 540 pl), und
nach verschiedenen Zeiten wurden jeweils 120 ul Probe entnommen und in einer Mi-
krotiterplatte, in der Stopplésung vorgelegt wurde, gestoppt. Es wurde der Einfluss
von GdnHCI* (0 bis 1 M), Harnstoff* (O bis 4 M), CaCl, (0 bis 1,5 M), Ca-Acetat (O
bis 0,6 M), MgCl, (0 bis 0,8 M), SDS* (0,42 bis 20 mM), Triton®X-100* (0,0064 bis
20 mM) und Tween®20* (0 bis 20 mM) in den angegebenen Konzentrationsbereichen
untersucht. Bei den mit einem Stern gekennzeichneten Zusatzen enthielt der Reakti-
onsansatz 50 mM CacCls,.

Fiur die Bestimmung der Calciumdissoziationskonstanten wurde eine modifizierte
Scatchard-Auftragung [% vs. L) genutzt. Dabei ist die Anderung der relativen Aktivi-
tat proportional der Menge gebundener Liganden (Protein-Ligand-Komplexe, PL) und
die Menge freier Liganden (L) entpricht der eingesetzten Calciumionenkonzentration

(L >> PL).

3.3.7.4 Kinetik der Inaktivierung anhand der Restaktivitat

Die Messung der Inaktivierungskinetik bei GdnHCIl-, Harnstoff- oder Temperatur-
induzierter Entfaltung erfolgte anhand der Restaktivitat gegen PpNp nach
Ruicksprung unter Nativbedingungen. Dazu wurden den Entfaltungsansatzen nach
verschiedenen Inkubationszeiten Aliquote entnommen. Diese wurden bei der Tempe-
ratur-induzierten Entfaltung schnell auf Eis abgektihlt bzw. bei der GAnHCI- bzw.
Harnstoff-induzierten Entfaltung auf unter 20 mM GdnHCI bzw. 1 M Harnstoff ver-

dinnt und fir die Bestimmung der Restaktivitat verwendet.

3.3.8 Analytische Gelfiltration

Die Gelfiltration wurde mit einer Superdex® 200 HR 10/30 fast-performance-liquid-
chromatography (FPLC)-Saule (Amersham Biosciences, Freiburg) an einer high-per-
Jformance-liquid-chromatography (HPLC)-Anlage (Knauer, Berlin), die mit einer Nie-
derdruckgradienten-Pumpe betrieben wurde, durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte
bei 280 nm. Die Flussrate betrug 0,5 ml-min~! mit 140 mM NaCl, 10 mM Na-Pi-
pes, pH 7,0, als Laufpuffer. Die Probenlésungen wurden vor Applikation zentrifugiert
(20 min, 21460 x g). Die Trennung im Bereich von etwa 200 bis 12 kDa erfolgte ent-
sprechend der Beziehung: K,, ~ -log (M,).
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Die folgenden Sdulenparameter wurden ermittelt:

Ausschlussvolumen (mit Dextranblau gemessen): Vo= 7,3ml
geometrisches Saulenvolumen: V; =29,2 ml
effektiver Verteilungskoeffizient: Ko = “//% — “//8

mit Elutionsvolumen V., = Retentionszeit x Flussgeschwindigkeit

3.3.9 Kiristallisation der PLD2

Die Proteinkristallisation wurde nach der Methode der Gasphasendiffusion mit sit-
zendem Tropfen in 24-Well-Kristallisationsplatten (Cryschem™-Platten, Hampton Re-
search, Aliso Viejo, CA, USA) durchgefiihrt. Fur einen ersten Screen wurden die Fac-
torial Solutions (Abt. Huber, MPI, Martinsried, hergestellt von AG Physikalische Bio-
technologie, MLU, Halle) mit 96 verschiedenen Kristallisationsbedingungen verwen-
det. Daftir wurde 1 ml Kristallisationspuffer in das Reservoir pipettiert, der Tropfen
aus gleichen Volumina (je 2 ul) Proteinlésung und Kristallisationspuffer gebildet und
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gemischt. Die Platten wurden nach dem
Beftillen mit Klebefolie CrystallClear (JenaBiosience, Jena) luftdicht verschlossen und
bei 22 °C inkubiert. Die Kristallisation wurde mit dem Mikroskop beobachtet und zur
Dokumentation fotografisch aufgenommen.

Fur die Optimierung wurden die Kristallisationspuffer rational und mit dem Pro-
gramm (Crystool 4.1 [194] variiert und die Losungen entsprechend hergestellt und
filtriert (0,2 pym, WiCom, Heppenheim). Die PLD2-Konzentration wurde zwischen 3
und 8 mg-ml~! variiert.

Die mit dem Programm Crystool berechneten Kristallisationspuffer wurden in einer
96-Well-Kristallisationsplatte (Crystalquick Platten, Greiner Bio-One, Frickenhausen)
unter Verwendung des Pipettierroboters PixSys 4200 SynQuad (Genomic Solutions®,
Huntingdon, GB) angesetzt. In einem Well wurden 110 ul Reservoirlésung und je drei
Tropfen (PLD2-Konzentration: 3,3; 5,5; 7,7 mg-ml~!) mit einem Tropfenvolumen von
0,6 ul bei 15 °C inkubiert. Die Dokumentation erfolgte automatisch unter Verwen-

dung des Oasis LS3 Protein Crystal Imaging System (Veeco, Mannheim).

3.4 Biophysikalische Methoden

Die Enzymldsung wurde vor Verwendung zentrifugiert (20 min, 21460 x g). Es wurde
ausschliefllich in Quarzglaskiivetten und wenn nicht anders vermerkt bei 20 °C ge-
messsen. Der jeweiligen Dialysepuffer (10 mM Na-Pipes, pH 7,0, |3.3.1) wurde filtriert,

entgast und als Referenz verwendet.
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3.4.1 Analytische Ultrazentrifugation

Die Untersuchungen wurden an einer analytischen Ultrazentrifuge Optima XL-A
(Beckman Instruments, Fullerton, USA) mit Doppelsektorzellen (fiir Probe und Puffer)
bei einer Proteinkonzentration von 0,3 mg-ml~! und 20 °C durchgefiihrt. Die Bestim-
mung der Sedimentationskonstanten erfolgte mittels Sedimentationslauf tiber 4 h.
Die Bestimmung des Molekulargewichts erfolgte mittels Gleichgewichtslauf tiber 24-
48 h. Die Messungen wurden freundlicherweise von Herrn PD Dr. H. Lilie (MLU, Halle)
durchgeftihrt.

3.4.2 CD-Spektroskopie

Die Messungen wurden an einem Jasco J-810 Spectropolarimeter (Jasco Labor- und
Datentechnik, Gross-Umstadt) bei 20 °C durchgefiihrt. Die Molare Elliptizitat pro
Aminosaurerest [O]ry bzw. die Molare Elliptizitat [©] wurde nach Gleichung bzw.
[5] berechnet. Die numerische Beziehung zwischen Aec und [O]yrw ist in Gleichung[6]

angegeben. Die Proteinkonzentrationen sind bei den entsprechenden Abbildungen an-

gegeben.
e-M
. 2 . -1 [ —

(Oasmay (deg - em? - dmol ™) = = @

0-M
o2 ~1y _
[©] (deg - cm” - dmol™") 10 0. d (5)
1 a1y _ [Olvrw

Ae (em™ -M™) = 3208 (6)

[©]Mrw Molare Elliptizitat pro Aminosiurerest

(O] Molare Elliptizitat

Ae Differenz der Molaren Absorption von links und rechts

polarisiertem Licht
C) Elliptizitat (mdeg)
M molekulare Masse des Proteins (g-mol~!)
c Proteinkonzentration (mg-ml—!)
d Schichtdicke der Kiivette (cm)
Ny Anzahl der Aminosiurereste im Protein

Nativspektren

Die CD-Spektren wurden mit einer Bandweite von 1 nm, einer Integrationszeit von 1 s
und einer Schrittweite von 0,1 nm aufgenommen. Bei einer Messgeschwindigkeit von
20 nm-min~—! wurden 10 Einzelspektren akkumuliert. Fiir den Nah-UV Bereich (340
bis 250 nm) wurden volumenreduzierte, geschwirzte Quarzkuvetten mit 1 cm Weglan-

ge, fir den Fern-UV Bereich (260 bis 180 nm) Quarzkuivetten mit 0,01 cm Weglange

verwendet. Die Proteinkonzentration wurde spektroskopisch bestimmt (3.3.3.2).
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CD-Spektroskopie unter denaturierenden Bedingungen

In Gegenwart von Harnstoff (O bis 9 M) bzw. GdnHCI (0 bis 6 M) wurde die PLD2
in 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5, fir 14 h inkubiert. Die CD-Spektren wurden
wie oben beschrieben im Fern-UV Bereich (250 bis 200 nm) unter Verwendung einer
0,01 cm Quarzkuvette aufgenommen.

Fiur die Saure-induzierte Entfaltung wurde die PLD2 (in 10 mM Na-Pipes) mit HCI
auf pH 2,0 eingestellt und far 30 min inkubiert. Die CD-Spektren wurden wie oben
beschrieben im Fern-UV Bereich (260 bis 180 nm) unter Verwendung einer 0,01 cm
Quarzkuvette aufgenommen.

Die PLD2 wurde in 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5, bzw. in Gegenwart von 2,8
bis 3,0 M GdnHCI fiir die thermische Entfaltung eingesetzt. Die Entfaltung wurde
bei 220 nm unter Verwendung einer 0,1 cm Quarzkiivette mit einer Heizrate von
1 K'min~—! von 20 bis 70 °C verfolgt. Auflerdem wurden Fern-UV-CD-Spektren (250
bis 180 nm) wie oben beschrieben bei 60 °C aufgenommen.

In Gegenwart von 40 mM CaCly, 100 mM CaCl,, 300 mM NaCl oder 100 mM MgCl,
wurde die PLD2 in 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5, fir 30 min inkubiert. Die CD-

Spektren wurden im Nah- und Fern-UV Bereich wie oben beschrieben aufgenommen.

Messung der Ca?*-Bindung

Fiir die Messung der Bindung der Ca?*-lonen wurde das Signal der PLD2 bei 280 nm
in 50 mM Na-Acetat, pH 5,5, tiber 5 min gemessen. Anschlieend wurde schrittweise
CaCl; zugegeben und wiederum das Signal bei 280 nm fiir 5 min gemessen. Der

Verdiinnungsfaktor durch die Ca?*-Zugabe wurde berticksichtigt.

3.4.3 Fluoreszenzspektroskopie

Die Messungen wurden an einem FluoroMax-2® bzw. FluoroMax-3® mit Peltierele-
ment (Horiba Jobin Yvon, Munchen) unter Verwendung von 1 cm x 4 mm Fluores-

zenzkuvetten (teilweise rithrbar, Hellma, Mullheim) durchgeftihrt.

Fluoreszenzspektren

Fur die Aufnahme von Fluoreszenzspektren wurde als Anregungs- und Emissions-
spalt jeweils 5 nm und als Schrittweite 1 nm bei einer Integrationszeit von 1 s ge-
wahlt. Die Anregung erfolgte bei 278 nm (Tryptophan und Tyrosin) bzw. 295 nm
(selektiv Tryptophan). Zu jeder Probe wurde ein Pufferspektrum aufgenommen und

zur Korrektur von dem Probenspektrum abgezogen.
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Fuar die Aufnahme von Fluoreszenzspektren bei verschiedenen pH-Werten wurden die
unter Punkt [3.3.7.2| beschriebenen Puffer verwendet, die PLD2 (0,1 uM) fir 14 h bei

Raumtemperatur inkubiert und die Emissionsspektren aufgezeichnet.

Aufnahme chemisch-induzierter Ubergangskurven

Zur Messung von chemisch-induzierten Ubergangskurven wurde die PLD2 (6,25 bis
25 ug-ml~!) in GdAnHCI (0 bis 6 M) bzw. Harnstoff (0 bis 10 M) und den entspre-
chenden Pufferbedingungen bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Messung der Fluo-
reszenzspektren wurde die genaue Denaturanskonzentration refraktometrisch nach
Gleichung bzw. (8/[200] bestimmt. AN entspricht der Differenz des Brechungsindex

mit und ohne Denaturans.

[GAnHCI] (M) = 57,147 - (AN) 4 38,68 - (AN)? — 91,6 - (AN)? (7)

[Harnstoff] (M) = 117,66 - (AN) 4 29,753 - (AN)? + 185,56 - (AN)? (8)

Fir die Bestimmung der Denaturans-induzierten Ubergangskurven wurde die Ver-
schiebung des Wellenlangenmaximums aufgetragen und der betreffende Konzentrati-
onsbereich nach einem Zweizustandsmodell [188] unter Verwendung von Gleichung@]
[68] mittels nicht-linearer Regression angepasst. Die Fraktion des nativen Proteins

(f~) wurde nach Gleichung[10| berechnet.

m- (Pl ~(D)
_ (yn+mn - [D]) + (ya+ma-[D]) - e” RT
y= m(P]y - (D) 9)

l+e™ 7 RrRT

Y — (ya +mq - [D])
(Yn + M - [D]) = (Ya + ma - [D])

N = (10)

Y Signal des Proteins (Wellenlangenmaximum)

Yn> Yd Signal des nativen bzw. denaturierten Zustands des Proteins
in Abwesenheit von Denaturans

My, My Anstieg des Signals des nativen bzw. denaturierten Zustands
des Proteins in Abhangigkeit von der Denaturanskonzentration

Denaturanskonzentration )
Denaturanskonzentration im Ubergangsmittelpunkt

Anstieg der freien Enthalpie in Abhangigkeit von der
Denaturanskonzentration (Kooperativitat)

Allgemeine Gaskonstante
Temperatur (K)

=

Nx TS

Acrylamid-Quenchen

Die Losungsmittelzuganglichkeit der Tryptophanreste wurde mittels Acrylamid-Quen-
chen untersucht. Dabei wurde die PLD2 (0,5 nM) mit den entsprechenden Zusatzen
in 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5, bei 20 °C inkubiert (jeweils die fiir die jewei-

lige Denaturanskonzentration entsprechende Zeit, 5 x 7, Relaxationszeit T = %). In
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einer 1 cm x 1 cm Kiivette (mit Sternriithrer) wurden 2 ml Enzymlésung eingesetzt,
ein Emmisionsspektrum bei einer Anregung von 295 nm aufgenommen, und dann
schrittweise Acrylamid (5,82 M Stammldsung) zugegeben und wiederum ein Spek-
trum aufgenommen. Bei der Auswertung wurde der Verdiinnungsfaktor durch das
Acrylamid berticksichtigt. Die Daten wurden nach Gleichung|11] (Stern-Volmer-Auf-
tragung [57]) und Gleichung[12] (Auftragung nach Lehrer [124]) angepasst.

% = (1+ Kgy - [Acrylamid)) - ¢¥Acrylamid] (11)
Fo _ L .1 (12)

Fo—F  f-Kgs-[Acrylamid] — f

Fy Ausgangsfluoreszenz

F Fluoreszenz bei entsprechender Acrylamid-Konzentration

Kgy Stern-Volmer-Konstante (dynamisch)

\% statische Quench-Konstante

Kefr effektive Quench-Konstante

[Acrylamid) Acrylamidkonzentration

f Tryptophananteil, der dem Quencher bei niedrigen

Konzentrationen zuganglich wird

Kinetische Messungen

Fir kinetische Messungen der chemisch- oder thermisch-induzierten Entfaltung wur-
de mit einer Anregung bei 278 nm die Emission bei 335 und 355 nm detektiert. Die
Spaltbreite far die Anregung war 1 nm, fiir die Emission 10 nm. Die Integrationszeit
lag bei 0,05 bis 1 s. Zusatzlich wurde die automatische Spektrenaufnahme (batch-
scan) der Datamax-Software genutzt, wobei die Spaltbreiten wie oben stehend veran-
dert wurden. Die Emission wurde von 320 bis 370 nm aufgezeichnet und die Verzo-
gerungszeiten der Spektren variiert.

Zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten wurden die Daten entsprechend
der Anzahl der auftretenden Phasen nach einer einfach- bzw. doppelt-exponentiellen
Gleichung angepasst, wobei S das Signal, A und B die jeweiligen Amplituden der
Faltungsreaktion, C' der Endpunkt und k bzw. k; und k; die Geschwindigkeitskon-

stanten darstellen.

S=A-eM4C  bzw. S=A.eFtip.e Rt (13)

Thermische Entfaltung

Fir thermisch-induzierte Ubergangskurven wurde die Entfaltung der Probe mittels
einer Kinetik oder eines batch-scan verfolgt. Die Heizrate (1 — 1,2 K-min—!) und die
Aquilibrierungszeit (0 bis 30 s) wurden variiert. Fiir die Auswertung wurde das Wel-
lenlangenmaximum bzw. die sich proportional verhaltende Differenz der Fluoreszenz-

emissionen bei 335 nm (natives Protein) und 355 nm (denaturiertes Protein) gegen
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die Temperatur aufgetragen. Die Auswertung erfolgte durch nicht-lineare Regressi-
on nach der fiir das reversible Zweizustandsmodell gultigen Gleichung[14] [220] und
wurde ausschlielich zur Bestimmung der Temperatur im Ubergangsmittelpunkt ge-

nutzt.

( T) + T) - e mF "

y + My - _|_ y _|_ MM, - e RT Tm

Yy = " " uAHm _;"Lme (14)
1+e BT ~Tm

Y Signal des Proteins (Emissionsmaximum bzw. Fluoreszenzdifferenz)
Yn +my - T Anstieg des Signal des nativen Zustands des Proteins
in Abhangigkeit von der Temperatur
Yu + My - T Anstieg des Signal des denaturierten Zustands des Proteins
in Abhangigkeit von der Temperatur
T Temperatur (K)
T Temperatur im Ubergangsmittelpunkt
AH,, Enthalpie bei T,
R Gaskonstante

3.4.4 Stopped-flow Fluoreszenzspektroskopie

Die stopped-flow Fluoreszenzspektroskopie wurde unter Verwendung eines BioSe-
quential DX.17 MV stopped-flow Spektrometers (Applied Photophysics, Leatherhead,
GB) bei 20 °C durchgeftihrt. Die Integrationszeit betrug 370 pus und die Spaltbreite
5 nm. Die Anregung erfolgte bei 278 nm. Das Probenvolumen betrug 150 ul. Die Mes-
sungen wurden mit freundlicher Unterstiitzung durch PD Dr. R. Golbik (MLU, Halle)
durchgefiihrt.

Zur Verfolgung von Entfaltungsreaktionen von PLD2 wurde die Verschiebung und
Abnahme der Fluoreszenzemission unter Verwendung eines 305 nm cut-off Filters
detektiert. In einem typischen Experiment wurden 2 bis 4 Einzelexperimente gemit-
telt. Das Probenvolumen betrug 150 ul, die Endkonzentration der PLD2 25 png-ml—!,
wobei ein Volumen Protein mit 10 Volumen Puffer (1,98 — 5,5 M GdnHCI in 50 mM
Na-Acetat-Puffer, pH 5,5) gemischt wurden.

PLD2 (340 pg-ml—!) wurde zur vollstindigen Entfaltung fiir 14 h in Gegenwart von
4 M GdnHCI in 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5, bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Ruckfaltung wurde durch Mischen von einem Volumen Protein mit 10 Volumen Puffer
(0 - 2,94 M GdnHCI, 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5) induziert.

Zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante der Ruckfaltung des ersten Ent-
faltungsschritts wurden Doppelsprungexperimente durchgeftihrt. Dabei wurde die
Entfaltung von PLD2 durch Mischen eines Volumens PLD2-Lésung (0,7 mg-ml~! in
10 mM Na-Pipes, pH 7,0) mit einem Volumen 2 M GdnHCI in 50 Na-Acetat, pH 5,5,
induziert. Nach bestimmten Zeiten (100 bzw. 200 s) wurde die Faltung durch Mischen
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eines Volumens dieser Losung mit 10 Volumen Puffer (0 - 110 mM GdnHCI, 50 mM
Na-Acetat-Puffer, pH 5,5) gestartet.

Zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten wurden die Daten entsprechend
der Anzahl der auftretenden Phasen nach einer einfach- bzw. doppelt-exponentiellen

Gleichung[13| angepasst.

3.4.5 Rontgenkleinwinkelstreuung

Zur Formabschatzung des PLD2-Molekuls wurden Réntgenkleinwinkelstreuexperi-
mente mit Synchrotronstrahlung durchgefiihrt. Die Messungen wurden am Messplatz
X33 des EMBL (Aufenstelle Hamburg) im HASYLAB am DESY bei einer Wellenlange
von 1,5 A, einer Kameralange von 2 m und 12 °C realisiert. Es wurde eine image
plate als Detektor (Marresearch, Norderstedt) verwendet. Das Protein wurde mit ei-
ner Konzentration von 2 bis 4,7 mg-ml~! in 10 mM Na-Pipes, pH 7,0, vermessen.
Die Kalibrierung der Streuvektorachse (s) erfolgte mit Kollagen aus Truthahnsehne
(d = 65 mm) bzw. Tripalmitat (d = 4,05 mm). Fir die Auswertung wurden die in
Tab.[3.2|beschriebenen Programme verwendet.

Die Durchfiihrung und Auswertung der Messungen uUbernahm freundlicherweise
PD Dr. S. Koénig (MLU, Halle).

Tabelle 3.2: Verwendete Programme zur Auswertung der Rontgenkleinwinkelstreuungsdaten.

Unter http://www.embl-hamburg.de/Externallnfo/Research /Sax /software.html sind die verwendeten Programme
frei zugénglich..

PRIMUS  Subtraktion des Detektorrauschens und der Pufferstreuung,
Prozessierung der Primérdaten [115]

GNOM Berechnung der Streuparameter 1(0) und Rg [217]

DAMMIN  ab initio Formabschétzung [218]
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Strukturbestimmung der PLD2

Funktionsweise und Eigenschaften pflanzlicher PLD kénnten durch die Kenntnis der
Raumstruktur der PLD2 besser verstanden werden. Die Proteinstruktur kann durch
Rontgenstrukturanalyse oder NMR-Spektroskopie bestimmt werden. Die Strukturauf-
klarung mittels NMR wére trotz des hohen Molekulargewichts moglich [242], scheitert
aber an der benétigten hohen Probenkonzentration (méglichst 1 mM, 92 mg-ml—1).
Mittels Rontgenstrukturanalyse kann unter Verwendung von hochgeordneten Pro-
teinkristallen sogar der molekulare Aufbau von grofieren Proteinkomplexen ermit-
telt werden [16]. Aussagen Uber die duflere Proteinform und den Oligomerisierungs-
grad sind mittels Rontgenkleinwinkelstreuung méglich [114, [219], wobei auch hierfiir
hochkonzentrierte Proteinlésungen notwendig sind. Da sowohl fiir die Proteinkristal-
lisation als auch fir die Rontgenkleinwinkelstreuung die Reinheit und Homogenitat
der verwendeten Proteinprobe essenziell ist, wird zuerst die PLD2-Praparation be-

schrieben.

4.1.1 Herstellung der PLD2

Die Expression [190] und Reinigung [2], [122], 190] der PLD2 erfolgte wie unter [3.3.]]
beschrieben. Im ersten Reinigungsschritt erfolgt die Anreicherung der PLD2 aus dem
Rohextrakt mittels Ca?*-vermittelter HIC an Octyl-Sepharose. Fiir die darauffolgen-
de Anionenaustauschchromatographie wurde das Saulenmaterial gewechselt (Sour-
ce@Q™15S anstatt Mono@Q™ wie in [2] beschrieben). Ein typisches Chromatogramm

der Reinigung ist in Abb.[4.TA dargestellt. Die PLD2 konnte bis zur Homogenitat ge-
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Abbildung 4.1: Reinigung der PLD2.
A: Elutionsprofil der Reinigung der PLD2 an einer SourceQ™-S&ule (3.3.1). Der NaCl-Gradient ist blau dargestellt.
B: SDS-PAGE (Silberfarbung) der gereinigten PLD2.
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reinigt werden (Abb.[4.1]B), wobei pro Liter Bakterienkultur 3,5 bis 5,0 mg gereinig-
te PLD2 mit einer spezifischen Aktivitit von 10,2 bis 14,7 U-mg ! gegeniiber dem
Substrat PpNp erhalten wurde. Dieser Wert stimmt gut mit den in der Literatur
angegebenen Ausbeuten und spezifischen Aktivititen fiir rekombinante PLD2 aus
WeifSkohl tiberein (10 bis 12,5 U-mg~! (Substrat PpNp); 2,8 mg pro Liter Kulturmedi-
um) [190, [193]. Eine alternative Expressions- und Reinigungsstrategie unter Verwen-
dung eines anderen Expressionsvektors (pET28B), Induktion mit IPTG und veran-
derter Reihenfolge der Reinigungsschritte fithrt zu dhnlichen spezifischen Aktivitaten
(13,5 U-mg~!, Substrat PpNp), allerdings mit sehr geringen Ausbeuten (110 ug pro
Liter Kulturmedium) [128§].

4.1.2 Rontgenkleinwinkelstreuung

Die PLD2 konnte mit Hilfe der Rontgenkleinwinkelstreuung unter physiologischen
Bedingungen untersucht werden. Fiir diese Messungen ist im Gegensatz zur Ront-
genkristallstrukturanalyse kein hochgeordneter Kristall sondern lediglich eine Kon-
zentrierung des Proteins auf 5 mg-ml~! notwendig. Die Streuintensitét I der Probe in
Abhangigkeit vom Streuvektor s ermoglichte die Berechnung eines niedrigauflésenden
dreidimensionalen Modells der PLD2. Die Messungen wurden wie in beschrie-
ben durchgefiihrt und ausgewertet. In Abb.[4.2]A sind Beispiele fiir experimentell er-
haltene Streudaten der PLD2 sowie die mit dem Programm GNOM [217] angepassten
Streukurven dargestellt. Die ermittelten Parameter sind in Tab.[4.I|zusammengefasst.
Die Streuparameter % (auf den Streuwinkel O extrapolierte Streuintensitat, be-
zogen auf die Proteinkonzentration) und Ry (Gyrationsradius (Streumassenradius);
2,870 + 0,015 nm) verandern sich im untersuchten Konzentrationsbereich nur we-
nig. Die ermittelten molekularen Massen (95 bis 99 kDa) stimmen sehr gut mit dem

anhand der Aminosauresequenz berechneten Wert von 91,942 kDa uiberein, so dass

mit diesen Messungen gezeigt werden konnte, dass die PLD2 unter diesen Bedingun-

Tabelle 4.1: Aus den Messdaten ermittelte Streuparameter der PLD2.
Die Berechnung erfolgte mit den Programm GNOM. Die Proteinkonzentration wurde spektroskopisch bestimmt.
Die molekulare Masse wurde unter Verwendung von BSA als Standard berechnet.

|PLD2) o) Re 1(0) M
(mg-ml~1) (nm) |PLD2| (kDa)
4,70 82745 + 83 2,930 £ 0,004 17610 98
4,70 83430 £ 98 2,910 £ 0,004 17750 99
4,30 75890 + 76 2,850 £ 0,003 17650 99
2,15 36595 + 97 2,840 £+ 0,009 17020 95
2,00 34470 £ 107 2,830 £+ 0,010 17240 96
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Abbildung 4.2: Streukurven und Abstandsverteilungsfunktion der PLD2.

A: Experimentelle Streudaten (o) und die vom Programm GNOM angepassten Streukurven (—) bei einer PLD2-
Konzentration von 4,3 (griin) bzw. 4,7 mg-ml~' (blau und schwarz). Zur besseren Darstellung sind die unter-
schiedlichen Datensétze um x nach oben verschoben abgebildet. B: Aus den Streukurven erhaltene Abstandsver-
teilungsfunktionen (relative Population P,.; in Abhéngigkeit vom Radius r).

gen monomer vorliegt. Ein minimaler Anteil an Aggregaten wird bei den Abstandsver -
teilungsfunktionen durch die Schulter bei groferem Radius deutlich (Abb.[4.2B). Die
maximale Ausdehnung des Molektils betragt somit etwa 8 nm.

Durch Uberlagerung von 10 mit dem Programm DAMMIN berechneten Modellen
entstand ein Strukturmodell der PLD2 (Abb.[4.3). Allen 10 Modellen ist eine langliche
Form gemein, die basal und apikal lockerer strukturiert scheint. Der besonders in-
teressante deckeldhnliche Bereich war nicht in allen Modellen sichtbar, kénnte aber
auf die Lage der C2-Domaéane hinweisen. Anhand der Formabschatzung ergibt sich ein
Porod-Volumen (Volumen eines hydratisierten gelésten Partikels in einer homogenen
Losung, abhéngig von I(0) und Q (Porod-Variable) [171]) von 126,7 + 3,5 nm?®. Geht
man jedoch von einem partiellen spezifischen Volumen eines Proteins von 0,73 ml-g—*
aus [88], so hat ein PLD2-Molekiil ein Volumen von 111,45 nm?, die separate C2-
Domane (vgl. ein Volumen von 20,68 nm? und das Volumen des verbleibenden
Proteinteils (A154 bis T812) betragt 90,79 nm?. Das Volumen des deckelihnlichen
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D E F

Abbildung 4.3: Formabschétzung der PLD2.

Dargestellt ist ein Strukturmodell der PLD2 (jeweils um 90° gedreht (A, B, C, D) bzw. von oben (E) und
unten (F)), welches aus 10 mit dem Programm DAMMIN ab initio berechneten Modellen iiberlagert wurde. Die
Abbildung wurde mit dem Programm PyMOL erstellt [47].

Bereichs ist zu klein, um mindestens 16 % des Molekiils auszumachen, und kann
somit nicht der separaten C2-Domdane zugeordnet werden. Der locker strukturierte
Bereich am basalen Ende des Modells kénnte der C2-Doméane entsprechen, welche
somit stark mit dem Restmolekiil in Wechselwirkung tritt. Die Auflésung ist nicht
ausreichend, um die Grenzen weiterer Doménen zu erkennen.

Bei dem deckeldhnlichen Bereich kénnte sich um den C-terminalen Abschnitt des
Proteins handeln. Vergleicht man die Position des zweiten HKD-Motivs in der Pri-
marstruktur der PLD2 mit der der S. species PLD (Abb. und geht man von ei-
ner dhnlichen Faltung der beiden die HKD-Motive enthaltenden Doménen aus, so
wird ersichtlich, dass der C-terminal liegende Bereich der PLD2 wesentlich langer ist.
Innerhalb dieses langeren C-Terminus wird entsprechend dem Strukturmodell eine
weitere separat liegende C-terminale Doméane angenommen, die fiir die Aktivitat des
Enzyms wichtig zu sein scheint, da eine Verkurzung der Sequenz zu einem vollstan-
digen Aktivitatsverlust fuhrt [128]. Die Aktivitat von Austauschmutanten (Austausch
des C-terminalen Aminosaurerests) ist fiir alle aktiv erhaltenen Proteine in der glei-
chen Grofienordung [128], was gegen einen direkten Einfluss auf die Katalyse spricht.
Vielmehr scheint die Faltung der Doméane bzw. der gesamten PLD2 beeinflusst.

Es ist jedoch auch méglich, dass es sich bei dem deckelartigen Bereich um eine se-
parate Doméane handelt, die weder am C- noch am N-Terminus des Proteins liegt.
Denkbar ware hier die von Zheng et al. beschriebene phosphatidylinositolbin-

dende Domaéane.
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Betrachtet man die von einer Kugel ausgehenden Streuparameter, so ergibt sich aus
dem Gyrationsradius ein Volumen von 99 nm3. Ausgehend von der Abstandsvertei-
lung (Radius 4 nm) betragt das Volumen 268 nm?® und liegt damit deutlich hoher
als das berechnete theoretische Proteinvolumen (111,45 nm?®). Da auch das Porod-

Volumen grofer ist, deutet dies auf lockere Strukturbereiche innerhalb der PLD2 hin.

4.1.3 Versuche zur Kristallisation der PLD2

Mit der Gewinnung hochreiner PLD2 in ausreichenden Mengen eroffnete sich die Mog-
lichkeit, dieses Protein zu kristallisieren. Deshalb wurden in einem ersten Versuch mit
Hilfe der Factorial Solutions nach den Basisbedingungen gesucht. Dabei zeig-
te sich, dass eine eingesetzte Proteinkonzentration von 8 mg-ml—! ausreichend ist, da
nach dem Ansetzen noch tiber 80 % der Tropfen, aber nach 2 Wochen jedoch lediglich
5 % der Tropfen klar waren. Die langsame Aggregation bei 75 % der Versuche fiihrte
auch zu Mischungen von Aggregaten und Mikrokristallen (Abb.[4.4). Zweiwertige Io-
nen (Ca’t, Mg?*, Zn?*), pH-Werte unter 5,0 bzw. tiber 9,0 und Isopropanol fithrten
zu starker und schneller Prazipitation. Prazipitationshemmend wirkten sich geringe
Konzentrationen verschiedener Salze (unterhalb von 0,3 M) und nichtionische Ad-
ditive (2-Methyl-2,4-pentandiol (MPD) und PEG bis 30 % (w/v)) aus. Im Gegensatz
dazu fuhrten Konzentrationen von 30 % PEG und 0,2 M Salz zu einem Gleichgewicht
zwischen Préazipitation und Mikrokristallbildung. Bei der Verwendung von (NH,4)2SO4
und Na-Citrat in hohen Konzentrationen (>1,2 M) konnten bei 9 von 10 Ansatzen
Mikrokristalle beobachtet werden (Abb.[4.4/C und D).

Diese ersten Ergebnisse wurden in weiteren Versuchen bestétigt. Fiir die Bildung von
Mikrokristallen scheint (NH4)2SO4, unabhéngig vom pH-Wert, sehr glinstig zu sein.
Die Kristallisation der PLD aus Streptomyces species (Stamm PMF) gelang in 0,2 M
NH4-Acetat, 30 % PEG 4000, 0,1 M Citrat/Phosphat, pH 5,4, bzw. 0,2 M (NHy)2SOy,

~ 1 D

K -

Abbildung 4.4: Exemplarische Ergebnisse der ersten Kristallisierungsversuche der PLD2 mit Hilfe der
Factorial Solutions (3.3.9).

Die Aufnahmen wurden nach 4 Wochen Inkubation bei 22 °C gemacht. Die Mehrzahl der Tropfen zeigte Aggre-
gation (A), etwa 5 % blieben klar (B). In einigen Ansétzen waren Mikrokristalle (C) erkennbar. Insert D stellt
den in C markierten Bereich vergrofiert dar.
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30 % (w/v) PEG 4000, 0,1 M Na-Acetat, pH 5,4, bei einer Proteinkonzentration von
12 mg~ml_1 [125]. In die Kristalle wurde das Schwermetall-Derivat Natriumwolfra-
mat eingefligt, und die erste PLD-Struktur mittels Rontgenstrukturanalyse bestimmt
[127]. Die Kristallisation der Augenbohnen-PLD in 1,6 - 1,7 M (NH,4)2SO4, 0,5 M NaCl,
0,1 M Imidazol, pH 8,5, bei einer Proteinkonzentration von 4,2 mg-ml~! ist die einzige
weitere Publikation auf diesem Gebiet [1]. Es zeigt sich, dass die bisher giunstigsten
Bedingungen zur Kristallisation der PLD2 den bisher publizierten sehr stark dhneln.
Der erfolgreichen Kristallisation der Augenbohnen-PLD im Jahr 2000 folgte aber bis
heute keine Kristallstruktur, da wahrscheinlich keine Kristalle mit Schwermetallderi-
vaten gewonnen werden konnten.

Bei den folgenden Experimenten (Tab.[4.2) wurde durch Variation des pH-Wertes, der
Pufferzusammensetzung sowie der (NH4)2SO4— und PLD2-Konzentration versucht, Mi-
krokristalle ohne Aggregate zu erhalten bzw. zu vergrof3ern. Die erhaltenen Ergebnis-
se waren nicht zufriedenstellend, da keine gréfieren Kristalle sowie weiterhin auch
Aggregate erhalten wurden. Um ein breiteres Spektrum an Bedingungen testen zu
kénnen, wurden mit dem Programm Crystool 4.1| [194] 96 verschiedene Ldosungen
generiert, bei denen (NH4)2SO, mit anderen Prazipitanzien variiert wurde (Tab..
Augperdem wurde der Einfluss von Calciumionen untersucht. Die Verwendung ver-
schiedener Proteinkonzentrationen zeigte, dass bei 3,3 mg-ml~! PLD2 fast keine Pra-
zipitate auftraten (Abb.). Bei 5,5 mg-ml~! PLD2 und (NH4)>SO,-Konzentrationen
zwischen 1,7 und 2,1 M entstanden schnell grof3e Aggregate, die ihrer Umgebung Mi-
kroaggregate entzogen (Hofbildung, Pfeil Abb.). Bei 7,7 mg-ml~! PLD2 war in der
Mehrzahl der Ansatze schnell sehr starke Prazipitation zu beobachten (Abb.).
Calciumionen fihrten ebenfalls zu starker Prazipitation. Die Verwendung von PEG
Tabelle 4.2: Zusammenstellung der variierten Parameter fiir die weiteren Kristallisationsversuche.

Die Zusammensetzung der einzelnen Lésungen wurde rational kombiniert oder mit dem Programm Crystool 4.1
zuféllig berechnet.

Parameter Variation
Puffer (je 0,1 M) Na-Acetat, Na-Citrat, Na-Pipes, Na-Hepes, Na-Mes,
Tris/HCI, Tris/Maleat, Na-Imidazol, Imidazol/Maleat

pH-Wert 4.5 bis 9,0 (schrittweise 0,2 bis 0,5)

Salze als Prézipitant (0,5 bis 3 M) (NH4)2SO4, (NHy)-Acetat, LiaSO4, NaCl

nicht ionische Prézipitanzien MPD, PEG 400, PEG 4000, PEG 6000, PEG 10000
(10 bis 60 %)

Salze als Zusétze (<0,5 M) CaCly, Ca-Acetat, (NH4)2SO4

weitere Additive (<10%) Glycerol

PLD2-Konzentration 3,3 bis 8 mg-ml~!

Temperatur 15 °C, 22 °C
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Abbildung 4.5: Ergebnis weiterer Kristallisierversuche der PLD2.

Die Aufnahmen wurden nach 12 Tagen Inkubation bei 15 °C gemacht. Die Tropfen wurden aus jeweils einem
Teil Puffer (2,01 M (NH4)2SO4, 0,1 M Tris/Maleat, pH 6,0) und einem Teil PLD2-Losung (Proteinkonzentration:
A-33mgml ™, B-55mgml ! bzw. C- 7,7 mg-ml™') gebildet. Der Pfeil zeigt die Hofbildung um ein groReres
Aggregat.

oder MPD als Prazipitanzien erwies sich als weniger giinstig, da entweder keine oder
starke Prazipitate entstanden.

Die bisherigen Experimente zeigen, dass eine Kristallisation moglich sein sollte. Vor
weiteren random screens kénnte die Durchfiithrung eines grid screen zur Bestimmung
der Konzentrationsbereiche fur Prazipitanzien und PLD2 sowie giunstiger Puffer und
pH-Werte sinnvoll sein [18, [19]. Auferdem sollten insbesondere andere Salze in Ver-
bindung mit (NH4)>SO, in Analogie zur Kristallisation der Augenbohnen-PLD [1] ge-

testet werden.
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4.2 Herstellung und Charakterisierung von Enzymfragmenten der PLD2
4.2.1 Auswahl der Fragmente

Die Ergebnisse der vorangegangenen Diplomarbeit indizierten die Existenz von In-
termediaten bei der Entfaltung der PLD2, woraufhin eine getrennte Entfaltung der
einzelnen Doméanen des Proteins vermutet wurde [91]. Um die verschiedenen Ent-
faltungstibergange der einzelnen Doméanen der PLD2 zu analysieren, ist es denkbar,
dass Protein in seine Doméanen zu zerlegen und deren Entfaltung separat zu unter-
suchen. So kénnen mit der separaten Entfaltung einzelner Fragmente bzw. Doméanen
des Proteins deren Einfluss auf die Stabilitat untersucht und die komplexen Entfal-
tungsvorgange aufgeschliisselt werden.

Fur die Gewinnung einzelner Fragmente sind zwei Moglichkeiten denkbar. Auf der
einen Seite kann das Protein einer enzymatischen Spaltung durch Proteasen oder
einer chemischen Spaltung z.B. durch BrCN unterzogen werden. Die entstehenden
Fragmente miissen anschlieffend identifiziert und angereichert werden. Diese Metho-
de ist far die Identifizierung einzelner Doméanen sehr gut geeignet und bei der Unter-
suchung nicht rekombinant gewonnener Proteine sehr erfolgreich [93, 224]. Durch
rekombinante Expression besteht jedoch die alternative Moglichkeit, einzelne Enzym-
teile separat zu exprimieren, ohne den Umweg tiber die vorherige Gesamtproteinher-
stellung, Fragmentidentifikation und -reinigung zu gehen [105]. Mit dieser Methode
koénnen mittels limitierter Proteolyse identifizierte oder rational entworfene Fragmente
untersucht werden.

Die Untersuchung der Primarstruktur der PLD2 mittels Blastp| ergab das Vorhan-
densein einer C2-Doméane sowie zweier weiterer Domanen, welche jeweils ein HKD-
Motiv enthalten. Die N-terminal gelegene C2-Domaéne ist in der Literatur als eigen-
standig faltende Proteindoméne beschrieben [43] und sollte daher im Rahmen der
vorliegenden Arbeit separat hergestellt werden. Da beide HKD-Motive ein aktives Zen-
trum bilden [127], sollte zudem dieser Teil ohne die N-terminale C2-Doméane gewon-
nen werden.

Erste Studien mittels limitierter Proteolyse von rekombinanter PLD2 aus Weif3kohl
zeigten, dass das Protein bereits im nativen Zustand sehr schnell und vollstdndig von
verschiedenen Proteasen abgebaut wird (Trypsin, Chymotrypsin) [247]. In Gegenwart
von Thermolysin konnten bei 20- bis 40fachem Uberschuss der PLD2 transient Frag-
mente erhalten (Abb., die primaren Schnittstellen identifiziert und der Priméar-
struktur zugeordnet werden [247]. Sie liegen innerhalb der vermutlichen C2-Doméane

(Position 40-41) bzw. inmitten der ersten wahrscheinlich fiir die Aktivitat verantwort-
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lichen Doméne (Pos. 323-324), 10 Aminosaurereste vor dem ersten HKD-Motiv (vgl.
Abb.[2.7). Aminosidureaustausche an der zweiten Schnittstelle fithrten zu weiter N-
terminal gelegenen Primarschnittstellen (Pos. 287-288 und 319-320). Auferdem wur-
de eine Schnittstelle am C-Terminus identifiziert (Pos. 798-799) [247]. Daraus wurde
geschlussfolgert, dass es sich jeweils um flexible Loopregionen handelt. Die aus dem
Weikohl isolierte PLD war von den Proteasen Achromobacter Lysyl Endopeptidase
und Staphylcoccus aureus V 8 Protease an uiber die gesamte Priméarstruktur verteilten
unterschiedlichen Schnittstellen angreifbar, die ebenfalls besonders flexiblen Loopre-
gionen zugeordnet wurden [238].

Die Betrachtung der bisherigen Proteolysestudien an PLD fiihrte zu dem Schluss,
dass eine Praparation der einzelnen Doméanen mittels limitierter Proteolyse wahr-
scheinlich nicht moéglich ist. Zur Identifizierung der Doméanengrenzen wurde ein mul-
tiples Alignment der C2-Doméane der PLD2 im Vergleich mit C2-Doménen pflanzlicher
PLDa und anderer PLD-Typen und C2-Doméanen mit bereits bekannter Struktur an-
gefertigt (Abb.[4.6). Hierzu wurden die Proteinkinase Cé (Ratte), die humane cytoso-
lische Phospholipase A; und die Phospholipase Cé (Ratte) ausgewédhlt, da deren C2-
Domanen die gleiche Faltungstopologie (Topologie II, aufweisen [170].

In Anlehnung an Zheng et al. und deren Untersuchungen der A. thaliana PLD« [251]
wurde fur die C2-Doméane der WeifSkohl PLD2 der Aminosaurebereich G8 - E153 und
far den verbleibenden Proteinteil, im Folgenden als PLD2-Rumpfprotein bezeichnet,
der sich anschliefende Aminosaurebereich A154 - T812 ausgewahlt.

Fur PLDg aus A. thaliana [165] wurden ebenfalls Fragmentstudien durchgefiihrt, wo-
bei aber eine Sequenzidentitat von nur 43 % zwischen beiden Proteinen auf gréfiere
strukturelle Unterschiede weist. Das Protein besitzt ebenfalls eine N-terminale C2-Do-
mane (Pos. 18 bis 163). Diese wurde wie auch der verbleibende dem PLD2-Rumpfpro-
tein entsprechende Teil PLD3-cat (Pos. 158 bis 829) mittels N-terminaler GST-Fusion
16slich und in grofien Mengen exprimiert [252].

4.2.2 Auswahl und Herstellung der Expressionskonstrukte

Die Herstellung der PLD2-Fragmente sollte rekombinant in E. coli erfolgen. Da die
PLD2 l6slich in E. coli gewonnen werden konnte, aber die Riickfaltung aus inclusion
bodies erfolglos verlief, wurde die l6sliche Expression der PLD2-Fragmente bevorzugt.
Beide Fragmente wurden mittels PCR in den Vektor pET15b Kloniert, der eine indu-
zierbare Expression der Proteine mit N-terminalem Hisg-Tag ermoglicht.

Zur Herstellung der Expressionskonstrukte wurden ausgehend vom pldZpRSET5a-
Plasmid fiir beide Fragmente mittels PCR unter Verwendung der Primer PLD2C2 fw
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4 Ergebnisse und Diskussion

und PLD2C2 rv fur die C2-Domaéane (pld2C2Z2pET15b) bzw. PLD2CT fw und PLD2CT rv
fiir das PLD2-Rumpfenzym (pld2CTpET15b) die entsprechenden DNA-Abschnitte am-
plifiziert. Nach einer Zwischenklonierung in den pCR®4-TOPO-Vektor konnten die da-
bei eingeftihrten Restriktionsschnittstellen Ndel am 5°-Ende und BamHI am 3"-Ende
fir die Klonierung in pET15b verwendet werden (3.2). Wie bei allen weiteren Kon-
strukten wurde die Nukleotidsequenz durch DNA-Sequenzierung kontrolliert (3.2.10).
Nach Uberpriifung verschiedener Kultivierungs- und Expressionsbedingungen
schien eine 16sliche Expression mit dem Vektor pET15b nicht mdéglich. Deshalb wur-
den mit den in Tab.[4.3|aufgefiihrten Vektoren weitere Expressionsstrategien erprobt.
Die Verwendung eines schwacheren Promotors (T5-, tac-Promotor) bewirkt eine lang-
samere Proteinbiosynthese, welche eine Aggregation des Proteins deutlich verringern
sollte. Eine Sekretion des synthetisierten Proteins ins Periplasma durch ein entspre-
chendes Transitpeptid (pelB) kann Schutz vor zelluldren Proteasen bewirken, die ge-
ringe Mengen l6slichen Proteins abbauen kénnten. Durch N- bzw. C-terminale Fusi-
on mit anderen Proteinen (Intein, Glutathion-S-Transferase), die die Loslichkeit des
rekombinanten Proteins erh6hen, konnten bereits eine grofie Anzahl von eukaryonti-
schen Proteinen 16slich in E. coli exprimiert werden [203, [209]. Die Expression einer
l6slichen C2-Domaéane sollte auch mit Hilfe des Vektors pRSET5a moglich sein, der
die Expression des gesamten Proteins (PLD2) in 16slicher und aktiver Form gestat-
tet [190]. Dieses Konstrukt sollte nach Einfihrung eines Stopcodon im Anschluss
an die C2-Doméne genutzt werden. Abb.[4.7] zeigt die unterschiedlichen N- bzw.
C-terminalen Sequenzen der in Tab.[4.3] aufgefiihrten geplanten C2-Doméanen nach

Abspaltung der jeweiligen Fusionsproteine, Transitpeptide oder Tags.

Tabelle 4.3: Expressionskonstrukte fiir die separate Herstellung der C2-Doméne der PLD2.
Die angegebenen molekularen Massen entsprechen dem Zielprotein mit bzw. ohne (in Klammern) Fusionsteil.

Vektor Promotor  Fusion Reinigung M (kDa)

pET15b T7-lacUV5 N-terminaler Hisg-Tag Hisg-Tag 18,7 (16,8)

pQE30 TH N-terminaler Hisg-Tag* Hisg-Tag 17,9

pET22b  T7-lacUV5 N-terminaler pelB-leader — 18,7 (16,5)

pGEX-2T tac N-terminale GST aus Schistosoma GST-Tag 42,8 (16,6)
Japonicum

pTXBl1 T7-lac C-terminales Intein aus Mycobacte- Chitinbindungs- 44,3 (16,5)

rium xenopi und Chitinbindungsdo- doméne
méne aus Bacillus circulans
pTYB1 T7-lac C-terminales Intein aus Saccharo- Chitinbindungs- 74,0 (16,5)
myces cerevisiae und Chitinbin- doméne
dungsdomaéne aus B. circulans

pRSETb)a T7-lac Normaler N-Terminus der PLD2* — 17,2

* — Fusionsteil nicht abspaltbar
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4 Ergebnisse und Diskussion

Aminosaureposition 8 23 148 153

l Lol l
pET15b GSHMGTLHATIYEVDALHTG. . . VKLQYFAVE
pQE30 MRGSHHHHHHGSMGTLHATIYEVDALHTG. . . VKLQYFAVE
pET22b MGTLHATIYEVDALHTG. . . VKLQYFAVE
pGEX-2T GSMGTLHATIYEVDALHTG. . . VKLQYFAVE
pTXB1 MGTLHATIYEVDALHTG. . .VKLQYFAVE
pTYB1 MGTLHATIYEVDALHTG. . . VKLQYFAVE
PRSET5a MAQHLLHGTLHATIYEVDALHTG. . . VKLQYFAVE

Abbildung 4.7: Aminosduresequenz der rekombinanten Konstrukte zur Herstellung der C2-Doméne der
PLD2 nach Abspaltung der Fusionensproteine, Tags oder Transitpeptide.

Neben den fiir die C2-Doméne essenziellen Aminoséuren (blau) sind die N-terminal zusétzlichen Aminoséuren
schwarz dargestellt. Es ist davon auszugehen, dass bei den an zweiter Position liegenden Aminoséuren G (pTXB1,
pTYBI1) und A (pRSET5a) das N-terminale Methionin in E. coli abgespalten wurde [95].

Ausgehend vom dem Konstrukt pld2C2pET15b wurden 2 weitere Konstrukte durch
ortsgerichtete Mutagenese hergestellt (3.2.1). Dabei wurde die Ndel Schnittstelle am
5°-Ende in eine Ncol Schnittstelle bzw. die BamHI Schnittstelle am 3-Ende in ei-
ne Ecl136I1 Schnittstelle umgewandelt. Die Klonierung in den Expressionsvektor
pET22b(+) erfolgte tiber Ncol und BamHI. Fur die Klonierung in die Vektoren pTXB1
und pTYB1 wurde der Vektor mit Sapl geschnitten, die Enden mit DNA Polymera-
se I (Klenow Fragment) aufgefiillt und anschliefend mit Ndel geschnitten. Aus dem
am 3"-Ende modifizierten pld2C2pET15b Konstrukt wurde das entsprechende DNA-
Sttick mit Ndel und Ecl136II ausgeschnitten und nach dem Protokoll fur glatte En-
den ligiert (3.2.9). Die Vektoren pQE30 und pGEX-2T wurden mit BamHI geschnitten
und die Enden mit DNA Polymerase I (Klenow Fragment) aufgeftillt. Das Konstrukt
pld2C2pET15b wurde mit Ndel und BamHI geschnitten, die Enden mit DNA Poly-
merase | (Klenow Fragment) aufgefiillt und in beide Vektoren nach dem Protokoll fir
glatte Enden ligiert. Die sich ergebende zusatzliche Aminoséaure ist in Abb.[4.7] an-
gegeben. Das Einfligen eines Stopcodons im Anschluss an Glutamat in Position 153
erfolgte durch ortsgerichtete Mutagenese (3.2.1).

Die Klonierung des PLD2-Rumpfproteins in den Vektor pGEX-2T erfolgte analog unter
Verwendung des pld2CTpET15b Konstrukts. Nach Abspaltung des GST-Tags bzw. des
Hisg-Tags mittels Thrombin ergeben sich die in Abb.[4.8angegebenen Priméarstruktu-
ren. Die Klonierung in den Vektor pRSETb5a erfolgte nach Ausschneiden des pld2-
Gens aus dem pld2pRSET5a Konstrukt mit Ndel und BamHI sowie des PLD2-Rumpf-
protein-codierenen DNA-Abschnitts aus dem pld2CTpET15b Konstrukt mit den ge-

nannten Restriktionsendonukleasen und anschliefSender Ligation.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Aminosaureposition 154 169 804 812

l Lol l
pET15b GSHMADRNWNMGVKSAKFPG. . .DYLPPILTT
pGEX-2T GSMADRNWNMGVKSAKFPG. . .DYLPPILTT
pRSET5a MADRNWNMGVKSAKFPG. . .DYLPPILTT

Abbildung 4.8: Aminosduresequenz der rekombinanten Konstrukte zur Herstellung des PLD2-Rumpf-
proteins nach Abspaltung der Fusionsproteine bzw. Tags.

Die blau dargestellten Sequenzen entsprechen der PLD2; die scharz dargestellten Sequenzen verbleiben nach
Abspaltung. Das N-terminale Methionin des Konstruktes pld2CTpRSETb5a sollte bei der Expression in F. coli
aufgrund des nachfolgenden Alanins abgespalten werden.

4.2.3 Herstellung der Fragmente
4.2.3.1 Losliche Expression der PLD2-Fragmente

Die zunachst hergestellten Expressionskonstrukte in dem Vektor pET15b ermoglich-
ten die Herstellung grofler Mengen der gesuchten Proteinfragmente. Diese fielen je-
doch in Form von unléslichen inclusion bodies an, und miissten solubilisiert und re-
naturiert werden. Dabei ist nicht sicher, ob die native Faltung erreicht wird (4.2.3.3).
Die Entstehung von inclusion bodies ergibt sich als Konkurrenzreaktion zwischen Fal-
tung und Fehlfaltung mit nachfolgender Aggregation [110] (2.1.4). Eine verlangsamte
Proteinexpression und eine geringere Proteinkonzentration sollte die korrekte Faltung
beglinstigen. Daher wurden unterschiedliche Strategien genutzt, die durch Variation
der Kultivierungs- und Expressionsbedingungen die 16sliche Expression des rekom-
binanten Proteins verbessern sollten [117] (T ab.. Bei der Optimierung der Ex-
pression wurde festgestellt, dass die Zelldichte zum Induktionszeitpunkt sowie die
Verwendung verschiedener Vollmedien wenig Einfluss auf die Menge an unléslichem
Protein hat, und kein 16sliches Protein gebildet wird. Die Limitierung des Wachs-
tums von E. coli durch Temperatur- und pH-Wert-Senkung bzw. die Verwendung von
M9 Minimalmedium verlangsamt die Proteinbiosynthese, was jedoch nur zu einer Ver-
ringerung der Ausbeute an unldslichem Protein fiihrte (Abb.[4.9). Eine schwéchere In-
Tabelle 4.4: Variation der Kultivierungs- und Expressionsbedingungen.

Die aufgefiihrten Bedingungen wurden an den in Tab[3.1] aufgefiihrten Expressionskonstrukten untersucht, um
16sliches Protein zu erhalten.

Parameter Variation

Medium LB, TB, 2xYT, M9 Medium, Zusatz von 1 % (w/v) Glucose
bzw. 2 % (v/v) Glycerol

ODggg bei Induktion 0,2 bis 2

Induktor IPTG (0,1 bis 1 mM), 1 % (w/v) Lactose

Induktionszeitraum 0 h (keine Induktion) bis 72 h

T nach Induktion 10 bis 37 °C

pH-Wert nach Induktion 5,0 bis 7,0 mit 1 M Phosphat-Puffer eingestellt

95



4 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 4.9: Expression der C2-Doméne un-

ter Verwendung des Vektors pET15b.
kDa 1 ,2__, 3 4 56 7 891011121314 Das Coomassie-gefarbte SDS-PAGE-Gel zeigt in
{ 1 Bahn 1 den Proteingréfenstandard 7 in Bahn 2
die Zellen vor Induktion und in den Bahnen 3 bis 14
Expressionsproben. Die Zellen wurden in M9 Medi-
+ um mit 2 % Glycerol angezogen und bei einer ODggo
von 0,6 mit 0,1 mM IPTG (Bahn 3 bis 8) bzw.
_ 1 % Laktose (Bahn 9 bis 14) bei 24 °C induziert. Die
Q’ b Proben wurden jeweils 3, 6 und 20 h nach Induktion
14,4] v ) ' : genommen. In Bahn 3 bis 5 bzw. 9 bis 11 ist 16sliches
’ Protein, in Bahn 6 bis 8 bzw. 12 bis 14 unl&sliches

Protein aufgetragen (3.3.2.2)). Pfeil: Zielprotein.

duktion des Promotors wurde durch Verringerung der Induktorkonzentration (nicht-
metabolisierbares IPTG bis 0,1 mM, metabolisierbare Laktose) erreicht, und bewirkte
ebenfalls geringere inclusion body Mengen. Auch die Zugabe anderer Kohlenhydrat-
quellen (Glucose, Glycerol), die die Verwertung anderer Kohlenstoffquellen (Glycerol)
oder die Expression vor Induktion hemmen (Glucose) [214], fihrte nur zu verringer-
ter Gesamtexpression. Die Induktion zelleigener Chaperone durch einen Hitzeschritt
(42 °C) vor Induktion, wie sie von Chen et al. [32] beschrieben wird, flihrte ebenfalls
nicht zu 16slichem Protein.

Zusammengefasst muss festgestellt werden, dass mit den verwendeten Methoden die
rekombinante Expression beider Fusionsproteine soweit zurtickgedrangt wurde, dass
gar keine Expression mehr detektiert werden konnte. Bei Verwendung von M9 Me-
dium in Kombination mit einer Temperatursenkung und moderater Induktion durch
Laktose konnte auch mittels Western-Blot (Anti-His Antikérper) kein rekombinantes
Protein mehr nachgewiesen werden.

Mit Hilfe der Vektoren pQE30 und pET22b(+) konnte ebenfalls keine Expression von
l6slichem Protein detektiert werden. Auch eine Sekretion 16slichen Proteins ins Pe-
riplasma durch Verwendung des Vektors pET22b(+) (Periplasmaaufschluss |3.3.2.2]
war nicht nachweisbar. Es waren jedoch zwei Proteinspezies in der unléslichen Frak-
tion vorhanden (nicht gezeigt), was auf eine teilweise Abspaltung des Transitpeptids
zuruickgeftihrt wurde. Das Anfiigen kurzer Tags am N-Terminus scheint somit keine
Moglichkeit fiir eine 16sliche Expression der C2-Doméne zu sein.

Der Vektor pRSETba ermdéglichte die Expression geringer Mengen l6slicher C2-Do-
mane, die im Rohextrakt mittels Western-Blot (Anti-PLD-Antikérper) nachgewiesen
werden konnte. Erste Reinigungsversuche analog zur PLD2 schlugen jedoch fehl. Das
PLD2-Rumpfenzym war nach Expression in diesem Vektor ebenfalls in sehr geringen
Mengen mittels Western-Blot (Anti-PLD-Antikérper) nachweisbar. Da die Reinigung
mittels HIC jedoch auch hier nicht gelang und im Rohextrakt keine Aktivitdt detek-
tierbar war, wurden die folgenden weiteren Expressionstrategien erprobt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Mit den Vektoren pTXB1 und pTYB1 konnten in der 16slichen Fraktion Induktions-
banden mit dem erwarteten Molekulargewicht fiir beide Konstrukte der C2-Domaéane
detektiert werden. Die anschliefSende Isolierung des Proteins durch selektive Bindung
des Fusionsproteins an eine Chitin-Matrix mit nachfolgender Abspaltung der C2-Do-
mane mittels Zusatz reduzierender Agenzien erwies sich aber als nicht erfolgreich. Es
erfolgte keine Bindung des jeweiligen Fusionsproteins an die Matrix.

Fur die Konstrukte im Vektor pGEX-2T konnten beide Fusionsproteine in der 16s-
lichen Fraktion nachgewiesen werden. Die Isolierung der Proteine durch Bindung
an Glutathion-Sepharose und kompetetive Elution mit GSH gelang. Es zeigte sich je-
doch, dass die deutlich starker induzierte Bande im 16slichen Gesamtprotein der nicht
fusionierten GST entsprach. Fur beide Konstrukte musste die Expression optimiert
werden, wobei wiederum die entsprechenden Kultivierungs- und Expressionsbedin-
gungen variiert wurden. Neben grofleren Mengen an Fusionsprotein wurde dabei be-
sonders auf die Verringerung von freier GST geachtet. Es konnte gezeigt werden, dass
bereits bei 20 °C der Anteil an 16slichem Protein deutlich geringer ist als bei 15 °C.
Aufierdem haben nahrstoffreichere Medien wie TB und 2xYT einen positiven Einfluss
auf die Proteinmenge. Das giinstigste Verhaltnis von Fusionsprotein zu freier GST
zeigte sich, wenn bei einer ODgyy von 1 (im Vergleich zu 0,5 und 2) mit 0,5 mM IPTG
(im Vergleich zu 0,1 mM) induziert wurde. Der Anteil an Abbauprodukten und freier
GST stieg bei langerer Expressiondauer deutlich an, so dass sich eine Induktionsdau-

er von 4 h (im Vergleich zu 20 h oder 28 h) als vorteilhaft erwies.

4.2.3.2 Reinigung der PLD2-Fragmente

Beide GST-Fusionsproteine konnten unter Verwendung von GSH-Sepharose angerei-
chert (Abb.}4.10) und mittels Western-Blot durch Anti-PLD- und Anti-GST-Antikérper
nachgewiesen werden (gekennzeichnete Banden in Abb.[4.10). Eine Lagerung der er-

haltenen Fusionsproteine war nur schwer méglich, da beide, besonders stark jedoch

1 2 a3 4
kDa ) Kba M
97 — -
66— 30— Abbildung 4.10: SDS-PAGE der gereinigten
43— GST-Fusionsproteine.
43_ Die Proben wurden nach einmaliger GSH-Sepharose-
ol 20,1 reinigung (Bahn 1 und 2, Coomassie-gefirbtes Gel)
30— bzw. nach zweimaliger Chromatographie (Bahn 3
30— 14,4 — und 4, Silber-gefirbtes Gel) aufgetragen. Die Fu-
sionsproteine sind mit einem Pfeil markiert (GST-
C2-Doméne: 42,8 kDa, GST-PLD2-Rumpfprotein:
20,1— = Il — 101,3 kDa).
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das GST-C2-Doméane-Fusionsprotein zu Aggregation neigten und insbesondere nach
Lagerung bei -20 °C préazipitierten.

Die Entfernung des GST-Tags durch die im linker befindliche Thrombinschnittstel-
le gelang (Abb.#.11) und die entstandenen Fragmente konnten durch Western-Blot
mit Anti-PLD-Antikérpern identifiziert werden. Wie Kontrollexperimente mit rekom-
binanter PLD2 zeigten, wird native PLD2 trotz einer Vielzahl moéglicher Thrombin-
Schnittstellen [103] von Thrombin nicht gespalten. Die PLD2-Aktivitat sowie
die Gelbande sind nach 24 h Inkubation bei Raumtemperatur unverdandert. Fiir die
geringen Ausbeuten beider PLD2-Fragmente wird der Abbau nicht nativer Strukturen
vermutet. Auferdem zeigten die PLD2-Fragmente eine hohe Tendenz zu Aggregation
und die zunehmende Prazipitation erschwerte weitere Experimente. Die nachfolgende
Trennung von GST und PLD2-Fragment erwies sich als sehr schwierig. Eine Separa-
tion mittels Anionenaustauschchromatographie (Q- und DEAE-Sepharose) war nicht
moglich, da die Proteine ein dhnliches Bindungsverhalten zeigten. Da die PLD-Frag-
mente in Gegenwart von 50 mM CaCl; bzw. maximal 0,5 M NaCl nicht an Octyl-Se-
pharose binden, war eine Reinigung mittels HIC nicht méglich. Warum eine Trennung
durch nochmalige GSH-Sepharose-Bindung nicht gelang, konnte nicht abschliefend
geklart werden. Beide Proteine wurden im Durchlauf und im Eluat gefunden. Auch
eine Thrombinspaltung an der Saule nach Bindung der Fusionsproteine an GSH-
Sepharose gelang nicht, da die gewtlinschten Proteine nicht selektiv eluiert werden
konnten.

Aufgrund der grofien Instabilitat (Aggregationsanfalligkeit) der PLD-Fragmente wur-
den diese als GST-Fusionsproteine untersucht, welche mit ausreichender Reinheit

gewonnen werden konnten (Abb.[4.10).

4.2.3.3 Riickfaltung aus inclusion bodies

In der Literatur ist die separate Herstellung von C2-Doméanen mittels 16slicher Ex-

pression und Reinigung, vorwiegend als GST-Fusionsprotein [41], 43|, [159] oder mit

k%‘;_1 23 DT Abbildung 4.11: Thrombinspaltung der GST-Fusi-
66 - . onsproteine.

"_'i_’ FUSIONS- 37 | 4_5:';225' Die Thrombinspaltung wurde in 50 mM Tris/HC], pH 8,0,

43 SR e = 10 mM GSH bei 23 °C durchgefiihrt (3.3.2.3). In Bahn 1

™ [<«<—Thrombin 66— S | «— PLD2- . . . H i

30 A - — Rumpf- ist der Proteingréfenstandard , in Bahn 2 und 4 die

acm protein Probe vor, bzw. in Bahn 3 und 5 nach Thrombinzugabe

43— und 2 h Inkubation aufgetragen. Die entsprechenden Pro-

20,1 ~ [+—C2-Doméne . |«Thrombin  teinbanden sind mit Pfeilen gekennzeichnet (GST-C2-Do-

- 30— ‘_‘ méne: 42,8 kDa, Thrombin: 37 kDa, GST: 26,2 kDa, C2-

14,4[ v ‘FGST Doméne: 16,5 kDa, GST-PLD2-Rumpfprotein: 101,3 kDa,

—— PLD2-Rumpfprotein: 75,2 kDa).
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His-Tag [159, [163] bzw. durch unlésliche Expression als inclusion bodies mit an-
schlieffender Solubilisierung und Renaturierung [5} 22, [150, 168, 251] beschrieben.
Da bei der Expression der C2-Doméane der PLD2 grof3ie Mengen an inclusion bodies
anfielen (4.2.3.1), wurde versucht, dieses Protein zu renaturieren. Die Praparation
der inclusion bodies erfolgte nach dem Standard-Protokoll (3.3.2.4), wobei ein inclusi-
on body Pellet erhalten wurde, das nur wenig Fremdprotein enthielt (Abb.[4.12). Nach
der Solubilisierung wurde auf eine Dialyse zur Entfernung des DTT verzichtet, da fir
die PLD aus Weif3kohl gezeigt werden konnte, dass alle acht vorhandenen Cysteinreste
reduziert vorliegen [97].

Bei der Renaturierung der C2-Doméane konnte nur die Loslichkeit des Proteins nach
Zentrifugation anhand der Proteinmenge im Uberstand festgestellt werden, da kei-
ne funktionelle Detektion des Proteins moglich war. Die Renaturierungsoptimierung
hinsichtlich pH-Wert und Puffer (Na-Acetat, Na-Pipes und Tris/HCI, pH 5,5 bis 8,0)
sowie weiterer Zusitzen (EDTA, DTT, PEG 6000, CaCl,, Glycerol, GdAnHC]I, Tris, Ar-
ginin) (3.3.2.4) zeigte, dass sich die bereits in der Literatur fiir andere C2-Doméanen
beschriebenen Bedingungen [150] als glinstig erwiesen. Bei Verwendung von 50 mM
Tris/HCI, pH 8,0, 0,5 M Arginin, 5 mM EDTA, 5 mM DTT als Renaturierungspuf-
fer trat nur sehr langsam Proteinprazipitation auf. Wahrend der Entfernung des
Renaturierungspuffers mittels Dialyse gegen einen Arginin-freien Puffer aggregierte
der Hauptteil des Proteins. Der erhaltene Uberstand prazipitierte nach Lagerung bei
-20 °C vollstidndig und bei 4 bzw. 23 °C mit zunehmender Lagerungszeit. Die Ab-
spaltung des Hisg-Tags durch die Protease Thrombin konnte die Aggregationsneigung
nicht verringern.

Um weitere Informationen tiber die Struktur der renaturierten C2-Doméane zu erlan-
gen, wurden Fern-UV-CD-Spektren gemessen. Das Spektrum hat ein Minimum bei
200 nm, was auf eine random coil Struktur hindeutet (Abb.[4.13[C). Die in der Litera-
tur beschriebenen Fern-UV-CD-Spektren der C2-Doméne der A.thaliana PLDa und
PLDg weisen eindeutig die Merkmale fiir g-Faltblatt Strukturen auf (Minima bei 210

kDa123l456789

o - B

43 anb Abbildung 4.12: Préparation der C2-Doméne als inclu-
o — ston bodies.
30| = Die inclusion body Praparation wurde wie beschrieben (|3.3.2.4))

durchgefiihrt. In Bahn 1 ist der ProteingréRenstandard (3.1.2)),

. . w8 —~ in Bahn 2 Zellen nach Induktion, in Bahn 3 der Uberstand
20,1 o~ und in Bahn 4 das Pellet nach Zellaufschluss aufgetragen. Die
Bahnen 5 bis 8 zeigen die Uberstéinde der Waschschritte mit
14 ,4/% 0,1 M Tris/HC], pH 8,0, 20 mM EDTA, Bahn 9 das entstehen-
de inclusion body Pellet (Pfeil: Zielprotein).
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4 Ergebnisse und Diskussion

und 218 nm) [251]. Neben der starken Neigung zu Aggregation ist dies ein weiteres In-
diz daftir, dass die wihrend des Renaturierungprozess erhaltene 16sliche C2-Doméane

ungefaltet ist.

4.2.4 Struktur- und Stabilitdtsuntersuchung der Fragmente

Aufgrund der hohen Aggregationsanfilligkeit der Fragmente nach Entfernen des
GST-Fusionsteils erfolgten die weiteren Untersuchungen mit den Fusionsproteinen.
Da diese ebenfalls zur Aggregation neigten, wurden sie frisch prapariert analysiert.
Die CD- und Fluoreszenzspektren unter nativen Bedingungen sind in Abb.[4.13|
dargestellt. Anhand der Fern-UV-CD-Spektren wurde deutlich, dass die C2-Doméane
im GST-C2-Domaéane-Fusionsprotein keine geordnete Sekundarstruktur hatte, son-
dern vielmehr random coil bzw. irregulare Sekundarstrukturen [106] aufweist. Das
Fern-UV-CD-Spektrum der C2-Doméane in Abb. war dem Spektrum der aus den

inclusion bodies gewonnenen separaten C2-Doméane dhnlich. Dahingegen glich das
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Abbildung 4.13: Nativspektren von PLD2-Fragmenten im Vergleich mit PLD2.

A bis C: Fern-UV-CD-Spektren (Proteinkonzentration: 0,44 bis 1 mg-ml™') und D: Fluoreszenzemissionsspek-
tren nach Anregung bei 278 nm.

A: Die CD-Spektren der Fusionsproteine GST-C2-Doméne (griin) und GST-PLD2-Rumpfprotein (blau) bzw.
der GST (schwarz) wurden direkt gemessen und auf die Proteinkonzentration (pM) normiert. In B wurde der
Signalanteil der GST subtrahiert, die Spektren von PLD2-Rumpfprotein (blau) und C2-Doméne (griin) wurden
addiert (PLD2-Rumpfprotein + C2-Doméne: orange) und zum Vergleich ist ein Spektrum der PLD2 (rot) dar-
gestellt. Fiir C wurden die Spektren aus B in [©]yrw umgerechnet: C2-Doméne (griin), PLD2-Rumpfprotein
(blau) und PLD2 (rot). Zusitzlich ist das Spektrum der renaturierten C2-Doméne (hellgriin) dargestellt (4.2.3.3).
Die Fluoreszenzspektren (D) wurden bei einer Konzentration von 1 pM gemessen: PLD2 (rot), GST (schwarz),
GST-PLD2-Rumpfprotein (blau), GST-C2-Doméne (griin).

Alle Spektren wurden in 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5, bei 20 °C, wie in[3.4.2]und [3.4.3] beschrieben, gemessen.
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Fern-UV-CD-Spektrum des GST-PLD2-Rumpfproteins stark dem der PLD2 und wies
somit eine definierte Sekundarstruktur auf. Die gezeigten CD-Spektren wurden unter
Verwendung der Programme K2d (http://www.embl-heidelberg.de/~andrade/k2d/
[6]) und Dichroweb (http://www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb/html/home.html [241]) ei-
ner Sekundarstrukturanalyse [30] unterzogen. Die mittels K2d errechneten Sekun-
darstrukturanteile sind in Tab.[4.5 aufgefihrt und entsprachen theoretischen CD-
Spektren, die ebenfalls mit dem Programm K2d erstellt wurden, und im Vergleich zu
den gemessenen CD-Spektren in Abb.[4.14] dargestellt sind. Die online Version des
Programms Dichroweb verwendet die Programme SELCONS3 [211], CONTIN [174] und
CDSSTR [212], so dass unterschiedliche Algorithmen genutzt werden konnten. Die
Analyse der Fern-UV-CD-Spektren erfolgte unter Verwendung der Referenz-Sets 6
und 7 [241]. Die erhaltenen Anteile wurden gemittelt und zusammen mit den prozen-
tualen Fehlern in Tab.[4.5 angegeben. Der Sekundarstrukturanteil der GST stimmt
nicht mit den erwarteten Werten [119, [133] tiberein, die Abweichungen kénnten auf
Fehlfaltung der GST hinweisen. Der geringere helikale Anteil sowie der deutlich erh6h-
te g-Faltblatt-Anteil der PLD2 im Vergleich zum PLD2-Rumpfprotein (K2d) kénnten
auf den erwarteten [-Faltblatt-Anteil der C2-Doméne hinweisen. Die Berechnungen
konnten jedoch nur als ein Hinweis gewertet werden.

Das Nah-UV-CD-Spektrum des GST-PLD2-Rumpfproteins (nicht gezeigt) zeigte keine
Chiralitat der Aromatenumgebungen. Der Vergleich mit dem Spektrum nativer PLD2
(Abb.[4.17D) lasst keine definierte Tertidrstruktur vermuten, sondern weist vielmehr
auf eine flexible Umgebung der aromatischen Aminosauren hin.

Im Vergleich zur PLD2 liegt die relative Fluoreszenzintensitat der Fusionsproteine
deutlich darunter: 47 % fiir GST-PLD2 Fusionsprotein, 7 % far GST-C2-Doméane
bzw. 21 % fiir GST. Die Wellenlangenmaxima liegen bei 334 nm fiir die PLD2, bei
342 nm fiur die GST, bei 339 nm fuar die GST-C2-Doméne und bei 341 nm fiar das
GST-PLD2-Rumpfprotein. Eine sehr apolare Umgebung im Inneren des Proteins bzw.

eine Abschirmung vom hydrophilen Milieu der Losung fihrt zu einer sogenannten
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; Abbildung 4.14: CD-Spektren und theoretische CD-
g/ -10000 1 Spektren entsprechend der ermittelten Sekundarstruk-
2 20000 | turanteile.

_= Die Fern-UV-CD-Spektren der Proteinvarianten PLD2 (rot),
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in (blau) entsprechen den in Abb.|4.13|C gezeigten Spektren
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Tabelle 4.5: Berechnete Sekundérstrukturanteile anhand der Fern-UV-CD-Spektren.

Die Berechnung erfolgte mit den Programmen K2d bzw. Dichroweb. Fiir das Programm Dichroweb sind die
Fehlerbereiche angegeben. Die theoretischen Kurven fiir die Sekundérstrukturanteile des Programmes K2d sind
in Abb.[A.14] dargestellt. Die erwarteten Sekundérstrukturanteile der GST liegen bei 0,44 bzw. 0,51 a-Helix und
0,088 bzw. 0,14 S-Faltblatt [119, [133].

K2d Dichroweb
Proteinvariante a B random a g turn  random  Fehler (%)
PLD2-Rumpfprotein 025 025 0,50 0,199 0293 0215 0293 44-142
C2-Doméne 0,00 0,00 1,00 0,047 0,229 0,213 0,493 20,1 - 80,2
GST 0,35 0,19 0,46 0,240 0251 0213 0296 35-105
PLD2 0,08 0,45 0,47 0,200 0,279 0,208 0,302 5,7 - 10,5

Blauverschiebung des Emissionsmaximums, wie es bei der PLD2 beobachtet wird.
Bei den Fusionsproteinen wird im Vergleich zur PLD2 hingegen eine Rotverschiebung
beobachtet, die zum einen durch die beteiligte GST entstehen kann, jedoch auch auf
eine polarere Umgebung der Tryptophanreste hindeuten kénnte. Die Ursachen fir
die geringeren Fluoreszenzintensitaten im Vergleich zur PLD2 kénnen vielfaltig sein
[191]. Es wird vermutet, dass das Quenchen durch benachbarte Aminosauren oder
— besonders bei dem GST-C2-Doméane-Fusionsprotein — durch Mikroaggregatbildung
verursacht wird. Die Fluoreszenzintensitat und das Wellenldngenmaximum der Fu-
sionproteine kénnen durch die fusionierte GST und/oder die relative Lage von GST
und PLD2-Fragment zueinander beeinflusst werden. Ebenso kann eine geringere Ef-
fizienz des Resonanzenergietransfers von den Tyrosinen zu den Tryptophanen, die
insbesondere bei ungefalteten Proteinen zu beobachten ist, die Fluoreszenzintensitat
senken [191].

Da die C2-Domaéne als nicht gefaltet betrachtet werden muss, wurde nur die Entfal-
tung des GST-PLD2-Rumpfproteins untersucht. Die reversible Entfaltung des PLD2-
Rumpfproteins durch GdnHCI ist in Abb.[4.15| dargestellt. Im Vergleich zum zwei-
ten Entfaltungsschritt der PLD2 entfaltet das Rumpfprotein weniger koope-
rativ, jedoch bei hoheren Denaturanskonzentrationen. GST entfaltet bei sehr gerin-
gen GdnHCIl-Konzentrationen und scheint wenig Einfluss auf das Fusionsprotein zu
haben. Anhand der Verschiebung des Fluoreszenzemissionsmaximums ist keine ge-
trennte Entfaltung von GST und PLD2-Rumpfprotein erkennbar. GST wird in der
Literatur als Dimer beschrieben [133], was die Interpretation der Entfaltungsdaten
zusatzlich erschwert. Faltung und Entfaltung des GST-PLD2-Rumpfproteins stim-
men nicht mit dem zeiten Ubergang der PLD2 [Abb. uberein, auch wenn beide
Prozesse reversibel und in einem vergleichbaren Denaturansbereich stattfinden. So
sind die Unterschiede in Steilheit (Kooperativitat) und Gbergangsmittelpunkt (ID] 1 ) zu
grof3 (Abb.), als dass die Entfaltung des GST-PLD2-Rumpfproteins dem zweiten
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Abbildung 4.15: GdnHCl-induzierte Entfaltung von GST-PLD2-Rumpfprotein im Vergleich mit GST
K:l(]iilrl;%a]l)ti.ng von PLD2 (#), GST (®) und GST-PLD2-Rumpfprotein (V), sowie die Riickfaltung von GST-PLD2-
Rumpfprotein (A) nach 24 h Inkubation bei 5 M GdnHCI anhand der Verschiebung des Fluoreszenzemissions-
maximums. Die Daten wurden nach Gleichung[9| angepasst. B: Normierte Ubergangskurven aus A. Die Messung
der Fluoreszenzspektren erfolgte in 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5, bei 20 °C nach 20 h Inkubation bei der
entsprechenden GdnHCl-Konzentration und einer Proteinkonzentration von 0,27 pM. Fiir die PLD2 ist
nur der zweite reversible Ubergang dargestellt (vgl. Abb.[4.26).

Ubergang der PLD2 gleichgesetzt werden kénnte. Ob die beobachteten Signaldnde-
rungen zudem die Strukturdnderungen reflektieren, die von der nativen, auch in der
PLD2 vorliegenden Struktur ausgehen, muss bezweifelt werden, da anhand der CD-
Spektren nur auf eine nativ-ahnliche Sekundarstruktur geschlossen werden konnte.
Der zweite Ubergang der PLD2 kénnte auf3erdem nicht ausschlielich die Entfaltung
der katalytischen Doméanen, sondern entweder auch andere Doménen oder das ge-
samte Protein betreffen. Letzteres sprache gegen die vermutete getrennte Entfaltung
einzelner PLD-Doménen, wie sie z. B. in der Literatur fiir Factor VIla beschrieben ist
[75] oder bei Fusion zweier Dominen beobachtet werden konnte [33].

Fur das Rumpfprotein war unter den getesteten Bedingungen (0 bis 1 M CaCl,) auch
bei langeren Inkubationszeiten (3 h) keine Aktivitit detektierbar. Dieses kénnte auf
eine Fehlfaltung hinweisen, da der entsprechende Sequenzbereich fur die PLDS aus
A. thaliana aktiv war [167]. Ein umfassende Interpretation der Entfaltungsvorgange
der PLD2 erfolgt in Abschnitt [4.3]

Die in Abb.[4.15A dargestellten Kurven kénnten nach einem Zweizustandsmodell
entsprechend Gleichung[9 angepasst werden. Die entsprechenden apparenten
thermodynamischen Parameter der thermodynamischen Stabilitit (nicht gezeigt)
wurden jedoch nur als erste Hinweise analysiert, da fiir keines der Proteine der
Verlauf der Entfaltung nach dem Zweizustandsmodell nachgewiesen wurde. Trotz des
geringeren [D] 1 -Wertes der PLD2 im Vergleich zum GST-PLD2-Rumpfprotein besitzt

diese die grofere apparente thermodynamische Stabilitat. Die Ursache liegt in der

unterschiedlichen Kooperativitat (m-Wert) der Entfaltungskurven.
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Trotz der hohen Aggregationsanfalligkeit gelang die Herstellung einzelner PLD2-
Fragmente, wobei das C2-Doméane-Fusionsprotein als fehlgefaltet betrachtet werden
musste. Ebenso scheint es sich mit dem GST-PLD2-Rumpfprotein zu verhalten, da
dieses keine definierte Tertidrstruktur oder PLD-Aktivitat zeigte. Im Gegensatz dazu
gelang Wang und Mitarbeitern die Herstellung und funktionelle Charakterisierung
analoger Enzymfragmente der PLD aus A. thaliana [167, 251], 252], was auf wesent-
liche strukturelle Unterschiede zwischen dieser PLDS und der PLD2 aus Weifkohl
schliefen lasst.

Die Schwierigkeiten bei der Gewinnung der Proteinfragmente wie auch die Ergebnisse
ihrer strukturellen Charakterisierung sind ein deutliches Indiz daftir, dass die ein-
zelnen PLD2-Doméanen moglicherweise nicht sequenziell entfalten, sondern vielmehr
gemeinsam fiir die kooperative Entfaltung in vitro (zweiter Ubergang) bzw. eventuell

auch far die korrekte Faltung des Proteins in vivo verantwortlich sein kénnten.
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4.3 Struktur- und Stabilitatsuntersuchungen der PLD2

Fur die Erforschung der Proteinfaltung wie auch die Verifizierung neuer Thesen und
Modelle werden meist einfache Modellproteine herangezogen. Neben dem einfachen
Zweizustandsmodell eines Ein-Domé&nen-Proteins wurden jedoch auch komplexe Fal-
tungswege mit verschiedenen Intermediaten identifiziert [108, [109, [161]. Besonders
interessant sind die Betrachtungen irreversibler Entfaltungsvorgange verbunden mit
der Frage, wie diese Proteine in vivo ihre native Struktur erlangen. In dieser Arbeit
sollen Faltungs- und Entfaltungsvorgange der PLD2 genauer charakterisiert werden,
deren Renaturierung aus inclusion bodies bisher nicht gelang, obwohl die Entfaltung

zumindest teilweise reversibel zu verlaufen scheint.

4.3.1 Charakterisierung der PLD2 unter Nativbedingungen
4.3.1.1 Priifung auf Assoziation und Aggregation

Zum Nachweis des Vorhandenseins eines signifikanten Anteils an Aggregaten oder
Oligomeren in den Enzympraparationen wurden SDS-PAGE, analytische Ultrazentri-
fugation sowie Gelfiltration verwendet. Die Auswertung der Rontgenkleinwinkelstreu-
ungsmessungen wies auf einen sehr kleinen Anteil an Aggregaten bei einer PLD2-
Konzentration von 2 mg-ml~! hin .

Die Gelfiltrationsexperimente wurden bei 140 mM NaCl in 10 mM Na-Pipes, pH 7,0,
durchgefiihrt, um Wechselwirkungen mit der Matrix zu minimieren; aufgrund der
Salzempfindlichkeit der PLD2 wurde die Ionenstarke nicht weiter erhéht. Fur die
PLD2 konnte in einem Konzentrationsbereich von 50 bis 200 pg-ml~! nur ein inten-
sives Signal detektiert werden, dessen Symmetrie auf eine homogene Enzymspezies
riickschlief3en lasst. Die Retentionszeit der PLD2 ist nicht von der Proteinkonzentra-
tion abhangig. Anhand der Retentionszeiten der Referenzproteine Aldolase, Ovalbu-
min, Chymotrypsinogen und Cytochrom c (3.1.2) wurde fur die PLD2 eine molekulare
Masse von 85,8 kDa bestimmt (R? > 0,99, berechnet: 91,942 kDa). Die PLD2 kann
in Ubereinstimmung mit den Réntgenkleinwinkelstreuungsmessungen als Monomer
angesehen werden.

Bei einer PLD2-Konzentration von 0,3 mg-ml~! wurde zudem eine analytische Ultra-
zentrifugation durchgeftihrt. Dabei wurde fir native PLD2 ein Sedimentationskoeffi-
zient von 5,06 + 0,14 Svedberg-Einheiten bestimmt. Es waren keine Aggregate nach-
weisbar. Fir die dem Wei3kohl verwandte PLD aus Wirsingkohl wurde in 50 % (v/v)
Ethylenglykol ein Sedimentationskoeffizient vom 5,59 Svedberg-Einheiten bestimmt
[4].
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Bei der PLD2-Praparation zeigte sich eine starke Salzempfindlichkeit des Enzyms.
Mittels SDS-PAGE konnte der Einfluss der Ionenstirke auf eine zeitabhangige Pra-
zipitation der PLD2 bei 23 °C (Raumtemperatur) beobachtet werden (nicht gezeigt).
Dabei zeigte sich, dass das Protein in geringgepufferter Losung bzw. unter Zugabe
von 10 mM EDTA kaum zu Aggregation neigte, sondern in Losung und aktiv blieb.
Eine Erhéhung der Ionenstarke fiihrt zu Prazipitation und Inaktivierung des Enzyms.
Dabei konnte mittels SDS-PAGE gezeigt werden, dass die entstehenden Aggregate
ausfallen, jedoch kein Abbau vorliegt. Anhand der Kinetik der Abnahme der Fluores-
zenzintensitat bzw. der Inaktivierung zeigt sich ein klarer Zusammenhang zwischen
steigender Ionenstarke und der Tendenz zu prazipitieren (Tab.[4.6). Eine Erhohung
der Salzkonzentration begunstigt hydrophobe Wechselwirkungen, und erklart diesen
Effekt, der auch fiir andere Proteine beschrieben ist [26].

Obwohl die Fluoreszenzspektren bei geringerer PLD2-Konzentration gemessen wur-
den, ist die Prazipitation schneller als die irreversible Inaktivierung. Durch Zusatz
der Salze konnte jedoch keine Verschiebung des Emissionsmaximums der Fluores-
zenzspektren und somit keine strukturellen Anderungen festgestellt werden. Da sich
das aktive Zentrum der PLD2 im Interface zweier Doménen befindet, kdénnte eine
Umorientierung bzw. Zerstérung dieser Kontaktstelle infolge der Prazipitation zur In-
aktivierung ftihren [20].

Unter Nativbedingungen, welche in diesem Fall durch minimale Neigung zu Aggrega-
tion und geringe Aktivitatsverluste gekennzeichnet sein miissen, zeigte die PLD2 in
niedriggepufferter Losung (10 mM Na-Pipes, pH 7,0, oder 50 mM Na-Acetat, pH 5,5)
ohne weitere Zuséatze eine gute Lagerstabilitat. Die Zugabe von EDTA im millimolarem
Bereich konnte diese noch verbessern, so dass PLD2 bei 23 °C tiber Monate stabil ist.

Der Aktivitatsverlust betrug nach 5 Monaten 17 % und ist damit deutlich geringer als

Tabelle 4.6: Kinetik der PLD2-Prazipitation und -Inaktivierung bei ausgewéhlten Bedingungen.

Die PLD2 wurde bei einer Proteinkonzentration von 25 pg-ml™" fiir die Fluoreszenzmessungen (Abnahme der
Fluoreszenzintensitat bei 335 nm nach Anregung bei 278 nm, bzw. 280 pg-ml~! fiir die Inaktivierung
in 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5, bei Raumtemperatur inkubiert.

Inaktivierung Fluoreszenzabnahme
Zusatz Kobs (S_l) Kobs (S_l)
— 2,5-10~° 2,1-107°
10 mM EDTA n.m. n.m.
120 mM NaCl 6,5-10~7 3,1-1076
300 mM NaCl 2,1-1076 1,2.107°
40 mM CaCls 6,5-1077 3,3-1076
100 mM CaCly 2,9-1076 1,2:107°
n.m. nicht messbar
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bei friitheren Wei3kohl-PLD-Praparationen (inaktiv nach 4 Tagen bei 8 °C [123]). Die
PLD-Praparation aus Wirsingkohl gelang nur unter Zusatz von 50 % Ethylenglycol
[4]. Es wird vermutet, dass diese geringere Stabilitat der friitheren Priparationen auf
Kéaltedenaturierung [76, [155] zurtickzufiihren ist, da die Stabilitit jeweils bei 4 oder
8 °C betrachtet wurde. Eigene Beobachtungen bestétigten eine deutlich geringere La-

gerstabilitit der PLD2 bei 4 °C.

4.3.1.2 Charakterisierung der Aktivitdt gegeniiber PpNp

PLD2 katalysiert die Abspaltung bzw. den Austausch der Kopfgruppe von Phospholi-
piden, wie z. B. Phosphatidylcholin. Fiir die Bestimmung der Aktivitidt wurde in die-
ser Arbeit das kiinstliche Substrat PpNp verwendet [39]. Das freigesetzte p-Nitrophe-
nol war bei pH 8,0 direkt durch Absorptionsmessung bei 405 nm nachweisbar. Die
v/S-Charakteristik des Substrats in Gegenwart von 100 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5,
und 40 mM CaCl,; kann durch die Michaelis-Menten-Gleichung beschrieben werden.
Es ergab sich ein apparenter K,,-Wert von 0,11 + 0,01 mM, welcher vergleichbar mit
dem K,,,-Wert fir PC-SDS-Mischmicellen ist (0,1 mM, [122]). Die folgenden Aktivitats-
bestimmungen erfolgten im Substratsattigungsbereich (ca. 1,2 mM).

PLD2-Aktivitit war nur in Gegenwart von Calciumionen, nicht jedoch von anderen
zweiwertigen Ionen wie Magnesiumionen messbar. Die Aktivitit war dabei stark von
der Calciumionenkonzentration abhangig (Abb.[4.16). Die maximale Aktivitat wurde
bei 100 mM Ca?*-lonen gemessen. Bei Konzentrationen unterhalb von 1 mM Ca?*-
Ionen konnte keine Hydrolyseaktivitdt mehr detektiert werden. Die Erh6hung der Ak-
tivitat in Abhangigkeit der Calciumionenkonzentration (< 100 mM) sowie die spezi-
fische Aktivitat in Gegenwart von 100 mM Calciumionen wurden nicht durch das

Gegenion beeinflusst (Abb.[4.16A). In der Literatur wurde die Aktivitat der PLD bisher
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Abbildung 4.16: Aktivitdt von PLD2 in Abhéngigkeit von der Ca?t-Konzentration.

A: Relative Aktivitat in Abhéngigkeit der CaCls- (rot) bzw. Ca-Acetat-Konzentration (schwarz). B: Scatchard-
Plot der Daten aus A im Konzentrationsbereich 0 bis 100 mM Ca®"-Salz mit den Regressionsgeraden (R? > 0,92).
Die Aktivitat der PLD2 gegeniiber PpNp wurde in 100 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5, bei 30 °C bestimmt .
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immer in Gegenwart von CaCl, untersucht, wobei fiir die aus Weifkohl isolierte PLD
ein Optimum von 40 mM [113] bzw. 50 mM [202] bestimmt wurde.

Andere aus Pflanzen isolierte PLD haben Aktivitatsoptima zwischen 30 und 100 mM
CaCl, [156] [197) 232]. Fiur ein rekombinantes GST-PLD-Fusionsprotein, welches der
PLD2 aus Weifskohl entspricht, steigt die Aktivitat bis 50 mM CaCl, an [111]. Schaff-
ner et al. [190] detektierten fur die PLD2 bei 45 mM und 100 mM CaCl, dhnliche
Aktivitaten.

Bei Ca’t-Konzentrationen oberhalb der optimalen Konzentration wird eine starke In-
aktivierung beobachtet, die auch in der Literatur beschrieben [113, [197], bisher je-
doch nicht diskutiert wurde. Eine mégliche Ursache koénnte der Einfluss bzw. die
Bindung des Gegenions sein, da fiir Ca?t-Acetat die Aktivitat viel schneller sinkt als
far CacCl,.

Betrachtete man nur den Bereich der calciumvermittelten Aktivierung (0 — 100 mM),
so ergab sich ein hyperboler Verlauf. Die direkte Anpassung ergab einen Kp-Wert
von 17,4 + 0,7 mM (R? > 0,99). Der modifizierte Scatchard-Plot in Abb. zeig-
te einen nichtlinearen Verlauf (AA entspricht der Anderung der relativen Aktivitat).
Vielmehr konnten zwei lineare Abschnitte, die zwei separate Bindungsereignisse re-
prasentieren, beobachtet werden. Die berechneten Dissoziationskonstanten betrugen

hier Kp; = 19,1 mM und Kps = 0,069 mM (R? > 0,92).

4.3.1.3 UV /VIS-, Fluoreszenz- und CD-Spektren

Das UV-Spektrum nativer PLD2 zeigte ein Maximum bei 280 nm mit einer Schulter im
Bereich von 295 nm, die auf die Tryptophanreste zurtuckgefihrt wurde [191], und ein
Minimum bei 250 nm (Abb.[4.17A). Es ist kein Streulichtanteil (>310 nm) erkennbar,
der auf Aggregate hinweisen wiirde [191]. Infolge vollstandiger Denaturierung in 6 M
GdnHCI] kommt es zu einer fiir Proteine haufig beobachteten Blauverschiebung des
Absorptionsmaximums (278 nm, Abb.[4.17A).

Die Fluoreszenzspektren (Abb.) der nativen PLD2 zeigen anhand des Emissi-
onswellenlangenmaximums (334 nm), dass sich die Tryptophanreste in einer sehr
hydrophoben Umgebung befinden. Die Spektren beider Anregungswellenldngen zei-
gen nur geringe Unterschiede in Form und Wellenlangenmaximum, was auf einen
vollstandigen Resonanzenergietransfer von den Tyrosinresten zu den Tryptophanres-
ten hinweist. Die Fluoreszenzintensitit bei alleiniger Anregung der Tryptophanreste
ist jedoch deutlich geringer (Abb.[4.17B).

Das Fern-UV-CD-Spektrum der PLD2 (Abb.[4.17|C) zeigt ein breites Minimum bei 208

bis 220 nm und ein scharfes Maximum bei 192 nm. Anhand von Modellpeptiden wur -
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Abbildung 4.17: Nativspektren von PLD2.

A: UV-Spektrum nativ (schwarz), 6 M GdnHC] (blau).B: Fluoreszenzemissionsspektren mit Anregung bei 278 nm
(schwarz) bzw. 295 nm (blau), C: CD-Spektrum im fernen UV-Bereich, D: CD-Spektrum im nahen UV-Bereich.
Zusétzlich ist das Nah-UV-CD-Spektrum in Gegenwart von 100 mM CaCly in blau dargestellt. Alle Spektren
wurden in 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5, bei 20 °C, wie in[3.3:3.2] [3-4:2 bzw. [3.4.3] beschrieben, aufgenommen.
Die Proteinkonzentration betrug 253 pg-ml™" (A), 25 pg-ml™* (B), bzw. 1 mg-ml~" (C, D).

de festgestellt, dass a-Helices (zwei Minima bei 208 und 222 nm und ein Maximum
bei 190 nm) konzentrationsbezogen intensivere CD-Signale als [-Faltblatter (Mini-
mum bei 218 nm, Maximum bei 195 nm) geben [106, [107]. Das CD-Spektrum der
PLD2 im fernen UV-Bereich weist daher auf beide Sekundarstrukturen hin, wobei
ein deutlich gréf3erer Anteil an §-Faltblatt-Strukturen vorliegen sollte, da sonst die
a-Helices das Spektrum dominieren wtirden [191].

Das Nah-UV-CD-Spektrum (Abb.[4.17D) zeigt eine geordnete Struktur mit einem Mi-
nimum bei 295 nm, einem lokalen Maximum bei 290 nm, einem lokalen Minimum
bei 288 nm und einem breiten Maximum bei 280 nm (274 bis 283 nm). Das CD-
Spektrum kennzeichnet die chirale Umgebung der 15 Tryptophan- und 30 Tyrosin-
reste und weist auf eine geordnete Tertidrstruktur hin. Die geringe Intensitat des Nah-
UV-CD-Signals kann auf die sich kompensierenden positiven und negativem Beitra-
ge der einzelnen Aromaten zuriickgefithrt werden. Ahnlich schwache Nah-UV-CD-
Signale wurde auch bei anderen, viele Aromaten enthaltenden Proteinen beobachtet

[74, [107].
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4.3.1.4 Einfluss von Salzen auf die Nativ-Spektren

Fluoreszenzspektren in Gegenwart verschiedener Salze (120 mM NaCl, 40 mM CacCl,
oder 40 mM MgCl,) zeigten keine Verschiebung des Wellenlingenmaximums und so-
mit keine Verdnderung der Hydrophobizitit der Aromatenumgebung. Lediglich die In-
tensitat der Spektren nimmt mit steigender Inkubationszeit ab, was auf Aggregation
zurtuckgefuihrt wurde, die in Gegenwart der Salze verstarkt beobachtbar ist (4.3.1.1).
In Gegenwart von 40 mM CacCl,, 40 mM MgCl,; bzw. 120 mM NaCl konnten anhand
der Fern-UV-CD-Spektren keine Veranderung der Sekundéarstruktur detektiert wer-
den. Das steht im Gegensatz zu Studien von Zheng et al. [251], die eine schwache
Verringerung des Fern-UV-CD-Signals in Gegenwart von 1 mM CacCl, fur die C2-Do-
mane der A.thaliana PLDa, aber eine deutliche Verringerung fir die PLDS (1 mM
CaCl, hier optimale Ca?t-Konzentration) detektierten.

Nah-UV-CD-Spektren in Gegenwart der oben genannten Salze zeigten nur far Cal-
ciumionen eine Intensitatsverstirkung um bis zu 10 deg~cm2-dmol_1 (Abb.).
Diese Intensitatserh6hung betrifft nicht das Minimum bei 295 nm, sondern tritt im

Bereich von 258 bis 292 nm auf, wobei die maximale Erhéhung bei 280 nm liegt.

Spektroskopische Bestimmung der Dissoziationskonstante fiir Calciumionen

Die Intensitatsverstirkung des Nah-UV-CD-Signals tritt nur in Gegenwart von Cal-
ciumionen auf, wihrend bei anderen zweiwertigen Ionen (Mg?*) oder gleicher Ionen-
starke keine Verdnderung zu beobachten war. CD-Signale im nahen UV-Bereich re-
flektieren die Asymmetrie der Aromatenumgebung [107]. Die Verstarkung des CD-
Signals infolge der Calciumbindung kénnte durch grofiere Ordnung bzw. Festigkeit
der Tertiarstrukturumgebung bestimmter Aromaten verursacht werden. Eine Titrati-
on der PLD2 mit Calciumionen wurde fiir die spektroskopische Bestimmung der Dis-
soziationskonstante des Calciums genutzt (Abb., . Mit steigenden Ca?*-
Konzentrationen vergrofierte sich die Intensitiat des CD-Signals, wobei ein Maxi-
mum erreicht wurde. Die in Abb.[4.18A dargestellte direkte Auftragung konnte nur
doppelt-hyperbol angepasst werden. Es ergeben sich Dissoziationskonstanten von
Kp; = 10,24 mM und Kpe = 0,123 mM. Die doppelt-reziproke Auftragung (nicht ge-
zeigt) sowie die Scatchard-Auftragung verlaufen nicht linear (Abb.). Bei letzterer
ergeben sich mindestens zwei lineare Abschnitte. AF entspricht der relativen Ande-
rung des spektroskopischen Signals und kann als proportional zu der Menge an Pro-
tein-Ligand-Komplexen betrachtet werden [68]. Die dargestellten Regressionsgeraden

ergeben Dissoziationskonstanten von Kp; = 8,64 mM und Kp, = 0,158 mM.
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Abbildung 4.18: Messung der Ca?"-Bindung iiber das CD-Signal bei 280 nm.

A: Direkte Auftragung mit doppelt-hyperboler Anpassung (R? > 0,99). B: Scatchard-Plot mit den Regressi-
cl)njlg;izild_eln. (R? > 0,95). Die Messung erfolgte wie in beschrieben. Die Proteinkonzentration betrug etwa
Die mittels Aktivitat und Nah-UV-CD-Spektroskopie bestimmten Kp-Wer-
te liegen in dhnlichen Konzentrationsbereichen. Es konnten jeweils mindestens zwei
verschiedene Bindungsereignisse festgestellt werden (Faktor 50 — 250 Unterschied).
Fur ein erstes Bindungsereignis wurde ein Kp-Wert im Bereich von ca. 0,1 mM CaCls,
fir ein zweites Bindungsereignis ein Kp-Wert von 10 — 20 mM CaCl; bestimmt.
Neben der Bindung von meist zwei Calciumionen an C2-Domaéanen [149] wurde die
Bindung von Calciumionen an die katalytischen Doméanen der PLDg aus A. thaliana
beschrieben [252]. Die fiir diese Bindung verantwortlichen Aminosduren wurden
identifiziert, und es zeigt sich, dass in den PLD des a-Typs in diesem Sequenz-
abschnitt andere Aminosauren konserviert sind [252]. Die zwei verschiedenen Bin-
dungsereignisse kénnten also an verschiedenen Stellen des Molekiils stattfinden. Fir
die C2-Doméane der PLD«a aus A.thaliana konnten ein bis drei schwach affine Cal-
ciumbindungsstellen mit Kp-Werten von etwa 0,5 mM kalorimetrisch bestimmt wer-
den [251]. Es kann also vermutet werden, dass der hier ermittelte niedrige Kp-Wert
(0,1 mM) der Calciumbindung an die C2-Doméne entspricht, und der hohe Kp-Wert
(10 bis 20 mM) die Bindung an die katalytischen Doméanen beschreibt.

Um die Calciumbindung an C2-Doméanen anderer Proteine (cytosolische Phospholi-
pase Az, Proteinkinasen C, Phospholipase C und Synaptotagmin) zu messen, wurde
die Bindung radioaktiver *°Ca-lonen oder radioaktiver Membranvesikel verfolgt bzw.
Verdnderungen der intrinsischen Fluoreszenz, der Enzymaktivitit bzw. der Membran-
bindung tber Fluoreszenzresonanzenergietransfer nach Markierung der Phospholipi-
de detektiert oder durch Kalorimetrie bestimmt [131), 135,141,142, 1151}, [245]. Dabei
wurden Kp-Werte von 1 bis zu 100 uM erhalten, die dem hier gefundenen niedrige-
ren Wert dhneln und der daher der Calciumbindung an die C2-Doméane entsprechen

konnte.
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4.3.2 Einfluss des pH-Wertes auf die Stabilitdt und Aktivitat

Die PLD2-Aktivitat zeigt eine starke Abhangigkeit vom pH-Wert (Abb.[4.19). PLD2 hat
bei den hier untersuchten Bedingungen bei pH 5,5 die héchste Aktivitat. Bei niedrige-
ren pH-Werten nimmt die Aktivitat sehr schnell ab, bei pH-Werten unterhalb von 4,5
ist keine Aktivitit mehr messbar. Bei hoheren pH-Werten sinkt die relative Aktivitat
deutlich schwacher, erst bei pH-Werten tiber 9,0 ist keine Aktivitit mehr detektierbar,
bei pH 7,0 sind noch etwa 50 % der Aktivitat vorhanden. Messungen in Gegenwart ge-
ringerer Ca?*-Konzentrationen (10 mM) zeigten ebenfalls ein pH-Optimum bei pH 5,5
(nicht gezeigt) und bestatigten damit die Ergebnisse von Ulbrich-Hofmann und Mit-
arbeitern [123, [190], wohingegen Abousalham et al. [2] eine deutliche Verschiebung
des pH-Optimums bei geringeren Ca?*-Konzentrationen (pH 7,5 bei 10 mM Ca?*) be-
schrieben hatte. Fiir PLDa aus Rizinus wurde gezeigt, dass diese bei saurem pH-Wert
(4,5 - 5,5) sogar unter physiologischen Calciumionenkonzentrationen (uM) bei Zugabe
von Effektoren (Phosphatidylinositole) aktiv ist [166].

Anhand des Wellenlangenmaximums der Fluoreszenzspektren kann auf eine native
Struktur im pH-Bereich von 5,0 bis 8,0 geschlossen werden (Abb.[4.19). Im pH-Be-
reich von pH 4,5 - 5,0 fallt die Aktivitat sehr steil ab, gleichzeitig ist hier eine sehr
kooperative Denaturierung der PLD2 zu beobachten. Bei sauren pH-Werten verur-
sacht die zunehmende Protonierung die Denaturierung des Proteins. Betrachtet man
den isoelektrischen Punkt der PLD2 (4,78 + 0,03, [91]), so fallt auf, dass dieser ge-
nau im Ubergangsbereich liegt, und dass das Protein somit wahrscheinlich nur bei
negativer Nettoladung in der nativen Konformation vorliegt. Das Wellenlangenmaxi-
mum des Fluoreszenzemissionsspektrums der PLD2 im Sdure-denaturierten Zustand
liegt bei 338,5 bis 339,5 nm. Die moderat hydrophobe Umgebung der Tryptophanres-
te weist auf einen betrachtlichen Anteil an Reststrukturen hin. In Ubereinstimmung

damit zeigt die Aufnahme von Fern-UV-CD-Spektren nativ-dhnliche Sekundarstruk-

turen (Abb.[4.33), wohingegen im Nah-UV-CD keine Tertiarstruktur mehr detektiert
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untersucht (3.4.3).
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werden konnte (nicht gezeigt). In der Literatur werden zwei Zustinde der Saure-in-
duzierten Entfaltung unterschieden. Zum einen der acid-unfolded state, der durch
zumindest teilweise Sekundér- und Tertidrstrukturentfaltung entsteht, und der acid-
state, bei dem es entweder durch Salzzugabe oder weitere pH-Wert-Senkung wieder
zu einer Sekundéarstrukturbildung kommt [71), [79, [80]. Nach der Nomenklatur von
Fink und Mitarbeitern [71] ist die PLD2 den Proteinen Typ II zuzuordnen, die infolge

einer pH-Wert-Senkung nicht vollstandig entfalten, sondern direkt in den acid-state,

einen molten globule dhnlichen Zustand, tibergehen (vgl. [2.1.3} 4.3.4.3).

Fur die alkalische Denaturierung wird im pH-Bereich von 9,0 bis 11,0 ein Zustand
ahnlich dem acid-state gefunden, bei noch alkalischeren pH-Werten wird eine weite-
re Entfaltung beobachtet, die auch bei anderen sauren Proteinen auftritt [116]. Die
geringen Aktivitaten oberhalb eines pH-Wertes von 9,0 kénnen vermutlich auf eine
Basen-katalysierte Hydrolyse des Phospholipids zurtickgefiihrt werden.

Die Hydrolyseaktivitat der PLD2 zeigt ein sehr scharfes Optimum bei pH 5,5, bei hohe-
ren pH-Werten sinkt die Aktivitat nicht so steil wie im sauren Bereich. Eine deutliche
Inaktivierung findet bei geringeren pH-Werten, als fiir die Entfaltung notwendig, statt
(20 % Aktivitat bei pH 8,0). Eine Ursache daftir konnte die wahrscheinliche Deproto-
nierung des fiir die Katalyse notwendigen zweiten Aspartatrests sein (Abb.[2.4).

4.3.3 Temperatur-induzierte Entfaltung
4.3.3.1 Charakterisierung der irreversiblen Entfaltung

Das Zuftihren von thermischer Energie fiithrt bei PLD2 zu einer irreversiblen Dena-
turierung, die mittels Fluoreszenzspektroskopie verfolgt werden konnte. Das Fluores-
zenzemissionsmaximum liegt nach Abkitihlung bei 342 nm im Vergleich zu 334 nm
fir das native Enzym. Der Temperatur-denaturierte Zustand ahnelt beztiglich des
Fluoreszenzemissionsmaximums dem acid-state (4.3.2). Mittels alkalischer Entfal-
tung und in Gegenwart starker Denaturanzien (5 M GdnHCI, wurde
hingegen eine Verschiebung bis zu einem Wellenldngenmaximum von 355 nm beob-
achtet.

Das Erwarmen der Probe auf bis zu 90 °C fiihrte zu keinen weiteren spektroskopi-
schen Anderungen. Der beobachtete Entfaltungsvorgang wurde im getesteten Bereich
von 5 bis 50 ng ml~! nicht von der Proteinkonzentration beeinflusst, war jedoch sehr
stark von der Heizrate wahrend der Messung abhangig. Die in Abb.[4.20] dargestellte
Schmelzkurve wurde bei einer kontinuierlichen Heizrate von 1,2 K-min~! aufgenom-

men und ergibt eine mittlere Schmelztemperatur von 57,2 °C (R? > 0,99).
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332
334 1
’g 336 1
5; 338 | Abbildung 4.20: Temperatur-induzierte Entfaltungskur-
g ve der PLD2.
< 340 Die Messung ((3.4.3) der thermischen Entfaltung erfolgte durch
342 | kontinuierliche Aufnahme von Fluoreszenzspektren bei einer An-
regungswellenldnge von 278 nm in 50 mM Na-Acetat-Puffer,
344

‘ ‘ ‘ ‘ pH 5,5, bei einer Proteinkonzentration von 0,14 pM und einer
20 30 40 50 60 0 Heizrate von 1,2 K-min~!. Die mittlere Schmelztemperatur wur-
T (°C) de nach Gleichung[T4] ermittelt.

Die Verfolgung der Temperatur-induzierten Entfaltung mittels Fern-UV-CD-Spek-
troskopie war nicht moéglich, da die aufgenommenen Spektren der Probe vor und
nach dem Erwiarmen sowie nach dem Abkiihlen nur geringe Unterschiede aufwie-
sen (Abb.[4.33). Bei der thermischen Entfaltung kommt es wie auch bei der Saure-
induzierten Denaturierung kaum zu Anderungen in der Sekundéirstruktur der PLD2
(Abb.. Bei hoheren Proteinkonzentrationen (> 0,2 mg ml~!) tritt wihrend der
thermischen Denaturierung eine starke Aggregation und Prazipitation auf, weswe-
gen die Aufnahme von Nah-UV-CD-Spektren bzw. die Aufnahme einer Schmelzkurve
anhand des Nah-UV-CD-Signals nicht moéglich war. Bei Erwarmen bis 80 °C in Gegen-
wart von 2,5 - 3,0 M GdnHCI (Zustand bei 20 °C ahnlich dem Temperatur-denaturier-
tem Zustand, vgl. konnte weder mit Fluoreszenz- noch mit CD-Spektroskopie
eine weitere Entfaltung detektiert werden.

Der fast vollstdndige Erhalt der Sekundarstruktur im thermisch-denaturierten Zu-
stand im Gegensatz zum chemisch-denaturierten Zustand konnte ebenfalls
bei anderen Proteinen festgestellt werden [84, (173 221, [233]. Die damit verbunde-
nen Hinweise auf die Bildung eines molten globule Zustands werden spater diskutiert
(4.3.4.3). Anhand der Rotverschiebung des Fluoreszenzemissionsmaximums konnte
jedoch auf Anderungen der Tertidrstruktur geschlossen werden. Die Irreversibilitit
koénnte durch einen der thermischen Entfaltung nachgeschalteten irreversiblen Pro-
zess, wie z. B. Aggregation, erklart werden [186, 231]. Diese Annahme wird durch
das Auftreten von prazipitierenden Aggregaten bei héheren Proteinkonzentrationen

unterstutzt.

4.3.3.2 Kinetischer Vergleich von Inaktivierung und Entfaltung

In Abb.4.21A ist die Kinetik der Inaktivierung bzw. der Entfaltung bei 50 °C darge-
stellt. Die Progresskurven folgen einer Reaktion erster Ordnung, weil sie eintermig
exponentiell angepasst werden kénnen (Gleichung|[13). Der Vergleich der Entfaltungs-

und Inaktivierungskinetik bei verschiedenen Temperaturen zeigt, dass beide Prozes-
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Abbildung 4.21: Temperatur-induzierte Entfaltungs- und Inaktivierungskinetik der PLD2.

A: Entfaltungs- (schwarz) und Inaktivierungskinetik (rot) der PLD2 bei 50 °C. B: Geschwindigkeitskonstanten
der Entfaltung (schwarz) bzw. Inaktiverung (rot) der PLD2 bei verschiedenen Temperaturen. Die Entfaltung
wurde mittels Fluoreszenzspektroskopie {iber die Verschiebung des Wellenlangenmaximums bei einer Anregung
bei 278 nm in 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5, und einer PLD2-Konzentration von 0,10 ntM gemessen .
Fiir die Inaktivierungskinetik erfolgte die Inkubation bei der entsprechenden Temperatur in 50 mM Na-Acetat-
Puffer, pH 5,5, und einer PLD2-Konzentration von 0,7 pnM. Die Restaktivitit wurde wie beschrieben bestimmt

B379).

se zusammenfallen (Abb.). Infolge der detektierbaren Anderungen der Fluores-
zenzeigenschaften kommt es ebenfalls zur Inaktivierung. Die beobachteten Geschwin-
digkeitskonstanten k,,; entsprechen direkt k,,, da es sich um einen irreversiblen Pro-
zess handelt [249].

Die Entfaltungsgeschwindigkeit war im untersuchten Proteinkonzentrationsbereich
(5 - 50 ug ml~') nicht von dieser abhingig, was zeigt, dass der irreversible Prozess
(wahrscheinlich Aggregation) diese nicht beeinflusst. Aus den Inaktivierungskurven
kénnen die Aktivierungsenthalpie und -entropie der Inaktivierung (AH# und AS7)
bestimmt werden (Abb.. Die aus den Inaktivierungskonstanten k,;,; ermittelten
Aktivierungsparameter AH# und AS7 liegen in einem fiir Proteine tiblichen Bereich
[8, 182, 187] und sind in Tab. mit denen unter Einfluss von Salzen zusammengefasst
@.3.3.3).

-10
-12
Ly
S 14 >
£
-16 1 Abbildung 4.22: Eyring-Plot fiir PLD2.
Auftragung der Geschwindigkeitskonstanten der Inaktivierung
18 : : : nach Eyring in 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5, in Abwesen-

3,00 3,05 3,10 3,15 3,20 heit von Salzen (griin) bzw. in Gegenwart von 120 mM NaCl
(schwarz) bzw. 40 mM CaClz (rot). Die Messungen wurden bei
1000/T (K'l) einer Proteinkonzentration von 0,7 pM durchgefiihrt.
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4.3.3.3 Einfluss von Salzen auf die thermische Entfaltung

PLD2 ist nur in Gegenwart ausreichender Ca?*-Konzentrationen (> 40 mM) aktiv.
Bei diesen Ionenstarken zeigt sich aber bereits eine erhohte Aggregationsneigung
(4.3.1.1), was die Messungen zusatzlich beeinflusste. 120 mM NaCl bzw. 40 mM CaCl,
beschleunigten im Vergleich zur thermischen Inaktivierung in salzfreiem Puffer die
Kinetik in gleicher Weise (Abb.[4.22). Die aus der Arrhenius- bzw. Eyring-Auftragung
bestimmten Aktivierungsparameter (Tab.[4.7) zeigten eine Verringerung aller Parame-
ter in Gegenwart der Salze. Die Aktivierungsparameter der Reaktionen sind fiir beide
Salze sehr dhnlich, obwohl die Inaktivierung in Gegenwart von CacCl; tendenziell im-
mer etwas schneller verlief. Die geringfiigige kinetische Destabilisierung durch die
Salze entsteht durch entropische und enthalpische Destabilisierung. Es kann vermu-
tet werden, dass die Ursache dafiir in der Verstarkung der bereits im nativen Zustand
auftretenden Aggregation (4.3.1.1), die durch die verstarkten hydrophoben Wechsel-
wirkungen hervorgerufen wird, liegt.

Die Aufnahme von thermischen Ubergangskurven analog zu Abb. in Gegenwart
steigender Ca?*-Konzentrationen zeigte eine Verschiebung der T,,-Werte zu niedrige-
ren Temperaturen (Abb.. Der Ubergangsmittelpunkt sank ab einer Konzentrati-
on von 1 mM CaCl,. Die Verschiebung des Ubergangsmittelpunkts bei Verwendung
von NaCl war deutlich schwécher als bei CaCl, und erst ab einer Konzentration von
120 mM NacCl beobachtbar. GAnHCI fiihrte bei Konzentrationen von 300 mM bereits
bei Raumtemperatur zu messbarer Entfaltung (vgl. und verringerte die thermi-
sche Stabilitit stiarker als CaCl, (Abb.[4.23B).

Abb.[4.23B zeigt, dass ein reiner Ionenstarkeeffekt fur die Destabilisierung durch Cal-

ciumionen ausgeschlossen werden muss. Calciumchlorid wirkt erst im Bereich des

zweiten messbaren Bindungsereignisses (Kp von 10 bis 20 mM, 4.3.1.2] [4.3.1.4) de-

stabilisierend, wohingegen das erste Bindungsereignis nur geringen Einfluss auf die

Stabilitat zu haben scheint. Das zweite Bindungsereignis verursacht leichte Verande-

Tabelle 4.7: Parameter der thermischen Inaktivierung fiir PLD2 bei verschiedenen Pufferbedingungen.
Die Messungen erfolgten bei einer Proteinkonzentration von 0,7 pM in 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5. Die
Aktivierungsenergie E4 wurde aus der Arrhenius-Auftragung (In (kobs)) vs. %) und AH# und AS# aus der

Eyring-Auftragung (In (k‘ifs) vs. &) bestimmt (R* > 0,95). AG# wurde mit Hilfe der Gleichung AG#* = AH#* —
T - AS# berechnet.

E AH# AS#*  AG#(20 °C)
Zusatz (kJmol™')  (kJ-mol™!) (J-mol™!)  (kJ-mol™!)
— 281 279 550 118
120 mM NaCl 246 246 452 114
40 mM CaCly 254 251 470 113
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Abbildung 4.23: Einfluss von Salzen auf die thermische Entfaltung.

A: Normierte Temperatur-induzierte Entfaltungskurven bei ausgewihlten CaClz-Konzentrationen. B: Einfluss
verschiedener Salze auf die mittlere Schmelztemperatur. Mittels batch-scan wurden Fluoreszenzspektren in 50 mM
Na-Acetat-Puffer, pH 5,5, bei einer Proteinkonzentration von 0,135 pM und einer Heizrate von 1,2 K-min~!

aufgenommen und nach Gleichung[14] ausgewertet (3.4.3).

rungen in der Tertiarstruktur (Nah-UV-CD-Spektren, Abb.[4.17D), die zu einem voll
aktiven Enzym fuhren (Optimum bei 100 mM CaCly). Denkbar wére, dass infolge der
Calciumbindung durch Ladungsabschirmung und Strukturanderungen die hydro-
phobe Oberfliche des Enzyms vergrofiert wird. Bei héheren Ca’?f-Konzentrationen
koénnte wiederum der chaotrope Einfluss des CaCl; die Destabilisierung verursachen
oder zumindest verstarken [27]. Die fehlenden Sekundarstrukturanderungen infolge
der thermischen Entfaltung (Abb. weisen zudem auf eine nativ-dhnliche Spezi-
es hin, die durch Aggregation nach ersten Verdnderungen der Enzymstruktur sta-
bilisiert bzw. irreversibel gebildet wird. Erhéhte Temperaturen und Salze verstiarken
hydrophobe Wechselwirkungen, so dass die Aggregation des Enzyms der entschei-
dende Faktor bei der thermischen Denaturierung zu sein scheint und fiir die unter-
schiedlichen Wechselwirkung von Ionenstdarke und Calciumspezifitat bei der Desta-
bilisierung verantwortlich sein kénnte. Ahnliche Beobachtungen erfolgten auch beim
a-Crystallin, wo die Calcium-spezifische Verringerung der thermischen Stabilitat und

Aktivitat ebenfalls auf eine erhéhte Aggregationsneigung zuruickgeftihrt wurde [46].

4.3.4 Denaturans-induzierte Entfaltung

Die unspezifische Bindung von Harnstoff bzw. GdnHCI ftihrt zur Denaturierung von
Proteinen [11), 243]. Der einsalzende Effekt der chemischen Denaturanzien GdnHCI
und Harnstoff [157, [158] sollte im Gegensatz zur thermischen Entfaltung die Aggrega-
tion partiell entfalteter Spezies verhindern, so dass bei Faltungs- und Entfaltungsun-

tersuchungen auch der vollstandig entfaltete Zustand des Proteins zuganglich wird.
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4.3.4.1 Einfluss von Denaturanzien auf die Aktivitat

Die enzymatische Aktivitat ist ein wichtiges Merkmal des nativen Zustands eines
Proteins. Die Aktivitit der PLD2 sinkt jedoch in Gegenwart von GdnHCI und Harn-
stoff sehr schnell ab (Abb.[4.24). In Gegenwart geringer GdnHCIl-Konzentrationen (bis
50 mM GdnHCI]) kommt es zu einer vollstdndig reversiblen Inhibierung; bei héheren
GdnHCIl-Konzentrationen tritt eine irreversible Inaktivierung auf. Die Inaktivierung in
Gegenwart von Harnstoff kann erst bei wesentlich héheren Denaturanskonzentrati-
onen (Faktor 50) beobachtet werden.

In dem Bereich, in dem die PLD2 reversibel inhibiert wird, liegt das Protein in der
nativen oder einer reversibel veranderten Konformation vor. Eine inaktivierende Wir-
kung von GdnHCI und Harnstoff bei Konzentrationen unterhalb derer, die fiir struk-
turelle Veranderungen erforderlich sind, wurde bereits bei einer Reihe von Enzymen
gefunden [10), 56|, 239]. Neben der Lipidbindung ist fir die Aktivitat der PLD2 das Zu-
sammenwirken von zwei Doménen (Bildung des aktiven Zentrums) wichtig. Daher ist
es gut vorstellbar, dass die Bindung der Denaturanzien an das Enzym und/oder das
Lipid die Interaktion der Doméanen oder die Substrat-Enzym-Interaktion stért. Durch
die Reversibilitat der Aktivititshemmung im Falle des GAnHCI bei geringen Denatu-

ranskonzentrationen (10 — 50 mM) ist auch eine Wirkung als Inhibitor méglich.

4.3.4.2 Beschreibung der strukturellen Uberginge

Die Denaturierung durch chemische Denaturanzien wie GdnHCI und Harnstoff gibt
Auskunft tiber die Stabilitat von Proteinen. In Abb.[4.25 sind ausgewéahlte Fluores-
zenzspektren der GdnHCl-induzierten Entfaltung dargestellt. Bis zu einer Konzentra-

tion von 0,1 M GdnHCI verdnderte sich das Fluoreszenzspektrum nicht. Bei 0,2 bis
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Abbildung 4.24: Aktivitdt der PLD2 in Gegenwart von GdnHCI und Harnstoff.

A: Aktivitdt in Gegenwart von GdnHCI (schwarz) und nach Riicksprung aus der entsprechenden GdnHCI-Kon-
zentration (rot). B: Aktivitét in Gegenwart von Harnstoff. Fiir die Messungen wurden 50 mM Na-Acetat-Puffer,
pH 5,5, 40 mM CaCl; mit der entsprechenden Konzentration GdnHCI bzw. Harnstoff und dem Substrat PpNp
bei 30 °C vorinkubiert, und durch Zugabe von PLD2 (5 pg) gestartet . Der Riicksprung erfolgte nach
vierwochiger Inkubation bei 23 °C zu nichtinhibierenden GdnHCl-Konzentrationen (< 10 mM).
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A (nm) tionen nach 20 h Inkubation.

0,4 M GdnHCI wurde eine zunehmende Rotverschiebung des Emissionsmaximums
beobachtet (334 — 341 nm), die mit einer starken Intensitidtsabnahme einherging. Fur
letztere konnte im Folgenden Prazipitation der teilentfalteten PLD2 verantwortlich ge-
macht werden, die mit weiter steigender GdnHCIl-Konzentration wieder abnahm, so
dass bis 2,7 M GdnHCI die Fluoreszenzintensitat wieder anstieg. Die dabei beobach-
tete leichte Wellenlangenverschiebung (341 — 344 nm) kann auf Losungsmitteleffekte
des GdnHCI zurtuickgeftihrt werden. Im Bereich um 3 M GdnHCI kam es zu einer weite-
ren Rotverschiebung des Fluoreszenzemissionsmaximums (344 — 355 nm), wiederum
verbunden mit einer Intensitatsabnahme. Fur die Harnstoff-induzierte Entfaltung der
PLD2 wurden dhnliche Fluoreszenzspektren gemessen (nicht gezeigt).

Beide Denaturanzien fahrten bei der PLD2 zu einer stufenartigen Rotverschiebung
des Fluoreszenzemissionsmaximums von 334 bis 355 nm mit einer bei 0,3 bis 2,8 M
GdnHCI bzw. 2,5 bis 7,5 M Harnstoff stabilen teilentfalteten PLD2 mit einem Emis-
sionsmaximum von 341 bis 344 nm (Abb.. Es ergeben sich zwei strukturelle
Ubergange; der erste irreversible Ubergang hat einen Ubergangsmittelpunkt bei 0,2 M
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Abbildung 4.26: GdnHCI- und Harnstoff-induzierte Ubergangskurven der PLD2 mittels Fluoreszenz-
spektroskopie.

A: GdnHCl-induzierte Faltung (rot), Entfaltung (schwarz) nach 20 h Inkubation bzw. Entfaltung nach 4 Wochen
Inkubation (blau). Fiir die Faltungexperimente wurde das Protein zuvor fiir 3 d bei 5 M GdnHCI inkubiert. B:
Harnstoff-induzierte Entfaltung nach 20 h (schwarz) und nach 1 Woche (griin) Inkubation. Die Messungen wur-
den in 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5, und den entsprechenden GdnHCI- bzw. Harnstoff-Konzentrationen durch
Aufnahme von Fluoreszenzspektren bei einer Anregungswellenldnge von 278 nm bei einer Proteinkonzentration
von 0,068 pM durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte anhand des Fluoreszenzemissionsmaximums (3.4.3).
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GdnHCI bzw. 2 M Harnstoff, der zweite reversible Ubergang bei 3 M GdnHCI bzw. 8 M
Harnstoff.

Die Fluoreszenzspektren der PLD2 werden durch die Tryptophanreste dominiert
und da die 15 Tryptophanreste tiber das gesamte Molekul verteilt sind (Abb.[2.7),
spiegelt die zunehmende Rotverschiebung die Gesamtheit aller Veranderungen der
Tryptophanumgebungen wider. Anhand des Fluoreszenzemissionsmaximums (341 -
344 nm) konnte festgestellt werden, dass die Tryptophanreste der teilentfalteten PLD2
bereits starker dem wéassrigen Losungsmittel zuganglich sind als im nativen Enzym.
Ein Fluoreszenzemissionsmaximum von 355 nm entspricht Tryptophanresten in de-
naturierten Proteinen [191], so dass erst nach dem zweiten Ubergang die Tryptophan-
reste vollstindig dem wassrigen Losungsmittel zugdnglich waren. Die unterschiedli-
chen Fluoreszenzintensitaten der nativen, teilentfalteten und vollstandig entfalteten
PLD2 kénnen neben der Prazipitation zusatzlich durch quenchende Einfltisse benach-
barter Aminosauren oder eine veranderte Effizienz des strahlungslosen Energietrans-
fers verursacht werden [182, [191].

PLD2 ist bis 0,1 M GdnHCI bzw. 1 M Harnstoff strukturell als nativ anzusehen, bei
hoheren Denaturanskonzentrationen trat eine Verschiebung des Fluoreszenzemissi-
onsmaximums von 7 nm ein (334 - 341 nm). Dieser Entfaltungsvorgang benétigte
mindestens 4 Wochen bis zum Erreichen des endgultigen Wertes (Abb.[4.26). Unter-
halb von 0,1 M GdnHCI oder 1 M Harnstoff blieb nach 4 Wochen Inkubation neben
dem nativen Fluoreszenzsignal auch die Aktivitat (100 % Aktivitdt bei 0,05 M GdnHCl
bzw. 1 M Harnstoff) erhalten. Bei Denaturanskonzentrationen von Beginn des ers-
ten Ubergangs (>0,1 M GdnHCI bzw. 1 M Harnstoff) bis etwa 1,5 M GdnHCI bzw. 4 M
Harnstoff kam es zur Aggregation bis hin zur vollstandigen Préazipitation des Proteins.
Der zweite Ubergang mit einem Ubergangsmittelpunkt bei etwa 3 M GAnHCI bzw. 8 M
Harnstoff war vollstandig reversibel (Abb. fiir GdnHCI). Fuar diesen Ubergang
ist allerdings mit steigender Inkubationszeit (mehrere Wochen) eine Verschiebung des
Ubergangsmittelpunkts um etwa 0,2 M GdnHCI bzw. 0,4 M Harnstoff zu héheren
Denaturanskonzentrationen zu beobachten (Tab.[4.8).

Mittels Nah-UV-CD-Spektroskopie kann die chirale Umgebung aller aromatischen
Aminosauren untersucht werden [107]. Bereits in Gegenwart von 1 M GdnHCI konnte
kein geordnetes Nah-UV-CD-Spektrum mehr gemessen werden. Daher wird angenom-
men, dass die PLD2 nach dem ersten mittels Fluoreszenzspektroskopie detektierten
Ubergang locker strukturiert und die Umgebung der aromatischen Aminosiuren fle-
xibel ist. Bereits die Bildung der teilentfalteten PLD2 fihrte zum Verlust definierter

Tertiarstruktur.
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Betrachtet man die Fern-UV-CD-Spektren in Gegenwart steigender Denaturanskon-
zentrationen (Abb.[4.27), so scheint es, dass der mittels Fluoreszenz detektierte erste
Ubergang bei Harnstoff (2 M Harnstoff, Abb.) mit Sekundarstrukturdnderungen
(Abb.) einhergeht, bei GAnHCI in diesem Bereich (0,2 M) aber keine Sekundar-
strukturanderungen auftreten (Abb.[4.26A und Abb.[4.27]A). Eine genauere Analyse
zeigte, dass die beobachteten Fern-UV-CD-Signalanderungen bei 1 M GdnHCI bzw. 2
bis 4 M Harnstoff (Abb.[4.27A und B) auf Aggregation und Préazipitation der PLD2 zu-
ruckzufiihren waren. Infolge der geringeren Proteinkonzentration fur die fluoreszenz-
spektroskopischen Untersuchungen trat diese dort erst nach langerer Inkubationszeit
auf. Bei 5 M GdnHCI konnten keine geordneten Sekundéarstrukturen mehr detektiert
werden; ein Vergleich mit dem nativen Fern-UV-CD-Spektrum zeigte die grofte An-
derung bei 220 nm. Die sich daraus ergebende Ubergangskurve (Abb.[4.28) zeigte,
dass sich die Sekundéarstruktur mit einem Ubergangsmittelpunkt bei etwa 3,2 M

GdnHCI kooperativ und reversibel faltet bzw. entfaltet. Dies ist in Ubereinstimmung
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Abbildung 4.27: Fern-UV-CD-Spektren bei steigenden Denaturanskonzentrationen.

A und B: Kontur-Plot der Fern-UV-CD-Spektren in Gegenwart steigender GAnHCI- (A) bzw. Harnstoffkonzen-
trationen (B). C und D: Ausgewahlte Fern-UV-CD-Spektren (GdnHCI: C, Harnstoff: D). Die Spektren wurden
fiir die Darstellung in C und D mit dem Programm SigmaPlot gegléittet. Die Messungen wurden in 50 mM Na-
Acetat-Puffer, pH 5,5, und den entsprechenden Denaturanskonzentrationen bei einer Proteinkonzentration von
9,8 uM (GdnHCI) bzw. 5 pM (Harnstoff) nach 20 h Inkubation durchgefiihrt (3.4.2).
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; 5000 | P Abbildung 4.28: GdnHCl-induzierte Ubergangskurve
g - § der PLD2 mittels Fern-UV-CD-Spektroskopie.
‘; -8000 o ..o . GdnHCl-induzierte Faltung (rot, 9,5 pM PLD2, zuvor fir
g ! ® 24 h bei 5 M GdnHCI inkubiert) bzw. Entfaltung (schwarz,
@© -10000 1 4,5 pM PLD2; griin, 9,8 pM PLD2). Fiir die Messungen wur-
- ‘ ‘ ‘ ‘ de die PLD2 fiir 20 h in 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5,
0 1 2 3 4 5 und den entsprechenden GdnHCl-Konzentrationen inkubiert.
[GdnHCI] (M) Aufgetragen ist die Molare Elliptizitdt bei 220 nm.

mit dem zweiten Ubergang der mittels Fluoreszenz detektierten Tertidrstrukturent-
faltung (3,1 M GdnHCI, Abb.[4.26/A, Tab.[4.8), die jedoch bei hundertfach geringerer
Proteinkonzentration untersucht wurde. Der erste Ubergang war mittels Fern-UV-CD-
Spektroskopie nicht detektierbar; die Spektren des nativen Enzyms und der teilentfal-
teten PLD2 unterscheiden sich im Bereich von 1,5 bis 2,8 M GdnHCI nicht signifikant
(Abb.. In 4 M bis 8 M Harnstoff waren die Fern-UV-CD-Spektren ebenfalls dem
Nativspektrum der PLD2 ahnlich. Zwischen 4 und 6 M Harnstoff sinkt die Intensitat
der Elliptizitat bei 205 — 230 nm sogar. Aufierdem wurde eine leichte Verschiebung
des globalen Minimums zu niedrigeren Wellenlangen detektiert (5 nm). Eine Erkla-
rung hierfiir ware eine Strukturinduktion und Versteifung durch das Denaturans.

In dem Kontur-Plot in Abb. ist der Ubergang mit einem Ubergangsmittel-
punkt bei 3,2 M GdnHCI anhand der Abnahme der Elliptizitat bei Wellenldngen gro-
Ber als 210 nm ersichtlich. Im Gegensatz dazu verlief in Gegenwart von Harnstoff
(Abb.) der mittels Fern-UV-CD-Spektroskopie beobachtbare Ubergang weniger
steil bei Konzentrationen von 8 bis tiber 9 M, wohingegen mittels Fluoreszenzspek-
troskopie ein sehr steiler Ubergang mit einem Ubergangsmittelpunkt bei 8 M Harn-
stoff (Abb.] beobachtet wurde. Um den zweiten reversiblen Ubergang der PLD2
anhand der Ubergangsmittelpunkte vergleichen zu kénnen, wurden die nach unter-
schiedlichen Inkubationszeiten und bei verschiedenen PLD2-Konzentrationen mit-
tels Fluoreszenz- bzw. Fern-UV-CD-Spektroskopie aufgenommenen Ubergangskur-
ven nach einem Zweizustandsmodell unter Verwendung von Gleichung[9] ausgewer -
tet und die Ubergangsmittelpunkte sind in Tab. angegeben. Die Betrachtung der
Ubergangsmittelpunkte der detektierten (zweiten) Uberginge zeigt eine leichte Ver-
schiebung der Ubergangsmittelpunkte in GAnHCI und eine deutlichere Verschiebung
bei Harnstoff, die von der Inkubationszeit und der Proteinkonzentration beeinflusst
wird. Mit zunehmender Inkubationszeit kommt es zu einer Verschiebung des Uber-
gangsmittelpunkts zu hoheren Denaturanskonzentrationen, die durch hoéhere Prote-

inkonzentrationen beschleunigt, moglicherweise sogar verstarkt wird. Das weist klar
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Tabelle 4.8: Ubergangsmittelpunkte des zweiten Ubergangs der PLD2.

Die Ubergangsmittelpunkte wurden aus den GdnHCl-induzierten (schwarz) bzw. Harnstoff-induzierten (blau)
Ubergangskurven unter Verwendung von Gleichung@] ermittelt. Die Korrelationskoeffizienten der Anpassung lagen
jeweils iiber 0,98.

[PLD2| (uM) Methode Inkubationszeit [Denaturans| 1 (M)
0,068 Fluoreszenz (Entfaltung) 20 h 3,051
0,068 Fluoreszenz (Faltung) 20 h 2,987
0,068 Fluoreszenz (Entfaltung) 4 Wochen 3,166
0,068 Fluoreszenz (Faltung) 4 Wochen 3,128
0,272 Fluoreszenz (Entfaltung) 20 h 3,130
0,272 Fluoreszenz (Entfaltung) 3d 3,186
0,272 Fluoreszenz (Entfaltung) 1 Woche 3,251
0,272 Fluoreszenz (Entfaltung) 2 Wochen 3,308
0,272 Fluoreszenz (Entfaltung) 3 Wochen 3,321
0,272 Fluoreszenz (Entfaltung) 4 Wochen 3,321

4,5 Fern-UV-CD (Entfaltung) 20 h 3,107
9,8 Fern-UV-CD (Entfaltung) 20 h 3,171
9,5 Fern-UV-CD (Faltung) 20 h 3,209
0,1 Fluoreszenz (Entfaltung) 20 h 7,749
0,1 Fluoreszenz (Entfaltung) 1 Woche 8,136

auf eine Abhéngigkeit von der Proteinkonzentration und daher auf die Beteiligung von
Aggregationsprozessen hin.

Die in den GdnHCIl- und Harnstoff-induzierten Entfaltungsstudien von PLD2
beobachteten Zweischrittentfaltungen mit der Bildung einer tiber gréfere Dena-
turansbereiche vorhandenen teilweise denaturierten Spezies, die im Folgenden als
teilentfaltete PLD2 bezeichnet wird, sind in Abb. in Form normierter Uberginge

zusammengefasst.
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Abbildung 4.29: Sekundér- und Tertidrstrukturentfaltung der PLD2 im Vergleich zur Aktivitét.

Die Sekundérstrukturentfaltung (rot) entspricht den Datenpunkten bei 220 nm aus Abb.[4.27] fiir GdnHCI (A)
bzw. Harnstoff (B) und wurde im Falle von GdnHCI unter Verwendung von Gleichung[9 und [10] normiert. Die
Tertidrstrukturentfaltung (schwarz) entspricht den Datenpunkten nach 20 h Inkubation aus Abb.[4.26] Zum bes-
seren Vergleich wurden die mittels Fluoreszenzspektroskopie erhaltenen Ubergédnge anhand ihrer Amplituden mit
den oben genannten Gleichungen umgerechnet. Die Aktivitat (griin) entspricht den Datenpunkten aus Abb,
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Zweischrittentfaltungen wurden in der Literatur z. B. fiir Glycyl-tRNA Synthetase [48],
Faktor VIla [75], SecA Protein [205] und Lipoxygenase-1 [215] beschrieben. Im Falle
des SecA Proteins wie auch des Faktor VIla konnten den einzelnen Ubergingen die
Entfaltung separater Domanen zugeordnet werden, und die Entfaltung verlief voll-
standig reversibel [75] 205]. Im Fall der Lipoxygenase-1 wurde die irreversible Harn-
stoff-induzierte Entfaltung bei drei pH-Werten untersucht, wobei in allen Fallen zwei
getrennte Ubergénge erhalten wurden, deren Lage und Amplitude sich aber stark von-
einander unterschieden [215]. Dies wurde auf die sequenzielle Entfaltung der beiden
Doménen zuruckgefiihrt, wobei ionische Wechselwirkungen die Doméaneninterakti-
on stark verdndern und die Ergebnisse bei den verschiedenen pH-Werten erklaren
[215]. Die dimere Glycyl-tRNA Synthetase dissoziert bei geringen Denaturanskon-
zentration reversibel zu Monomeren, ohne dass strukturelle Anderungen detektiert
werden konnten [48]. Diese nativ-dhnlichen Monomere aggregierten infolge des irre-
versibel verlaufenden ersten Uberganges und das betrachtete Intermediat stellte ein
polydisperses Aggregat dar [48]. Der zweite Ubergang verlief sehr steil und reversibel,
die Proteinaggregate dissozierten wieder in Monomere [48]. Die Entfaltung der Glycyl-
tRNA Synthetase dhnelt damit der Entfaltung der PLD2.

Doméanen werden als selbststiandig und reversibel faltende Module betrachtet [101),
162]. Die Tatsache, dass mittels Fern-UV-CD-Spektroskopie nur ein Ubergang be-
obachtet wird, ist ein wichtiger Hinweis, dass bei der PLD2 keine getrennte Doma-
nenentfaltung auftritt. Der fast vollstindige Erhalt der nativen Sekundarstruktur
nach dem mittels Fluoreszenzspektroskopie detektierten ersten Ubergang (Abb.
koénnte durch eine Reorganisation der einzelnen Doméanen zustande kommen und die
Proteinoberflache verandern, was im Weiteren zu der beobachteten Aggregation und
Prazipitation fihrt. Diese zunehmende Aggregation erklart die langsame Verschie-
bung des ersten Uberganges zu geringeren Denaturanskonzentrationen bei steigender
Inkubationszeit. Ein Vergleich der mittels Fluoreszenz detektierten Ubergangskurven
der beiden Denaturanzien zeigte, dass der erste Ubergang in GdnHCI bei sehr gerin-
gen Konzentrationen im Gegensatz zu Harnstoff stattfand. Dabei muss der Salzcha-
rakter des GAnHCI in die Betrachtung einbezogen werden, da er eine Erhéhung der
Ionenstarke bewirkt und dadurch die PLD-Aggregation beschleunigt . Ahnlich
wie bei der Lipoxygenase-1 [215] unterscheiden sich die Entfaltungskurven der PLD2
bei pH 5,5 und pH 7,0 [91] hinsichtlich Steilheit und Lage der Ubergangsmittelpunk-
te, was somit ebenfalls auf die Beteilung von ionischen Wechselwirkungen hinweist.
Die auftretende Prazipitation im Bereich von 0,1 bis 1,5 M GdnHCI bzw. 2 bis 4 M

Harnstoff fihrte zu der Vermutung, dass es sich bei h6heren Denaturanskonzentrati-
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onen, bei denen die teilentfaltete Spezies stabil ist, auch um lésliche Proteinaggregate
handeln koénnte. Diese Annahme wird durch den oben beschriebenden Einfluss der
Proteinkonzentration auf die Lage des Ubergangsmittelpunkts des reversiblen Uber-
gangs bestatigt. Wahrend fiir Harnstoff der reversible Ubergang grofe Unterschie-
de bei der Sekundar- und Tertidrstrukturentfaltung zeigt (Abb.[4.29B), welche auf
die um zwei Grofienordnungen unterschiedlichen Proteinkonzentrationen zurtickge-
flhrt werden, zeigt sich far GAnHCI (Abb.[4.29A) nur ein geringer Unterschied (3,1 M
Tertiarstruktur- bzw. 3,2 M Sekundarstrukturentfaltung). Eine Ursache konnte hier
wiederum der Salzeffekt des GAnHCI sein (wie oben diskutiert). Der zweite Ubergang
verlief fir beide Denaturanzien sehr steil, und bekraftigt die Vermutung, dass bei
hoheren Denaturanskonzentrationen 16sliche Proteinaggregate vorliegen, die dhnlich
wie fiir die Glycyl-tRNA Synthetase [48] wahrend des zweiten Ubergangs dissoziieren
und vollstandig entfalten.

Die mit zunehmender Inkubationszeit auftretende Verschiebung des zweiten Uber-
gangsbereichs zu héheren Denaturanskonzentrationen (Tab.[4.8) ware somit auch er-
klarbar. Durch die solubilisierende Wirkung des Denaturans wird die Aggregation
mit steigenden Denaturanskonzentrationen immer starker verlangsamt. Dem Gleich-
gewicht zwischen monomerer teilentfalteter und vollstandig entfalteter Spezies wird
durch Aggregation der teilentfalteten Spezies diese entzogen. Die von der Proteinkon-
zentration abhangige Aggregation kénnte somit das Gleichgewicht zu hoéheren De-
naturanskonzentrationen verschieben. Die teilentfaltete, tiber grofe Denaturansbe-
reiche vorhandene Enzymspezies kénnte z.B. durch ein aggregationsanfalliges Fal-

tungsintermediat entstehen und wurde deshalb genauer untersucht.

4.3.4.3 Charakterisierung der teilentfalteten PLD2

Im Folgenden werden die Eigenschaften der teilentfalteten Proteinspezies (bei 0,3 —
2,8 M GdnHCI1 bzw. bei 2,5 - 7,5 M Harnstoff) mit den Eigenschaften des nativen und
des vollstandig entfalteten Enzyms verglichen.

Analytische Ultrazentrifugation

Um die Molektilform zu untersuchen, wurde die analytische Ultrazentrifugation an-
gewendet. Die Sedimentation bzw. der Sedimentationskoeffizient eines Partikels ist
abhéngig von dessen Molekulargewicht und Form. Anhand der apparenten molekula-
ren Masse von 86,7 kD (Gleichgewichtslauf) konnte die vollstdndig denaturierte PLD2
bei 5,6 M GdnHCI bei einer Proteinkonzentration von 0,3 mg-ml~! wie das native

Enzym als monomer identifiziert werden. Bei 1,0 und 2,5 M GdnHCI bzw. 5,0 und
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6,0 M Harnstoff konnte dagegen keine monomere Enzymspezies detektiert werden.
Sedimentationskonstanten im Bereich von 13,05 bis 20,22 Svedberg-Einheiten (na-
tiv: 5,06, wiesen auf extrem heterogene Oligomere oder vielmehr Aggregate
hin. Die teilentfaltete PLD2 ist also im Gegensatz zum nativen und vollstandig dena-
turierten Enzym als hochaggregierte Spezies anzusehen. Trotz der Heterogenitat der
Aggregate konnte anhand der Sedimentationskonstanten festgestellt werden, dass die

Aggregate in GAnHCI grofier waren als in Harnstoff.

Acrylamid-Quenchen

Fluoreszenz-Quench-Experimente mit Acrylamid wurden als Ergdnzung zu den bis-
herigen spektroskopischen Untersuchungen durchgefiihrt, um weitere Informationen
uber die Umgebung und insbesondere tber die Zuganglichkeit der Tryptophanres-
te zu bekommen. Neben dem nativen und vollstandig denaturiertem Protein (5 M
GdnHCI]) wurden die teilentfaltete PLD2 bei 1,0 M und 2,5 M GdnHCI untersucht.
Der Vergleich mit N-Acetyl-Tryptophanamid (NATA) als Referenz fur vollig 16sungsmit-
telexponierte Tryptophanreste zeigte, dass die Tryptophanreste sogar im vollstandig

denaturierten Zustand nicht voll zuganglich waren (Abb.[4.30).
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Abbildung 4.30: Acrylamid-Quenchen von PLD2 unter Nativ- und Entfaltungsbedingungen.

A: Stern-Volmer-Auftragung. B: Aufgetragung nach Lehrer. C: Relative Wellenldngenverschiebung des Fluores-
zenzemissionsmaximums. Die Messungen wurden in 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5, bei den entsprechenden
Denaturanskonzentrationen und bei einer Konzentration von 0,5 pM PLD2 bzw. 12,5 pM NATA durchgefiihrt
. Die Anpassung nach Stern-Volmer erfolgte nach Gleichung bzw. nach Lehrer-Auftragung nach Glei-
chung wobei bei letzterer fiir die Anpassung nur die niedrigen Acrylamidkonzentrationen (< 0,25 M Acrylamid)
berticksichtigt wurden (R? > 0,998). Die ermittelten Konstanten sind in Tab. zusammengefasst.
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Tabelle 4.9: Acrylamid-Quenchen.
Die Stern-Volmer-Auftragung wurde nach Gleichung[II] bzw. die Auftragung nach Lehrer nach Gleichung[I2] aus-
gewertet. Die relative Zugénglichkeit wurde auf Kgv bzw. Kerp von NATA bezogen.

V (M™Y) Ksy MY % NATA  f  Kgr (M™Y) % NATA

Probe

Stern-Volmer Stern-Volmer Stern-Volmer  Lehrer Lehrer Lehrer
NATA 0,849 26,42 100,0 1,07 18,45 100,0
PLD2 nativ <0,01 1,46 5.5 062 331 17,9
PLD2 1,0 M GdnHCI 0,237 3,26 12,3 0,69 7,48 40,5
PLD2 2,5 M GdnHCI 0,298 2,96 11,2 0,80 4,98 27,0
PLD2 5,0 M GdnHCI 0,618 8,49 32,1 1,03 8,24 44,7

Die Stern-Volmer-Auftragung (Abb.[4.30A) zeigte anhand des nichtlinearen Kurven-
verlaufs Anteile statischen Quenchens (V), die durch die Anpassung nach Glei-
chung vom dynamischen Quenchen (Kgy) separiert werden konnten (Tab. [571.
Die Tryptophanreste des nativen Enzyms sind am wenigsten zuganglich. Bei 1,0 bzw.
2,5 M GdnHCI zeigte die teilentfaltete PLD2 ein sehr ahnliches Quenchverhalten, das
zwischen dem des nativen und des denaturierten Enzyms lag. Die Tryptophanreste
der teilentfalteten PLD2 bei 1,0 M GdnHCI waren jedoch geringfligig starker zugang-
lich als die der teilentfalteten PLD2 bei 2,5 M GdnHCI.

Durch die Auftragung nach Lehrer (Abb.[4.30B) wird insbesondere der Anteil leicht
zuganglicher Tryptophanreste ermittelt [58, [124]. Aus der Quench-Konstante (K.,
Tab.[4.9) 148t sich ablesen, dass die Tryptophanreste des nativen Enzyms am wenigs-
ten zuganglich sind, dann folgen die teilentfaltete PLD2 bei 2,5 M, dann die teilent-
faltete PLD2 bei 1,0 M und am starksten kénnen die Tryptophanreste des Enzyms in
5,0 M GdnHCI gequencht werden. Die geringere Zuganglichkeit der Tryptophanreste
der teilentfalteten PLD2 bei 2,5 M GdnHCI im Vergleich zu 1,0 M GdnHCI1 kénnte auf
grofiere Aggregate bei hoheren GdnHCIl-Konzentrationen hindeuten. Aus dem f-Wert
der Lehrer-Auftragung kann abgeleitet werden, dass von den quenchbaren Trypto-
phanresten beim nativen Enzym 62 %, bei 1,0 M GdnHCI1 69 %, bei 2,5 M GdnHCI
80 % und bei 5,0 M GdAnHCI 100 % der Tryptophanreste initial zugénglich waren. Der
Anteil sofort zuganglicher Tryptophanreste nahm erwartungsgemaf mit steigender
GdnHCI-Konzentration zu, auch wenn die Enzymspezies bei 2,5 M GdnHCI weniger
gequencht wurde als bei 1,0 M GdnHCI.

Bei den Fluoreszenz-Quench-Experimenten ergab sich eine Blauverschiebung der
Fluoreszenzemissionsmaxima (Abb.), die sich aus der Tatsache ergibt, dass zu-
erst die dem Medium zugewandten Tryptophanreste gequencht werden, welche durch
die hydrophilere Umgebung bei ldngeren Wellenlangen emitieren [58]. Die Verschie-
bung der Emissionsmaxima fiir die teilentfaltete PLD2 bei 2,5 M GdnHCI] war dop-
pelt so stark im Vergleich zu allen anderen Bedingungen, was darauf hinweist, dass
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hier der Anteil der gequenchten (und dem Medium zugewandten) Tryptophanreste
zu nicht-gequenchten (und in hydrophober Umgebung liegenden) Tryptophanresten
besonders hoch ist. Diese Beobachtung verstarkt die Annahme, dass sich bei dieser
GdnHCIl-Konzentration grof3e Aggregate bilden, wobei nur die oberflachennah liegen-

den und dem Medium zugewandten Tryptophanreste gequencht werden konnten.

Limitierte Proteolyse

Bei der Faltung und Entfaltung auftretende Unterschiede in der Enzymstruktur kén-
nen mittels limitierter Proteolyse sichtbar gemacht werden, wenn sich diese auf die
proteolytische Angreifbarkeit des Proteins auswirken [72], [73, [96]. Bisherige Proteo-
lysestudien an PLD2 zeigten, dass dieses Enzym auch unter Nativbedingungen sehr
leicht von Proteasen angegriffen wird [247]. Um die Struktur der teilentfalteten PLD2
zu untersuchen, wurden neben dem nativen Enzym auch Proteolysestudien in Ge-
genwart von GdnHCl-Konzentrationen (0,3; 0,6; 1,0 M) bzw. Harnstoff (3,0; 5,0 M)
durchgeftihrt. Thermolysin und Proteinase K haben bei diesen Denaturanskonzen-
trationen noch eine ausreichende Aktivitat (U. Arnold, persénliche Mitteilung).

Die von Younus et al. [247] bei Proteolysestudien mit Thermolysin identifizierten tran-
sienten Fragmente der PLD2 konnten bestatigt werden (Abb.[4.31A). Zudem konnten
bei Proteinase K (Abb.[4.31B) ahnliche transiente Fragmente (Abbau nicht gezeigt) wie
bei Thermolysin detektiert werden.

Thermolysin (Abb.[4.3I[C und D) und Proteinase K (nicht gezeigt) bauten die PLD2
mit steigenden GdnHCI-Konzentrationen immer schneller ab. Dabei entstanden in
geringerem Umfang die gleichen definierten Fragmente wie unter Nativbedingungen
(Abb.). In Gegenwart von Harnstoff war der Abbau der PLD2 fiir beide Proteasen
fragmentlos (nicht gezeigt).

Bei den durchgefiihrten Proteolysestudien traten dhnliche Fragmentmuster auf. Das
koénnte darauf hinweisen, dass die gleichen Strukturen angreifbar sind und diese sich
im untersuchten Denaturanskonzentrationsbereich nicht &ndern. Der beschleunigte
Abbau in Gegenwart der Denaturanzien weist jedoch auf eine Destabilisierung des

nativen Proteins und der Fragmente hin.

Bindung von ANS

Der Fluoreszenzmarker ANS wird verwendet, um strukturelle Eigenschaften von Pro-
teinen zu untersuchen [230]. Die Bindung von ANS an l6sungsmittelexponierte hy-
drophobe Bereiche des Proteins ist mit einer sehr starken Erhéhung der ANS-Fluo-
reszenz (>420 nm) verbunden [230]. Insbesondere Proteine im molten globule Zustand

besitzen eine meist hohe Bindungsfahigkeit fiur ANS [120].
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Abbildung 4.31: Limitierte Proteolyse von PLD2 unter nativen und denaturierenden Bedingungen.
Die limitierte Proteolyse wurde in 10 mM Na-Pipes, pH 7,0, 1 mM CaCl; (A, B) und unter Zugabe von 0,6 M
GdnHCI (C) bzw. 1 M GdnHCI (D) bei Raumtemperatur durchgefiihrt (3.3.6). In A, C und D wurde mit
5 pg-ml™ Thermolysin, in B mit 1 pg-ml™' Proteinase K und jeweils 140 pg-ml~! PLD2 (Pfeil) inkubiert.
In Bahn 1 wurde der Proteingréftenstandard aufgetragen. Die Proben in Bahn 2 bis 13 wurden zu den
folgenden Zeitpunkten genommen (2: 50 s; 3: 95 s; 4: 160 s; 5: 225 s; 6: 6 min; 7: 8 min; 8: 11,5 min; 9: 15,25 min;
10: 20 min; 11: 27 min; 12: 38,5 min; 13: 50 min).

ANS bindet bereits native PLD2 sehr stark (Abb.|4.32/A), was auf ausgedehnte hydro-
phobe (amphiphile) Bereiche der PLD2 hinweist. Diese Bereiche sind vermutlich auch
fiir die hohe Aggregationsneigung verantwortlich, ihre Funktion kénnte in der Mem-
bran- bzw. Substratbindung liegen. Anhand der sich verandernden Eigenschaften der
Protein- und ANS-Fluoreszenz wurde abgeschatzt, dass die Dissoziationskonstante
fiir den PLD2-ANS-Komplex im Bereich von 10 uM liegt. Fiir weitere Messungen wur -
den 10 pM ANS verwendet, da bei dieser ANS-Konzentration Protein- und ANS-Fluo-
reszenz gut detektierbar waren.

Zur Charakterisierung der teilgefalteten PLD2 wurde die Entfaltungskinetik bei 1 M
GdnHCI in Gegenwart von ANS gemessen (Abb.[4.32B). Im Vergleich zur Entfaltungs-
kinetik in Abwesenheit von ANS verdnderte die Gegenwart von ANS nicht die Ent-
faltungsgeschwindigkeit; unabhangig vom Zeitpunkt der ANS-Zugabe (ANS-Bindung
an das native Enzym oder ANS-Zugabe gekoppelt mit Denaturanszugabe). Die Ent-
faltung konnte auch tber die Zunahme der ANS-Fluoreszenz bei 480 nm detektiert
werden (Abb.|4.32B), was zeigt, dass bei der teilentfalteten PLD2 im Gegensatz zum

nativen Enzym weitere hydrophobe Bereiche exponiert oder die bereits gebundenen

ANS-Molekiile abgeschirmt werden.
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Abbildung 4.32: ANS-Bindung an PLD2.

A: Fluoreszenzspektren in Gegenwart steigender ANS-Konzentrationen. B: Entfaltungskinetik bei 1 M GdnHCl
in Abwesenheit von ANS (griin) und in Gegenwart von 10 ptM ANS (rot und schwarz), verfolgt iiber die Abnah-
me der Proteinfluoreszenz bei 335 nm (griin und schwarz), bzw. die Zunahme der ANS-Fluoreszenz bei 480 nm
(rot). Die PLD2 wurde zuvor mit ANS inkubiert (geschlossene Symbole) bzw. die Zugabe von ANS und GdnHCI
erfolgten simultan (offene Symbole). C und D: Verschiebung des Fluoreszenzemissionsmaximums des ANS (rot)
und maximale ANS-Fluoreszenzintensitit (schwarz) in Abhéngigkeit von der GdnHCI- (C) bzw. Harnstoffkon-
zentration (D). Die Aufnahme der Spektren bzw. Kinetik erfolgte in 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5, bei einer
Proteinkonzentration von 0,1 nM nach Anregung bei 278 nm.

Durch die Bindung an hydrophobe Oberflachen des Proteins kann ANS die Aggrega-
tionsanfalligkeit von Proteinen verandern (verringern oder vergréfiern) [3, [118]. Dass
sich in Gegenwart von ANS die Entfaltungsgeschwindigkeit der PLD2 nicht verandert,
kann als ein Indiz gewertet werden, dass die veranderten Fluoreszenzeigenschaften
der teilentfalteten PLD2 nicht erst durch die Aggregation entstehen. Die unterschiedli-
che Potenz der Faltungsintermediate bzw. des nativen Enzyms ANS zu binden, wurde
durch die Aufnahme von Ubergangskurven in Gegenwart von ANS untersucht.

Die erhaltenen Ubergangskurven wurden anhand der maximalen ANS-Fluoreszenzin-
tensitdit und der Fluoreszenzemissionsmaxima der ANS-Fluoreszenz ausgewertet
(Abb. und D). Die ANS-Fluoreszenzintensitat nahm mit steigender Denaturans-
konzentration sukzessive ab, jedoch stieg bei 0,3 bis 2,5 M GdnHCI bzw. 4 bis 6 M
Harnstoff die Intensitidt nochmals an. Mit der vollstindigen Entfaltung des Prote-
ins im zweiten strukturellen Ubergang geht die Fahigkeit, ANS zu binden, verloren.
Betrachtet man das Fluoreszenzemissionsmaximum des ANS, so war im Falle von
GdnHCI eine Schulter bei 0,3 bis 0,8 M zu beobachten, die bei Harnstoff nicht auf-
trat. Die PLD2-Entfaltung in Anwesenheit von ANS adhnelte der in Abwesenheit von
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ANS, was anhand der Proteinfluoreszenz sichtbar wurde (nicht gezeigt). Uber den
gesamten Konzentrationsbereich (0,3 - 2,8 M GdnHCI bzw. 2,5 - 7,5 M Harnstoff)
verandert sich das ANS-Fluoreszenzemissionsmaximum und damit auch das ANS-
Bindungsverhalten der teilentfalteten PLD2 nur sehr wenig und ist im Vergleich zum
vollstdndig entfalteten Protein relativ nativ-dhnlich. Die beobachteten Intensitatsan-
derungen der maximalen ANS-Fluoreszenzintensitat weisen jedoch auf strukturelle
Veranderungen der Proteinoberflache hin.

Die entstehende teilentfaltete PLD2 in der Kinetik zeigt starkere ANS-Fluoreszenz als
das native Enzym (Abb.). Die in diesem Denaturansbereich bei den Ubergangs-
kurven in Abb.[4.32[C und D vorliegenden heterogenen Aggregate der teilentfalteten
PLD2 zeigen jedoch keine stdrkere ANS-Fluoreszenzintensitit als das native Enzym.
Somit existieren mindestens drei verschiedene ANS-bindende Enzymspezies mit un-
terschiedlichen Bindungseigenschaften. Die scheinbar schwéchere Bindung an die
teilentfaltete PLD2 kénnte aber auch auf eine verminderte Anzahl an Bindungsstellen
infolge der Aggregation zurtickgefiihrt werden.

Fur eine Vielzahl von Proteinen konnten Faltungsintermediate nachgewiesen werden,
die ANS stark binden und weitere fur den molten globule Zustand typische Eigen-
schaften aufwiesen [15, |67, 186, [198]. Dabei zeigte jeweils das Intermediat die hochste
Bindung an ANS verglichen mit dem nativen und dem denaturierten Protein. Fur
die apikale Doméane von GroEL wurde ebenfalls ein Faltungsintermediat vermutet,
obwohl dhnlich wie bei der PLD2 lediglich eine Schulter im ANS-Bindungsverhalten
detektiert wurde, da auch das native Protein bereits stark ANS bindet [78].

Fern-UV-CD-Spektren

Abschliefend sollen die Fern-UV-CD-Spektren der PLD2 unter nativen und verschie-
denen denaturierenden Bedingungen verglichen werden (Abb.[4.33). Die Fern-UV-
CD-Spektren von PLD2 in Gegenwart von 1 bzw. 2,4 M GdnHCI, bei pH 2,0 sowie des
thermisch denaturierten Proteins unterscheiden sich im Bereich von 205 bis 260 nm

nur geringfligig vom nativen Enzym (Abb.4.33), was fir eine sehr dhnliche Sekun-
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5000 1 5 M GdnHCl Abbildung 4.33: Fern-UV-CD-Spektren der PLD2.
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darstruktur spricht. Unterhalb von 205 nm sinkt die Elliptizitat der verschiedenen
teilentfalteten Zustande unterschiedlich stark ab. Die Bande bei 190 nm entspricht
dem 7 — 7* Ubergang, welcher bei §-Faltblattstrukturen im Vergleich zu a-Helices
zu groferen Wellenlangen verschoben ist. Zudem ist das Signal von a-helikalen
Bereichen konzentrationsbezogen wesentlich intensiver [106, [107]. Die geringere
Elliptizitat bei Wellenlangen unterhalb von 205 nm und die insbesondere in 1 M
GdnHCI beobachtete Verschiebung des Maximums zu ldngeren Wellenldngen kénnte
somit auf einen verringerten helikalen Anteil verbunden mit einer Zunahme an (-
Faltblattstrukturen hinweisen. Diese Verdnderungen des Sekundarstrukturgehalts
werden haufig bei Proteinaggregation beobachtet (2.1.4). Aggregate fithren aufierdem
zu Streulicht, welches die CD-Messungen stéren kann [107]. Da der Streulichtanteil
mit abnehmender Wellenldnge exponentiell steigt, konnte gerade der betrachtete
Wellenldngenbereich (unterhalb 205 nm) durch streulichtverursachende Aggregate
verfilscht werden und daher ebenfalls zu der beobachteten Abnahme der Elliptizitat

fahren.

Die mittels Fluoreszenz-Quench-Experimenten, limitierter Proteolyse, ANS-Bindung
und Fern-UV-CD-Spektroskopie festgestellten wenigen strukturellen Verdnderungen
der teilentfalteten PLD2 gegentiber dem nativen Enzym weisen auf einen nativ-ahn-
lichen Zustand hin, welcher jedoch sehr aggregationsanfillig (Analytische Ultrazen-
trifugation) ist. Die teilentfaltete PLD2 der Denaturans-induzierten Entfaltung sowie
Temperatur- und Saure-entfaltete PLD2 besitzt Eigenschaften, die dem molten globule

Zustand entsprechen.

4.3.4.4 Reaktivierungsversuche anhand von Doppelsprungexperimenten

Um die Irreversibilitat des ersten Entfaltungsschritts zu Uberprifen, wurden
umfangreiche Renaturierungsversuche und Doppelsprungexperimente durchgefiihrt.
Fur die Renaturierungsversuche wurde die PLD2 in Form von inclusion bodies herge-
stellt, mittels GdAnHCI oder Harnstoff solubilisiert [91] [189] und fir Ruckfaltungsver-
suche die in Tab. aufgefithrten Bedingungen getestet. In Ubereinstimmung mit
Schaffner [189] konnte in keinem Fall PLD-Aktivitat gefunden werden.

Fur die Doppelsprungexperimente wurden verschiedene denaturierte Zustédnde der
PLD2 untersucht: Die vollstandig entfaltete PLD2 in 5 M GdnHCl und 9 M Harn-
stoff, die teilentfaltete PLD2 (1 und 2 M GdnHCI bzw. 4 und 6 M Harnstoff), der
Saure- (pH 2,0) und Temperatur-induzierte Zustand (60 °C) sowie mittels 2 M CaCls,
5 mM (N-Cetyl-N,N,N-trimethyl)-ammoniumbromid (CTAB) und 10 mM SDS dena-
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turierte PLD2. Nach Inkubation (entsprechend der jeweiligen Inaktivierungs- bzw.
Entfaltungskinetik 5 x T, bei den jeweiligen denaturierenden Bedingungen
erfolgt der Riicksprung zu Nativbedingungen, wobei eine Reihe von Zusatzen unter-
sucht wurde (Tab.[4.10). Das nativ gefaltete Protein sollte durch Aktivititsmessungen
detektiert werden.

Es konnte in keinem Fall eine Reaktivierung gemessen werden. Weder der Zusatz
faltungsunterstiitzender Salze wie Arginin, Tris oder (NH4)2SO, bzw. des fur die Ak-
tivitat notwendigen CaCly; noch einer Reihe anderer Additive (Tab. [35] [184] in
Verbindung mit der Variation von Puffer, PLD2-Konzentration, Temperatur und Inku-
bationszeit konnten eine Faltung des Enzyms ermdglichen. Der Zusatz von Detergen-
zien (Tab. zur Hemmung der Aggregation teilgefalteter Spezies wurde tiber einen
breiten Konzentrationsbereich getestet (0,0005 % bis 0,3 % (w/v)) und zeigte keine
positiven Einfltisse. Vielmehr wurde festgestellt, dass 10 mM SDS und 5 mM CTAB
die PLD2 irreversibel denaturieren. Auch der Zusatz von DTT zur Verhinderung der
Oxidation freier Cysteinreste, von EDTA zur Verhinderung der Bindung zweiwertiger
Ionen oder des Substrats PpNp fuhrte nicht zur Faltung der nativen Struktur.
Gellman und Mitarbeiter haben ein kinstliches Chaperon-System entworfen [40,
183], bei dem das Protein in einem ersten Schritt bei der Verdiinnung in nicht-de-
naturierende GdnHCI-Konzentrationen durch Detergenzien stabilisiert wird. In einem

zweiten Schritt werden die Detergenzien mit Hilfe von Cyclodextrinen vom Protein ent-

Tabelle 4.10: Parameter der experimentellen Bedingungen bei Faltungs- und Doppelsprungexperimen-
ten.

Die Zugabe der mit einem Stern markierten Substanzen wurde zusétzlich auch fiir die denaturierenden Bedingun-
gen getestet. Die apikale Doméne von GroEL wurde freundlicher Weise von PD Dr. R. Golbik (MLU, Halle) zur
Verfiligung gestellt.

Parameter Variation

Puffer 50 — 100 mM Na-Acetat, pH 5,5; 10 — 100 mM Na-Pipes, pH 7,0

Salze Arginin (0,1 — 1,0 M), Tris (0,01 — 1 M), (NH4)2S04 (0,1 — 1,0 M),
CaClsy (1 — 100 mM)

Detergenzien Brij 58P* (0,0005 — 0,2% (w/v)), Triton®X-100* (0,01 — 1 mM),
Tween®20* (0,01 - 1 mM), CTAB* (0,1 -1 mM), SDS* (0,001 — 1 mM)

weitere Additive Glycerol (5 —40% (v/v)), DTT* (1- 10 mM), GSH* (1 — 10 mM),

EDTA* (1 — 10 mM), PEG 6000 (0,1 — 0,5 g1~1), PpNp (12 mM),
BmimCl (1% (v/v)), apikale Doméne von GroEL (191-372) (15 nM),
Cyclodextrin (8 mM)

PLD2-Konzentration 5 — 100 pg-ml~!
Zeit 5 min — 1 Woche
Temperatur 4°C, 10 °C, 22 °C
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fernt, und dabei die Ruckfaltung erméglicht. Auch diese Methode fiihrte bei der PLD2
nicht zum Erfolg.

Fur die apikale Doméane von GroEL konnte gezeigt werden, dass sie die Faltung von
einer Reihe von Proteinen beschleunigt [31, [78| 248]. Die Faltung von bisher irre-
versibel denaturierten Proteinen wurde jedoch durch die alleinige Zugabe von GroEL
kaum verbessert und auch in vivo ist das komplette GroEL,.(GroESy), Oligomer fiir
das Uberleben der Zellen essenziell [17), [31]. Damit tibereinstimmend konnte in dieser
Arbeit durch Zugabe der apikalen Doméane von GroEL (191-372) keine PLD-Aktivitat
im Renaturierungsansatz der PLD2 detektiert werden.

Als Ursache fur die irreversible Entfaltung der PLD2 ware z. B. die cis/trans Isome-
risierung der 43 Prolinreste denkbar [102]. Im denaturierten Zustand liegen 10 bis
30 % der Peptidyl-Prolylbindungen eines Proteins in der cis-Konfiguration vor [23],
far die Ausbildung der nativen Struktur ist jedoch eine 100%ige Isomerisierung in
die jeweilige cis- bzw. trans-Konfiguration erforderlich. Das cis/trans-Gemisch der 43
Prolinreste der entfalteten PLD2 koénnte die Faltung in vitro so stark verlangsamen,
dass die Bildung des nativen Enzyms scheinbar vollstandig verhindert wird. Aufgrund
des partiellen Doppelbindungscharakters der Peptidbindung besitzt die cis/trans-Iso-
merisierung von X-Pro-Peptidbindungen eine hohe Aktivierungsenthalpie von unge-
fahr 83,7 kJ-mol~! (20 kcal-mol~') und ist eine langsame Reaktion mit Halbwertzeiten
von 10 bis 100 s [14], 23]. Da die PLD2 in 5 M GdnHCI bereits nach weniger als 3 s
vollstandig irreversibel entfaltet war, kann die cis/trans-Isomerisierung der 43 Pepti-
dyl-Prolylbindungen als moéglicher Grund fir die irreversible Reaktion ausgeschlossen
werden.

Native PLD2 besitzt keine Disulfidbriicken, vielmehr liegen alle acht Cysteine redu-
ziert vor [97]. Eine Oxidation der Thiolgruppen der Cysteinreste und die Bildung von
inter- oder intramolekularen Cystinresten kénnte die Ruckbildung der nativen Struk-
tur verhindern. Dieser Grund scheidet aber ebenfalls aus, da auch Entfaltung und an-
schlieBende Ruckfaltungsversuche unter stark reduzierenden Bedingungen (10 mM
DTT) nicht zu nativem Protein fihrten.

Die Hauptaufgabe zellularer Faltungshelfer (Chaperone) ist die Bindung und Stabi-
lisierung aggregationsanfalliger Faltungsintermediate, die entweder bei der Transla-
tion oder dem Transport in andere Kompartimente und infolge zelluldren Stresses
entstehen, damit diese die native Faltung (zurtick)erlangen kénnen [129]. Da mogli-
cherweise allein das Verhindern der Aggregation, z. B. durch Detergenzien, Glycerol
oder die apikale Doméane von GroEl, nicht zur Faltung der PLD2 fihrte, wird ver-

mutet, dass die Verhinderung der Aggregation vielleicht nicht ausreichend far das
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Erlangen der nativen Struktur der PLD2 ist. Netzer und Hartl [154] fusionierten zwei
Ein-Doméanen-Proteine durch einen flexiblen linker. Obwohl beide Proteine einzeln
effizient aus Denaturanzien renaturiert werden konnten, zeigte sich, dass das Fu-
sionsprotein in vitro und im bakteriellen Expressionssystem zu einem nicht-nativen
Intermediat faltete, wohingegen in eukaryontischen Expressionssystemen die Doma-
nen sequenziell falten konnten und ein intaktes Fusionsprotein gebildet wurde [154].
Die wachsende Bedeutung co-translationaler Faltung zeigt sich auch in der Zunahme
der durchschnittlichen Grofie der Proteine eukaryontischer Organismen im Vergleich
zu prokaryontischen Organismen [154]. Als Ursachen wurden die unterschiedlichen
Chaperon-Systeme und die 5- bis 10fach schnellere bakterielle Translation vermu-
tet [61, (154]. Die reduzierte Effizienz co-translationaler Faltung in E.coli wird von
Ellis und Hartl [61] fir die haufige Fehlfaltung oder inclusion body Bildung euka-
ryontischer Mehrdomanenproteine verantwortlich gemacht [61, [154]. Die rekombi-
nante Expression intakter PLD2 in E. coli ist nur unter Bedingungen moglich, die das
Wachstum und damit auch die Proteinbiosynthese stark verlangsamen (ohne Indukti-
on bei 15 °C). Weiterhin zeigte die fehlgeschlagene Herstellung funktionaler Doméanen
der PLD2, dass moglicherweise nur die komplette Priméarstruktur zur Bildung nativer
PLD2 fahrt, erklart jedoch nicht, warum ausgerechnet die N-terminal liegende C2-
Domaéne nicht hergestellt werden konnte. Eine mogliche Erklarung daftir kénnten die
notwendige Stabilisierung durch die folgende Doméane oder der Einfluss der fehlen-
den N-terminalen Aminosiuren sein (Abb.[4.7). Es wird vermutet, dass die PLD2 co-
translational in die native Struktur faltet. Dabei ist die Ausbildung der Wechselwir-
kungen zwischen den Domé&nen sehr wichtig und bereits geringe Strukturdnderungen

einzelner Bereiche zerstoren diese irreversibel.

4.3.4.5 Kinetische Betrachtung der Denaturans-induzierten Entfaltung

In Abhéngigkeit von der Denaturanskonzentration ergeben sich keine linearen Ver-
anderungen der einzelnen Fluoreszenzintensitaten; mit fortschreitender Entfaltung
sank die Fluoreszenz tiberwiegend bei 335 nm, wohingegen die Emission bei 355 nm
meist anstieg (Abb.. Der Quotient aus den Fluoreszenzintensitaten bei zwei ver-
schiedenen Wellenldngen kann als Maf3 fiir die Wellenlangenverschiebung des Fluo-
reszenzemissionsmaximums genutzt werden [56, (104]. Zur Verfolgung der Faltung
und Entfaltung wurde deshalb das Verhaltnis der maximalen Fluoreszenzintensita-
ten des nativen Enzyms (335 nm) bzw. denaturierten Proteins (355 nm) herangezo-

gen. Eine Analyse der Ubergangskurven hatte gezeigt, dass sich das Verhaltnis der

RF 335 nm

Fluoreszenzemissionen von RF 355 nm

proportional zur Wellenldngenverschiebung des
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Fluoreszenzmaximums verhielt, und somit als Sonde fir die Faltung bzw. Entfaltung
verwendet werden kann. Der Wert 1,3 entsprach dabei dem nativen Enzym, 1,1 bis
1,0 der teilentfalteten PLD2 nach dem ersten Ubergang und 0,7 dem vollstindig ent-
falteten Protein.

Fur die Aufnahme einer Entfaltungskinetik mittels stopped-flow Fluoreszenzspektro-
skopie konnte mit Hilfe eines cut-off Filters von 305 nm eine Abnahme der Fluores-

zenzemissionsintensitat detektiert werden.

Vergleich von Inaktivierung und Entfaltung

Bei ersten Experimenten zeigte sich, dass die GdnHCl-induzierte Entfaltung und In-
aktivierung (bei 1 M GdnHCI) in dem getesteten Proteinkonzentrationsbereich von
0,02 bis 2,00 uM von dieser unabhangig war (Abb.[4.34). Die gleichen Ergebnisse
wurden in 5 M Harnstoff erhalten (nicht gezeigt). Die mittels Fluoreszenz beobacht-

bare Entfaltung fahrt gleichzeitig zur Inaktivierung des Proteins.

Kinetik der GdnHCl-induzierten Entfaltung
Bis zu einer GdnHCI-Konzentration von 1 M verlief die Entfaltung einphasig und
es entstand eine Enzymspezies, deren Fluoreszenzeigenschaften der teilentfalteten
PLD2 der Ubergangskurve entsprachen (Abb.). Mit steigender GdnHCl-Konzen-
tration (0,2 - 3 M GdnHC]) stieg die Geschwindigkeitskonstante der ersten Phase an
(Abb.] und war zudem durch zunehmendes Absinken des Endpunkts der Pro-
gresskurve hin zum denaturierten Protein (glgg% von 1,0 bis 0,7, Abb.) ge-
kennzeichnet. Somit wurde die hier entstehende Enzymspezies der vollstandig entfal-
teten PLD2 immer dhnlicher. Ab einer Konzentration von 2 M GdnHCI konnte die erste
Entfaltungsphase nicht mehr manuell detektiert werden (Abb.), sondern wur-
de mittels stopped-flow Fluoreszenzspektroskopie gemessen (Abb.[4.35D). Oberhalb
einer Konzentration von 1 M GdnHCI war die Entfaltung zwei- (Abb.[4.35B) bzw. drei-
RF 335 nm

phasig und bei Auswertung tiber das Verhéltnis der Fluoreszenzemissionen (55

ergab sich ein Wendepunkt in den Progresskurven. Die zusétzlich auftretenden Pha-

102
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Abbildung 4.34: Vergleich der GdnHCl-induzierten Ent-
faltungs- und Inaktivierungskinetik.
103 ‘ ‘ Dargestellt sind die ermittelten Geschwindigkeitskonstanten der
0,01 01 1 10 Entfaltung (schwarz) und Inaktivierung (rot) in 1 M GdnHCI
in Abhéngigkeit der PLD2-Konzentration in 50 mM Na-Acetat-
[PLD2] (LM) Puffer, pH 5,5, (3.3.7.4, B-4.3).

96



4 Ergebnisse und Diskussion

11

o
©
S

1,2 A 10 D
gl E gl E SRS
w W L 0’8
@l @ xlee

0,7

Ly
=}

0,80

0,6

§ 0,1 ‘ I § 01 § 0,1 é 0,1
& 0 250 500 750 750 « 0 1000 2000 3000 « 0 5 10 15 20
Zeit (s) Zeit (s) Zeit (s) Zeit (s)
10t | X 11
E N v
wt " ]
a0 101 4 x
0 5 T
s 107 S 09 A Y
8 v
xo ‘{ c A v
103 AI hd w AﬂA v
. L 0,8 1 A v
104 | 8 * o
10% ‘ ‘ ‘ ‘ 07 MAAAAAZ)
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 6
[GdnHCI] (M) [GdnHCI] (M)
0,4 E
0,3 1 MAAAAM G 9 erste Phase (Fluoreszenz)
al N Loz o erste Phase (stopped-flow
o 02 ] A A 4 * T 7 @
s A as 2 Fluoreszenz)
2 | N S v zweite Phase (Fluoreszenz)
5 01 A A ~02 o .
£ A ;: dritte Phase (Fluoreszenz)
< 1 °
0.0 vvi'v"v I~ 0,1 "::S
* =
-0,1 Vv IS
: : 00 <
0 1 2 3 4 5

[GdnHCI] (M)

Abbildung 4.35: Kinetik der GdnHCl-induzierten Entfaltung der PLD2.

Entfaltungskinetik der PLD2 in 1,0 M (A), 1,6 M (B), 2,5 M (C) und 4,0 M GdnHCI (D) mit den Anpassungen
(oben) und den Residuen (unten). Die Kinetik wurden in 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,5, bei einer Proteinkon-
zentration von 0,1 pM durch Anregung bei 278 nm und Aufnahme der Fluoreszenzemission bei 335 und 355 nm
(A bis C) bzw. durch einen cut-off-Filter bei 305 nm (D, stopped-flow) aufgenommen. Die Auswertung erfolgte
fiir A, B und C anhand des Verhéltnisses der Fluoreszenzintensititen %.

E: Chevron-Auftragung fiir die GdnHCl-induzierte Entfaltung der PLD2. Die einzelnen Phasen wurden mit-
tels Fluoreszenz bei 335 und 355 nm detektiert und direkt sowie iiber das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitaten
% ausgewertet. F: Endpunkte der ersten Phase (rot) und der gesamten Kinetik (schwarz). G: Amplituden
der einzelnen Phasen aus E. Fiir F und G wurde die Kinetik anhand des Verhéltnisses der Fluoreszenzintensitaten

RF 335 nm
REF 355 nm ausgewertet.

sen zeigten mit steigender Denaturanskonzentration sinkende Geschwindigkeitskon-
stanten (Abb.[4.35F) sowie eine Verschiebung der Endpunkte der Progresskurven
ggg%) hin zur teilentfalteten PLD2 (Abb.). Die Fluoreszenzeigenschaften des
Endzustands dieser Progresskurven entsprachen denen der teilentfalteten Spezies der
Ubergangskurve und dhnelten auch denen des Endzustands der einphasigen Entfal-
tung (0,2 — 1 M GdnHCI; [4.3.4.2). Ab 3 M GdnHCI konnte nur noch eine Entfaltungs-
phase mittels stopped-flow Fluoreszenzspektroskopie detektiert werden (Abb.[4.35D).
Die fortschreitende Entfaltung der PLD2 fiihrte bei Denaturanskonzentrationen von 1
bis 3 M zur Bildung von sehr heterogenen Oligomeren bzw. Aggregaten S.[85).
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Es wird vermutet, dass ein entstehendes transientes Intermediat aggregiert, und dass
infolge der Aggregation Strukturen induziert werden. Die beobachtete Abnahme der
Geschwindigkeitskonstanten fir diesen Prozess wird durch die zunehmend solubili-
sierende Wirkung des Salzes GdnHCI erklart, die die Aggregation starker verlangsamt
als ihn die denaturierende Wirkung verbunden mit der schnelleren Bildung des tran-
sienten Intermediats beschleunigt.

Die Chevron-Auftragung (Abb.[4.35E) fiir die erste Phase zeigt zwei lineare Bereiche
(0,5-1,2 M und 2,0 - 5,0 M GdnHC]I), die im Konzentrationsbereich 1,2 bis 2 M
(Auftreten der weiteren Phasen) ineinander tibergehen und auf unterschiedliche Ent-
faltungsvorgange hinweisen. Neben der partiellen Entfaltung bei geringeren Dena-
turanskonzentrationen fiithren héhere Denaturanskonzentrationen zur vollstdndigen
Entfaltung der PLD2. Wegen der beteiligten Aggregationsprozesse wurde kO fiir die
globale Entfaltung jedoch lediglich anhand der Linearitit in der Chevron-Auftragung
(2,0 -5,0 M GdnHC]) durch Extrapolation auf 0 M GdnHCI abgeschétzt und sollte im
Bereich von 1072 s~! liegen.

Die Endpunkte der Progresskurven (Abb. ) besitzen einen Ubergangsmittelpunkt
bei 2,85 M GdnHCI und entsprechen der mittels Fluoreszenzspektroskopie gemesse-
nen Ubergangskurve (Abb.). Die Unterschiede bei der Kooperativitit und dem
Ubergangsmittelpunkt werden auf die weitere Verschiebung des Gleichgewichts in-
folge der Aggregation zuriickgefihrt (wie oben diskutiert). Die Endpunkte der ers-
ten Phase ergeben eine Ubergangskurve mit einem Ubergangsmittelpunkt bei 2,1 M
GdnHCI (Abb. ), welche die Entfaltung des transienten Intermediats ohne dessen
nachfolgende Aggregation betrachtet.

Die Amplitude der ersten Entfaltungsphase zeigte bei 1 M GdnHCI ein Maximum
(Abb.). Dies ldsst sich jedoch durch die Uberlagerung mit den im Folgenden
auftretenden weiteren Phasen erklaren, so dass nicht mehr die komplette Amplitude
gemessen werden konnte. Mittels stopped-flow Fluoreszenzspektroskopie nimmt die
Amplitude mit steigender GdnHCIl-Konzentration zu (Abb.[4.35(G). Die Amplitude der
zweiten Phase vergroferte sich im Ubergangsbereich der Entfaltung des transienten
Intermediats (2,1 M GdnHCI), wobei sie sich unterhalb von 2 M und oberhalb von
2,3 M GdnHCI nur sehr wenig veranderte (Abb.[4.35G). Die Amplitude der dritten
Phase anderte sich nicht (Abb.[4.35G).

Bei der kinetischen Betrachtung des reversiblen Vorgangs bei 3 M GdnHCI ergab sich
folgendes Bild. Die teilentfaltete PLD2 in 2,5 M GdnHCI konnte erst ab einer Konzen-
tration von 3,5 M GdnHCI messbar entfaltet werden, bei 4,0 M wurde eine Geschwin-

digkeit von 6,5-1073 s~! gemessen, ab 4,5 M GdnHCI war dieser Vorgang bereits zu
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schnell, und konnte manuell nicht mehr ausgewertet werden (nicht gezeigt). Die wei-
tere Entfaltung der teilentfalteten PLD2 verlauft also wesentlich langsamer als die
der nativen PLD2, was durch die zuséatzlich erforderliche Dissoziation der Aggregate
erklarbar ist.

Die Bildung des teilgefalteten Zustands aus dem vollstandig entfalteten Protein verlief
uber den gesamten Konzentrationsbereich so schnell, dass sie auch mittels stopped-
Jlow Fluoreszenzspektroskopie nicht detektiert werden konnte. Derartige ultraschnel-
le Phasen werden auch als burst-Phasen bezeichnet [207]. Die geringere Loslichkeit
des denaturierten Proteins sowie die hohere Stabilitdt hydrophober Wechselwirkun-
gen fiihren zum Kollaps des entfalteten Proteins entsprechend der veranderten Lo-
sungsmittelbedingungen [206, 207]. Bei diesem initialen Kollaps besteht insbeson-
dere fur grofiere Proteine eine hohe Wahrscheinlichkeit far Fehlfaltung, die zu einer
Reorganisationsbarriere fihrt [206]. Es wird angenommen, dass die monomere ent-
faltete PLD2 bei diesem Schritt kollabiert und sich dabei Sekundarstrukturelemente
ahnlich der teilentfalteten PLD2 bilden.

Kinetik der Harnstoff-induzierten Faltung und Entfaltung

Die Kinetik der Harnstoff-induzierten Entfaltung (Abb. dhnelte der Kinetik der
GdnHCl-induzierten Entfaltung (Abb.[4.35). Die Entfaltung, die oberhalb von 2,0 M
Harnstoff beobachtet werden konnte, verlief zunichst einphasig (Abb.), ab
5,6 M Harnstoff zweiphasig (wiederum uber ein transientes Faltungsintermediat) zur
teilentfalteten PLD2 (Abb.[4.36B). Wie bei der Kinetik der GdnHCl-induzierten Entfal-
tung (Abb.[4.35) war die erste Phase der Kinetik der Harnstoff-induzierten Entfaltung
durch eine Verringerung (zunehmende Entfaltung) und die zweite Phase durch eine

Erhohung (Bildung der teilentfalteten PLD2 aus dem transienten Intermediat) des be-

RF 335 nm

trachteten Verhéltnisses ( RE 355 nm

) gekennzeichnet, wobei sich wiederum ein Wende-
punkt in den Progresskurven ergab. Im Gegensatz zur GdnHCl-induzierten Entfaltung
(Abb.] trat bei der Harnstoff-induzierten Entfaltung nur eine weitere Phase mit
einer sehr kleinen Amplitude auf, deren Geschwindigkeitskonstante zudem nicht von
der Harnstoffkonzentration abhéangig war (Abb.[4.36E).

Die Endpunkte der Progresskurven (Abb.[4.36F) unterscheiden sich aufgrund der ge-
ringen Amplitude der zweiten Phase nur sehr wenig von den Endpunkten der ersten
Phase. Trotzdem entsteht wieder (vgl. Abb.[4.35F) die zu geringeren Denaturanskon-
zentrationen verschobene Ubergangskurve des transienten Intermediats mit einem

Ubergangsmittelpunkt bei 6,0 M Harnstoff. Fiir die Endpunkte der ersten Phase wird

ein Sprung bei 4,0 M Harnstoff ersichtlich, welcher ein Hinweis sein kénnte, dass
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Abbildung 4.36: Kinetik der Harnstoff-induzierten Faltung und Entfaltung der PLD2.
Entfaltungskinetik der nativen PLD2 bei 5,0 M (A) bzw. 6,6 M Harnstoff (B), Entfaltungskinetik bei 9,8 M
Harnstoff nach 24 h Inkubation bei 5 M Harnstoff (C), Faltungskinetik bei 6,5 M Harnstoff nach 24 h Inkubation
bei 9 M Harnstoff (D) mit den Anpassungen (oben) und den Residuen (unten). Die Kinetik wurde in 50 mM Na-
Acetat-Puffer, pH 5,5, bei einer Proteinkonzentration von 0,1 pM durch Anregung bei 278 nm und Aufnahme der
Fluoreszenzemission bei 335 und 355 nm aufgenommen. Die Auswertung erfolgte anhand des Verhéltnisses der
Fluoreszenzintensitéaten %.

E: Chevron-Auftragung fiir die Harnstoff-induzierte Faltung und Entfaltung der PLD2. Fiir die einzelnen Expe-
rimente ist die Startkonzentration in Klammern angegeben. Die einzelnen Phasen wurden mittels Fluoreszenz bei
335 und 355 nm detektiert und direkt sowie {iber das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitdten % ausgewer-
tet. F: Endpunkte und G: Amplituden der entsprechenden Phasen. Fiir F und G wurde die Kinetik anhand des

. . . o e 35
Verhéltnisses der Fluoreszenzintensitéaten 7§§ g‘f;’ R gusgewertet,.
L. 29 M

oberhalb dieser Konzentration bereits beide Phasen vorliegen und aufgrund ahnlicher
Geschwindigkeiten tiberlagert werden.

Die Amplitude der ersten Phase (Abb.[4.36(G) nimmt mit steigender Harnstoffkonzen-
tration zunachst langsam zu, mit Auftreten der zweiten Phase dann deutlich starker.
Die Amplitude der zweiten Phase ist im detektierten Bereich von der Harnstoffkon-
zentration unabhangig.

Die Entfaltung (> 8 M Harnstoff) der teilentfalteten PLD2 aus 5 M Harnstoff zum voll-
standig entfalteten Protein (Abb.] verlief langsamer als die vollstandige Entfal-
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tung der nativen Spezies (Abb.). Dabei traten zwei Phasen auf, deren Geschwin-
digkeitskonstanten mit zunehmender Harnstoffkonzentration anstiegen (Abb.4.36E),
wobei sich die Amplitude der schnelleren Phase im Bereich um 9,0 M Harnstoff ver-
groferte, die der langsamen Phase sich jedoch nicht veranderte (Abb.[4.36/G). In die-
sem Konzentrationsbereich veranderte sich zusatzlich der Endpunkt der beobachte-
ten Progresskurven (0,8 — 0,7; Abb.[4.36F). Erst oberhalb von 9,0 M Harnstoff liegt die
PLD2 vollstandig entfaltet vor, da fiir diese der Wert bei 0,7 liegen muss (vgl. [4.3.4.5]
S.[96).

Im Gegensatz zu GdnHCI ist die Bildung der teilgefalteten PLD2 aus dem entfalteten
Protein in Harnstoff messbar (Abb.[4.36D). Dabei verringert sich die Geschwindig-
keitskonstante der detektierten Faltungsreaktion mit steigender Denaturanskonzen-
tration (Abb.), wie es flur einen Faltungsvorgang erwartet wird [21]. Es muss
jedoch eine zweite, wesentlich schnellere Phase vorhanden sein, da von einem identi-
schen Anfangswert (9 M Harnstoff, ggg% = 0,7) ausgehend die gemessenen Ampli-
tuden (Abb.] sich verkleinerten, obwohl sich die Gesamtamplitude vergrof3erte
(Endpunkt minus Anfangswert). Diese burst-Phase wurde auch bei der GdnHCl-indu-
zierten Faltungskinetik beobachtet und als Ursache wird das Kollabieren des entfalte-
ten Proteins infolge der veranderten Losungsmittelbedingungen, ein als hydrophober
Kollaps bezeichneter Vorgang, angenommen (wie oben diskutiert). Da insbesondere
hydrophobe Wechselwirkung in Gegenwart von Salzen verstarkt werden, wird far die
beschleunigte Bildung der teilgefalteten PLD2 aus dem GdnHCl-induzierten entfalte-
ten Zustand der Salzcharakter des Denaturans vermutet. Die entstehende Protein-
spezies glich wiederum der teilentfalteten PLD2 der Ubergangskurve.

Die Diskussion der kinetischen Untersuchungen erfolgt im Zusammenhang mit dem

aufgestellten Modell (4.4).
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4.4 Zusammenfassende Diskussion

Abschliefend sollen die kinetischen Untersuchungen in Verbindung mit den protein-
chemischen und spektroskopischen Daten der PLD2 diskutiert werden.

Die native PLD2 wurde im Rahmen dieser Arbeit eindeutig als Monomer identifiziert

(4.1.2] 4.3.1.1). In den Entfaltungskurven war eine Zweistufenentfaltung mit einer
teilentfalteten Spezies bei 0,3 bis 2,8 M GdnHCI bzw. 2,5 bis 7,5 M Harnstoff er-
kennbar (Abb.[4.26). Die Entfaltungskinetik wies zudem auf ein transientes Faltungs-
intermediat hin (Abb.[4.35B, Abb.[4.36B). Die teilentfaltete Enzymspezies hatte eine
nativ-dhnliche Sekundarstruktur (Abb.[4.27), wohingegen mittels Nah-UV-CD-Spek-
troskopie keine geordnete Tertiarstruktur mehr detektiert werden konnte (4.3.4.2]

S.[80). Das Fluoreszenzemissionsmaximum dieser teilentfalteten Enzymspezies war
gegenuiber nativer PLD2 zu langeren Wellenlangen verschoben (Abb.[4.25) und die
Tryptophanreste sind leichter dem Lésungsmittel zuganglich als im nativen Enzym
(Abb.[4.30). Die weitere Charakterisierung des teilentfalteten Proteins mittels analy-
tischer Ultrazentrifugation ergab, dass hier heterogene Aggregate vorliegen; das voll-
standig entfaltete Protein war aber wiederum ein Monomer (4.3.4.3] S.[85). Die mittels
Fluoreszenzspektroskopie detektierte erste Entfaltungsphase fihrte zur Inaktivierung
(Abb.[4.34) und verlief irreversibel (4.3.4.4). Die Ergebnisse der Sekundarstrukturent-
faltung der PLD2 (Abb.[4.27) und die Fragmentstudien schlieffen eine separate
Entfaltung einzelner Doménen als Erklarung fiir die verschiedenen Ubergiange aus.
Auf der Basis dieser Ergebnisse wurde ein Modell fur die Entfaltung der PLD2 aufge-
stellt (Abb.[4.37). Dabei bezeichnet N das native Protein, I; bis Is Intermediate, A das
aggregierte und U das vollstandig entfaltete Protein.

Der erste Ubergang der Denaturans-induzierten Entfaltung wird durch die irreversi-
ble Bildung von A aus NN uber I; beschrieben. Das dabei entstehende Aggregat A so-
wie I; besitzen molten globule ahnliche Eigenschaften, wie nativ-dhnliche Sekundar-
struktur (Abb.[4.27), eine kaum definierte Tertidrstruktur (4.3.4.2] S.[80) und ANS-
bindende exponierte hydrophobe Bereiche (Abb.[4.32). Letztere werden fiir die hohe
Aggregationsneigung von I; verantwortlich gemacht, die bis zur vollstandigen Prazi-
pitation fuhren kann. Da gegenteilige Beweise fehlen, wird die Bildung von I; aus

N als reversibel angenommen und nur durch die schnelle Aggregation zu A irre-

A A=1,
k1
N=—"1, Abbildung 4.37: Modell fiir die PLD2-Entfaltung.
k2
\ N bezeichnet das native Protein; I bis Is Intermediate, A das aggre-
I D i U gierte und U das vollstdndig entfaltete Protein.
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versibel. Der Verlauf N—I;—A beschreibt auferdem die Vorginge der Sdure- und
Temperatur-induzierten Entfaltung , , welche diesem ersten Ubergang der
Denaturans-induzierten Entfaltung dhnelten (4.3.4.2). Da die einphasige Kinetik im
entsprechenden Denaturansbereich (bis 1 M GdnHCI] bzw. 5 M Harnstoff;
bzw. der Temperatur-induzierten Entfaltung nicht durch héhere Proteinkon-
zentrationen beschleunigt werden, kann geschlussfolgert werden, dass die Aggrega-
tion ein der Strukturdnderung nachgeschalteter Prozess sein muss, der jedoch we-
sentlich schneller verlauft. Die Irreversibilitat der Reaktion N —I; entsteht durch den
schnelleren irreversiblen Prozess I;—A im Gegensatz zur (moéglichen) langsameren
Reaktion I;—N. Desweiteren bestehen offensichtlich keine spektroskopischen Un-
terschiede zwischen I; und A, so dass der Grad der Aggregation nicht festgestellt
werden kann, sondern lediglich die grofen unldslichen Aggregate durch Préazipitation
zu einer Verringerung der Fluoreszenzintensitat fiihrten.

Bei Denaturanskonzentrationen oberhalb von 1 M GdnHCI bzw. 5 M Harnstoff kommt
es zur weiteren Entfaltung von I;—I, (Abb.[4.35B, Abb.[4.36B). Aus diesen kineti-
schen Untersuchungen kann abgeleitet werden, dass I, nur ein transientes Inter-
mediat ist, welches nicht im Gleichgewicht akkumuliert wird. Entweder entfaltet es
weiter zu U oder aggregiert zu A. Es ware moglich, dass I;—1I> reversibel verlauft,
jedoch lasst sich dies nicht nachweisen, da zwischen I; und A spektroskopisch nicht
unterschieden werden kann.

Die Nichtlinearitat der ersten detektierten Phase in der Chevron-Auftragung beider
Denaturanzien (Abb.[4.35E, Abb.[4.36F) weist auf unterschiediche Vorgange hin. Die
Geschwindigkeitskonstante k; beschreibt N—1I; und die Geschwindigkeitskonstante
ko beschreibt I1 — 15 (Abb.. In Harnstoff tiberlagern sich die beiden Geschwindig-
keitskonstanten und kénnen nicht voneinander separiert werden (Abb.). Ober-
halb von 1,5 M einer GdnHCI unterscheiden sich k; und ks so stark, dass nur noch
ko detektiert werden kann (Abb.). Die denaturierende Wirkung von GdnHCI ist
bezogen auf die Molaritat etwa zweimal so effektiv wie Harnstoff und kann durch die
gleichzeitige Erhéhung der Ionenstarke bei GdnHCI erklart werden [83, [192) 204]. Es
wird daher vermutet, dass die Bildung von I; starker durch den Salzcharakter be-
schleunigt wird, als die Bildung von I5, so dass in GdnHCI nur noch k2 gemessen
werden konnte.

Fur die Bildung von A aus I, werden bei GAnHCI zwei Phasen detektiert, deren Ge-
schwindigkeitskonstante mit steigender GAnHCI-Konzentration abnahm (Abb. ),
wohingegen in Harnstoff nur eine Phase gefunden wurde, welche unabhangig von der

Harnstoffkonzentration war (Abb.[4.36E). Io— A kann zum einen tiber eine reversible
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Reaktion uber I; mit nachfolgender irreversibler Aggregation zu A und zum anderen
durch Aggregation und Strukturinduktion direkt von I,— A verlaufen. Wahrend erste-
re Reaktion nicht von der Proteinkonzentration abhingig sein sollte, muisste die zweite
Reaktion durch héhere Proteinkonzentrationen beschleunigt werden. Wegen der zwei
verschiedenen Phasen wird angenommen, dass in GdnHCI beide Vorgange stattfin-
den, und fiir die jeweiligen Phasen verantwortlich sind und in Harnstoff entweder ein
Weg dominiert oder aber beide Vorgange uiberlagert werden. Wie bereits oben disku-
tiert, verstarkt der Salzeffekt des GdnHCI dessen denaturierende Eigenschaften und
es wird daher vermutet, dass die denaturierende Wirkung des GdnHCI die Reaktion
I,— A starker verlangsamt als sie die schnellere Bildung von I, beschleunigt, wohin-
gegen sich in Harnstoff die schnellere Bildung von I und die starker denaturierende
Wirkung des Denaturans ausgleichen.

Bei hoheren Denaturanskonzentrationen (3,5 M GdnHCI bzw. 9 M Harnstoff) reagiert
I, sofort weiter zu U, der vollstandig entfalteten PLD2 (Abb.[4.35D und E, Abb.[4.36E).
Obwohl die Endpunkte der kinetischen Analysen zeigen, dass sich die Fluoreszenz-
eigenschaften von I; und U ahneln (Abb.[4.35F), kann ausgeschlossen werden, dass
I, direkt U entspricht, denn dann musste U—A ahnlich verlaufen wie I.—A. Die
unterschiedlichen Geschwindigkeiten dieser beiden Prozesse in GAnHCI] und in Harn-
stoff begriinden die Existenz von I neben U. Die Linearitat der Geschwin-
digkeitskonstanten fur die Prozesse N—I; und N—U (Abb.[4.35E) zeigen jedoch,
dass die Bildung von U durch die Reaktion IN—I5 limitiert wird bzw. die Reaktion
I>—U schneller verlauft als N—1Is.

Die unterschiedlichen Geschwindigkeitskonstanten, Endpunkte und Amplituden, die
fur die Prozesse I,—A bzw. U— A erhalten wurden (Abb.[4.36E, F und G), zeigen die
Existenz eines weiteren Intermediats I3 auf. Ricksprungexperimente aus GdnHCI-
induziertem U fiihrten innerhalb von Mikrosekunden zu einem Intermediat, dessen
Eigenschaften denen von I; bzw. A Ahnelt S.[99). Dass dieses Intermedi-
at auch bei GdnHCIl-Konzentrationen auftrat, bei denen die Entfaltung nachweisbar
uber I, verlief, bestarkt die Existenz von Is3. Obwohl bei Riucksprungexperimenten
aus Harnstoff-induziertem U vergleichsweise langsame Geschwindigkeitskonstanten
(10~* - 102 s~!) bestimmt wurden (Abb.[4.36D und E), weisen die Differenzen von
Anfangswert (0,7) und Amplitude (Abb.) auf eine zusatzliche burst-Phase hin.
Diese burst-Phase wird, wie bereits oben diskutiert, auf das Kollabieren des Molektils
infolge der Verringerung der Denaturanskonzentration zuriuckgefihrt. Die struktur-

bildende Phase konnte durch die erhohte Ionenstarke bei mittleren GdnHCI-Konzen-
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trationen sehr stark beschleunigt werden, bis sie bei sehr geringen Denaturanskon-
zentration fur beide Denaturanzien sehr schnell verlauft.

Die Endpunkte der Ruckfaltung aus 9 M Harnstoff (Abb.) entsprechen weder
den Endpunkten der Bildung von I> noch denen von A. Da jedoch die Faltungskur-
ven in GdnHCI (Abb.[4.26/A) und Harnstoff (nicht gezeigt) mit Ausnahme des ersten
Ubergangs exakt den Entfaltungskurven nach jeweils 20 h Inkubation entsprachen
und sich die Ubergangsmittelpunkte ebenso mit weiter zunehmender Inkubationszeit
zu hoheren Denaturanskonzentrationen verschoben (Tab.[4.8), wird vermutet, dass
die Bildung des heterogenen A bei dieser Kinetik nur zu einem geringen Anteil auf-
tritt. Vielmehr wird angenommen, dass bei der Entfaltung der nativen PLD2 durch die
sequenzielle Bildung der aggregationsanfalligen Intermediate I; und I die Aggregati-
on zu A bereits wiahrend der Entfaltung auftritt, wohingegen sie bei der Bildung von
A aus U erst spater auftritt. Da die teilentfaltete PLD2 (A) nach Faltung (aus U) und
nach Entfaltung (aus IN) weder mittels Fluoreszenz- noch mittels CD-Spektroskopie
zu unterscheiden war, wird geschlussfolgert, dass bei der Aggregation von Is— A wei-
tere Strukturdnderungen auftreten, und I3 lediglich A-dhnliche Eigenschaften hat.
Diese Annahme ware mit der Beobachtung der sehr schnellen Ruckfaltung aus dem
GdnHCl-induzierten Zustand vereinbar, wenn man die aggregationssteigernde Wir-
kung des GdAnHCI als Salz in Betracht zieht.

Fur A—U ist die Dissoziation der Aggregate notwendig (4.3.4.3), und der Prozess ver-
lauft erwartungsgemaf in beiden Denaturanzien langsamer als N—U (Abb.[4.36C
und E). Die Endpunkte dieser Entfaltungsphasen (Abb.] weisen darauf hin,
dass erst ab 9 M Harnstoff die PLD2 vollstindig entfaltet wird. Es wird vermutet,
dass die langsamere Phase einer Strukturdnderung entspricht, die infolge der Auf-
l6sung der Aggregate auftritt. Bis zu einer Harnstoffkonzentration von ungefahr 9 M
tritt diese ebenso wie die Entfaltung nur teilweise auf, wie an den Endpunkten der
Kinetik sichtbar wird (Abb.). Erst ab einer Harnstoffkonzentration von ungefahr
9 M koénnen die Aggregate vollstandig aufgeldost und das Protein entfaltet werden. Die
Vermutung, dass der Vorgang A—U tber I3 verlauft, entsteht durch folgende Beob-
achtungen: Infolge der Aggregatlosung kommt es wiederum zu einer Strukturande-
rung. Die Geschwindigkeit des Vorganges Is—U liegt in einem dhnlichen Bereich wie
U—1I3. In GdAnHCI konnte die Bildung von I3 nicht detektiert werden. Der reversible
zweite Ubergang entspricht demnach A=I3=U. Folglich kann tiiber die Reversibiliit
der Vorgange I.—A und I,=U keine endgultige Aussage getroffen werden, die Pfeile

far diese nicht detektierten Prozesse sind deshalb verkitirzt dargestellt.
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Pflanzliche Phospholipasen D (PLD) des a-Typs sind durch ihr breites Substratspek-
trum eine interessante Alternative fur die industrielle Herstellung modifizierter Phos-
pholipide. Das Ziel der Arbeit war die strukturelle Charakterisierung der PLD2 aus
Weifskohl. Neben den Eigenschaften des nativen Enzyms sollten insbesondere die ir-
reversible Denaturierung und die Calciumbindung analysiert werden. Die Herstellung
und Untersuchung einzelner Enzymfragmente bzw. Doménen sollte das Verstindnis
fir die Struktur und Faltung der PLD2 vertiefen.

Auf der Grundlage von Sequenzvergleichen und Alignments sowie den Fragment-
studien einer homologen PLDj aus Arabidopsis thaliana wurden die Expressions-
konstrukte fur zwei Fragmente der PLD2 hergestellt: Die N-terminal gelegene C2-
Doméne, welche Phospholipide und Calciumionen binden sollte und der verbleibende
Molektlteil (PLD2-Rumpfprotein), der die beiden fur die katalytische Aktivitat not-
wendigen Doménen enthalt. Die Uberpriifung verschiedenster Expressionsstrategien
zeigte, dass beide Fragmente nur als Fusionsproteine mit Glutathion-S-Transfera-
se (GST) 16slich gewonnen werden konnten. Die PLD2-Fragmente erwiesen sich als
instabil, aggregationsanfallig und inaktiv. Fur das GST-C2-Doméane-Fusionsprotein
konnte keine definierte Sekundarstruktur nachgewiesen werden. Circulardichrois-
mus (CD)-Spektren zeigten, dass das GST-PLD2-Rumpfprotein eine PLD2-dhnliche
Sekundarstruktur jedoch keine definierte Tertidrstruktur hatte. Steigende Guanidin-
hydrochlorid (GdnHCI)-Konzentrationen fithrten zu einer Rotverschiebung des Fluo-
reszenzemissionsmaximums und erméglichten die Aufnahme einer Ubergangskurve.
Die GdnHCl-induzierte Entfaltung des GST-PLD2-Rumpfprotein war reversibel, und
es wurde ein unkooperativer Ubergang mit einem Ubergangsmittelpunkt bei 3,6 M
GdnHCI detektiert, der sich jedoch keinem der beiden Uberginge der PLD2 zugeord-
nen lief3.

Native PLD2 konnte mittels analytischer Ultrazentrifugation, Gelfiltration und Rént-
genkleinwinkelstreuung tibereinstimmend als Monomer identifiziert werden. Die von
PD Dr. S. Kénig (MLU, Halle) durchgefiihrten und ausgewerteten Réntgenkleinwinkel-
streuungsmessungen wiesen auf eine langliche Molektilform mit locker strukturierten
apikalen und basalen Bereichen hin.

Ohne Zusatz spezifischer Effektoren sind Calciumionen fiir die Aktivitat der PLD2
essenziell. Ein Aktivititsoptimum wurde bei pH 5,5 und 100 mM Ca?'-Salz festge-
stellt. Steigende Calciumionenkonzentrationen fithrten in dem gleichen Konzentrati-

onsbereich zu einer Aktivitdtszunahme bzw. einer Erh6hung der Molaren Elliptizitat
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im Nah-UV-CD-Spektrum (280 nm). Anhand modifizierter Scatchard-Plots konnten
zwei getrennte Calciumbindungsereignisse identifiziert werden, deren Dissoziations-
konstanten bei 0,069 bzw. 0,158 mM und 19,1 bzw. 8,64 mM lagen.

In schwachgepufferter Losung, pH-Wert 5,0 bis 8,0, besitzt die PLD2 bei 20 °C eine gu-
te Lagerstabilitat. Die Zugabe von Salzen fiihrte zur Aggregation des nativen Enzyms,
ohne dass strukturelle Anderungen detektierbar waren. Dieses Verhalten wurde auch
fiir die Aktivititsabnahme bei Ca?*-Konzentration oberhalb des Optimums (100 mM)
verantwortlich gemacht.

Der erste Ubergang der GdnHCl- bzw. Harnstoff-induzierten Entfaltung sowie
die Saure- und Temperatur-induzierte Entfaltung fihrten zu einer teilentfalte-
ten PLD2. Die teilentfaltete PLD2 bindet den hydrophoben Farbstoff 1-Anilino-8-
naphtalensulfonat, weist eine nativ-dhnliche Sekundarstruktur auf, zeigte jedoch kei-
ne definierte Tertidrstruktur mehr. Dieses Intermediat hatte somit molten globule &hn-
liche Eigenschaften. Die Tryptophanreste waren starker 16sungsmittelzuganglich als
im nativen Enzym. Der proteolytische Abbau erfolgte zunehmend schneller, wobei je-
doch keine verdnderten transienten Fragmente entstanden. Desweiteren wurde die
teilentfaltete PLD2 als heterogenes Aggregatgemisch identifiziert, wobei die monome-
re Spezies nicht gefunden werden konnte. Die Bildung dieser Aggregate verursachte
die Irreversibilitat des ersten Entfaltungsvorgangs, wobei die detektierten strukturel-
len Anderungen mit einer Enzyminaktivierung einhergingen. Systematische Doppel-
sprungexperimente bestitigten die Irreversibilitit des ersten Ubergangs.

Die Entfaltung der Sekundarstruktur der PLD2 konnte durch Harnstoff und GdnHCl
induziert und mittels CD- und Fluoreszenzspektroskopie nachgewiesen werden. Der
zweite Ubergang der PLD2 verlief kooperativ und reversibel zu einer random coil 4hn-
lichen Konformation. Da der erste Entfaltungsschritt durch nur minimale Sekundar-
strukturdnderungen gekennzeichnet war und zudem irreversibel verlief, wurde eine
getrennte Domanenentfaltung als Ursache fiir die zwei Uberginge der Denaturans-in-
duzierten Entfaltung ausgeschlossen. In Verbindung mit den Ergebnissen der PLD2-
Fragmente wird der erste Ubergang so interpretiert, dass insbesondere die spezifi-
schen Domdaneninteraktionen zerstért werden, welche sich moéglicherweise nur bei
co-translationaler Faltung korrekt ausbilden kénnen.

Die Aufnahme von kinetischen Faltungs- und Entfaltungskurven ermoglichte die Auf-
stellung eines Entfaltungsmodells fir die PLD2. Die Entfaltungskinetik zeigte, dass
die aggregierte teilentfaltete PLD2 der Ubergangskurve (A) auf zwei verschiedenen
Wegen entstand. Bei der Sdure-und der Temperatur-induzierten Entfaltung sowie

Konzentrationen bis 1 M GdnHCI oder 5 M Harnstoff entstand ein teilentfaltetes,
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aggregationsanfalliges Intermediat I;, dessen Eigenschaften denen der Aggregate (A)
glich und welches nachfolgend irreversibel zu A aggregierte. Bei hdheren Denaturans-
konzentrationen entfaltet I; weiter zu Iz, dessen Eigenschaften eher dem vollstandig
entfalteten Protein (U) entsprechen. Trotzdem bildet sich aus Iy durch Strukturin-
duktion wiederum A. Erst bei hoheren Denaturanskonzentration (>3,5 M GdnHCI
bzw. >9,0 M Harnstoff) entfaltet I vollstindig zu U. Der reversible zweite Ubergang
zwischen A und U verlief Giber ein weiteres Intermediat Is. Dessen spektroskopische
Eigenschaften dhneln lediglich A. Bei dem reversiblen zweiten Ubergang der PLD2 ist
die Entfaltung mit der Aggregatdissoziation gekoppelt.
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