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1 Zusammenfassung

Der Nervenwachstumsfaktor NGF reguliert und stimuliert Wachstum, Differenzierung und
Uberleben von neuronalen Zellen. NGF wird als Prid-Pro-Protein synthetisiert und
posttranslational zu reifem NGF prozessiert. In vielen Geweben wurde neben dem reifen NGF
auch nicht prozessiertes Pro-Protein, ProNGF nachgewiesen. Fiir ProNGF wird eine pro-
apoptotische Aktivitdt postuliert, wahrend fiir den reifen Wachstumsfaktor eine proliferative
Wirkung bekannt ist. Die Struktur des Pro-Peptids und die Art der Wechselwirkung des Pro-
Peptids mit dem reifen Teil waren zu Beginn der Arbeit unbekannt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die biophysikalische Charakterisierung des isolierten und
des NGF-gekoppelten Pro-Peptids sowie die Untersuchung des Einflusses des Pro-Peptids auf
den reifen Teil. Weiterhin sollten strukturelle Eigenschaften bzw. die Strukturbildung des
Pro-Peptids in Abhéngigkeit von der Anwesenheit des reifen Teils analysiert werden.

In diesem Zusammenhang sollte (/) mit ProNGF die so genannte "loop-threading"-
Hypothese iiberpriift werden, die die langsame Entfaltung von NGF mit einem Zuriickfadeln
des N-Terminus durch den Cystin-Knoten erkldrt. (/) Ein Vergleich der Struktur und
Stabilitdit von NGF-gekoppelten und isolierten Pro-Peptid sollte zeigen, welchen Einfluss der
native Teil auf das Pro-Peptid besitzt. Die Analyse der Wechselwirkung zwischen NGF und
Pro-Peptid sollte zur Identifizierung des Interaktionsbereiches fithren. (77]) Im Rahmen einer

Kooperation sollte der Einfluss des Pro-Peptids auf die Rezeptorbindung untersucht werden.

(zu I) Die Untersuchung der Denaturierung von NGF und ProNGF zeigte in beiden Fillen
die Population eines Entfaltungsintermediats, welches nur sehr langsam zum vollig entfalteten
Zustand denaturierte. Im Falle von NGF wurde in der "loop-threading"-Hypothes postuliert,
dass der N-Terminus durch die Ringstruktur des Cystin-Knotens hindurchfddelt (De Young et
al., 1996). NGF und ProNGF zeigen eine vergleichbare Geschwindigkeit der Entfaltung,
allerdings eine Unabhingigkeit der Linge des N-Terminus und wiesen damit auf eine andere
molekulare Ursache hin. Ein Vergleich des Intermediatszustands und vollig denaturierten
Zustands zeigte deutlich die Gegenwart von Reststrukturen im Intermediatszustand, deren
Auflosung fiir die beobachtete langsame Entfaltung verantwortlich gemacht wurde. Es
wurden Hinweise erhalten, dass diese Reststrukturen in rdumlicher Ndhe des Cystin-Knotens
liegen.

(zu II) Spektroskopische Vergleiche von NGF-gekoppelten und isolierten Pro-Peptid wiesen

auf einen geringen, gleichgrolen Anteil an definierter Sekundérstruktur in beiden Pro-
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Peptiden hin. Im Gegensatz dazu konnte nur im kovalent verkniipftem Pro-Peptid eine
definierte Tertidrstruktur nachgewiesen werden, welche durch Wechselwirkung mit dem
reifen Teil entsteht, wohingegen das isolierte Pro-Peptid keine kooperativ stabilisierte
Tertidrstruktur ausbildet. Wahrend der Denaturierung und Renaturierung des NGF-
gekoppelten Pro-Peptids konnte ein Faltungsintermediat sowohl thermodynamisch als auch
kinetisch identifiziert und charakterisiert werden. Dieses Faltungsintermediat reprisentiert
einen Zustand ohne native Sekundéarstrukturen, aber mit definierten Tertidrstrukturen, welche
eine Assoziation des Pro-Peptids mit dem nativen NGF iiber einen hydrophoben Bereich
darstellt.

Untersuchungen der Wechselwirkungsregion zwischen NGF und Pro-Peptid erlaubten die
Identifizierung der Aminosiurensequenz GIn™®*-Ala® innerhalb des Pro-Peptids als die
Region, welche mit dem reifen Teil des ProNGF interagiert. Umgekehrt konnte der
Tryptophanrest-21 (Trp*') im reifen Teil ermittelt werden, welcher sehr wahrscheinlich an der
Wechselwirkung mit dem Pro-Peptid beteiligt ist. Eine Beteiligung der Region um Trp*' im
NGF bei der Assoziation an die Rezeptoren TrkA und p75NTR konnte die reduzierte Affinitét
von ProNGF zu diesen Rezeptoren erkldren.

(zu III) Weiterhin konnte auch zur Identifizierung eines weiteren Rezeptors, Sortilin
beigetragen werden, welcher spezifisch sowohl ProNGF als auch das isolierte Pro-Peptid
bindet. Somit interagiert das NGF-Pro-Peptid nicht nur als intramolekulares Chaperon
wihrend der Faltung mit der NGF-Domine, sondern es kann dem Wachstumsfaktor in der

Pro-Form auch eine verdnderte biologische Funktion verleihen.
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2  Einleitung & Hintergrund

2.1 Geschichte und Einordnung des Nervenwachstumsfaktors NGF

Eine auf Nervenzellen wachstumsstimulierende Wirkung einer biologischen Substanz,
welche aus Méusesarkomzellen isoliert worden war, wurde erstmals im Jahr 1952 beschrieben
(Levi-Montalcini, 1987). Nach Zugabe dieser Substanz zu sympathischen und sensorischen
Ganglienzellen aus Hiithnerembryonen konnte in vitro und in vivo ein Neuritenwachstum
beobachtet werden (Abb. 1.1) (Levi-Montalcini, 1987). Die biologische Substanz wurde
spiter als beta-nerve growth factor (Nervenwachstumsfaktor, NGF) identifiziert.
Immunohistochemische Untersuchungen zeigten, dass NGF in einer Vielzahl von Geweben
vorkommt. In niedrigen Konzentrationen konnte NGF sowohl in der Plazenta, der Retina und
in Haarfollikeln nachgewiesen werden (Chakrabarti et al., 1990; Delsite & Djakiew, 1999;
Yardley et al., 2000). Hohe Konzentrationen an NGF wurden beispielsweise in einigen
Schlangengiften und den submaxillaren Driisen minnlicher Miuse gefunden, welche als

Ausgangsmaterial zur Isolierung benutzt wurden (Cohen, 1960).

g Nervenwachstums-
faktor

v

Abb. 1.1: Neuritenwachstum einer Ganglienzelle nach NGF-Stimulation (veroffentlicht unter
http://starklab.slu.edu/neuro/Cumulative.htm).

Anhand der Sequenzhomologie bzw. der biologischen Aktivitit konnten neben NGF finf
weitere Proteine identifiziert werden, welche eine wichtige Rolle wihrend der neuronalen
Entwicklung spielen: Der brain derived neurotrophic factor (BDNF), Neurotrophin-3 (NT-3),
NT-4/5, NT-6 sowie NT-7 gehoren deshalb neben NGF zur Familie der Neurotrophine
(Leibrock et al., 1989; Ernfors et al., 1990; Hohn et al., 1990; Maisonpierre et al., 1990;
Rosenthal et al., 1990; Ip et al., 1992). Als Neurotrophine werden die Proteine bezeichnet, die
Wachstum, Differenzierung und Uberleben bestimmter Nervenzellen vermitteln. Alle
Mitglieder der Neurotrophine weisen untereinander eine iiber 50 %ige Sequenzidentitdt auf

(Barde, 1990; Bradshaw et al., 1993).
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Die Expression von NGF ist gewebespezifisch und abhdngig vom postnatalen
Entwicklungsstand (Large et al., 1986; Whittemore et al., 1986). Neben der wachstums-
stimulierenden Wirkung von NGF konnte auch ein entgegengesetzter Effekt, die Induktion
des programmierten Zelltods (Apoptose) nachgewiesen werden (Casaccia-Bonnefil et al.,

1996; Frade et al., 1996).

2.2 Struktur des Nervenwachstumsfaktors

Reifer NGF, welcher aus den Submaxillardriisen von Mausen (m-NGF) isoliert wurde,
besteht aus 118 Aminosduren. Die Primirsequenz von m-NGF ist nahezu identisch zu der von
humanem NGF: Beide unterscheiden sich in lediglich 12 der 118 Aminosaurereste (Ullrich et
al., 1983).

In der Aminoséuresequenz befinden sich sechs Cysteinreste, die durch drei Disulfidbriicken
miteinander verbunden sind (Angeletti & Bradshaw, 1971). Diese sechs hoch konservierten
Cysteinreste konnten bei allen Neurotrophinen nachgewiesen werden. Die drei Disulfid-
briicken sind an der Bildung eines komplexen topologischen Strukturelements beteiligt; dem
Cystin-Knoten. Im humanen NGF bilden die Disulfidbindungen Cys™*-Cys'® sowie Cys®-

"% mit der Proteinhauptkette einen Ring aus insgesamt 14 Aminosdureresten. Die dritte

Cys
Disulfidbriicke Cys'’>-Cys™ ist so angeordnet, dass sie durch diesen Ring reicht (Abb. 1.2).
Neben den Neurotrophinen befindet sich dieses charakteristische Strukturelement auch bei
den Wachstumsfaktoren der TGF-B-Superfamilie, wie PDGF (plateled derived growth factor)
sowie bei einigen sehr kleinen Proteinen, wie den w-Conotoxinen und bestimmten Protease-
Inhibitoren (Daopin et al., 1992; Oefner et al., 1992; Schlunegger & Grutter, 1992; McDonald
& Hendrickson, 1993; Pallaghy et al., 1994; Price-Carter et al., 1996a; Wentzel et al., 1999).
Weiterhin ist auch die strukturelle Anordnung des nicht-kovalent assoziierten Homodimers
allen Neurotrophinen gemeinsam (Abb. 1.2) (Bothwell & Shooter, 1977; Radziejewski et al.,
1992; Narhi et al., 1993). Die beiden NGF-Monomere sind iiber starke hydrophobe

Wechselwirkungen verbunden. Bei neutralem pH-Wert liegt die Dissoziationskonstante bei

< 10" M (Bothwell & Shooter, 1977).
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Abb. 1.2: Strukturmodell des murinen NGF-Dimers und schematische Darstellung eines NGF-Monomers.
Das Strukturmodell wurde anhand der Kristallstrukturdaten berechnet (McDonald et al., 1991; pdb-Eintrag
"IBET") und mit Hilfe "Pymol" dargestellt. Die schematische Darstellung (McDonald & Hendrickson, 1993)

wurde modifiziert und zeigt die vier B-Faltblétter, drei variable /oop-Regionen und den Cystin-Knoten, der aus
den sechs Cystinen gebildet wird.

2.3 Biologie des NGF

NGF aus den submaxillaren Driisen der Maus liegt mit weiteren Proteinen in einem hoch-
molekularen 7 S-Komplex von ~140 kDa vor (Varon et al., 1967). NGF ist mit a-NGF und y-
NGF im stochiometrischen Verhiltnis von o>y, assoziiert (Silverman & Bradshaw, 1982).
Néhere Untersuchungen haben gezeigt, dass es sich bei den a- und y-Untereinheiten um
Serin-Proteasen der Kallikrein-Familie handelt (Varon et al., 1968; Mason et al., 1983). Die
a-Untereinheit liegt als degenerierte Serinprotease vor und besitzt im Gegensatz zur y-Unter-
einheit keine proteolytische Aktivitét. Daher ist die a-Untereinheit nicht fiir die Prozessierung
von NGF noétig (Greene et al., 1969; Isackson & Bradshaw, 1984) Die y-Untereinheit ist in
vivo an der N- und C-terminalen Prozessierung des NGF-Vorlauferproteins beteiligt, worauf
spater noch im Detail eingegangen wird (Edwards et al., 1988). Es wird diskutiert, ob der
Komplex, der bisher nur bei Mausen nachgewiesen werden konnte, eine physiologische
Bedeutung als Schutz vor Degradation besitzt (Moore, Jr. et al., 1974; Mobley et al., 1976).
Der 7 S-Komplex besitzt keine neurotrophe Aktivitit (Bax et al., 1997). Eine dhnliche
Komplexbildung zwischen Wachstumshormon und beteiligter Protease konnte auch beim
epidermal growth factor (EGF) nachgewiesen werden (Taylor et al., 1970). Die Expression

der NGF-a- und y-Untereinheiten ist in der Maus gewebespezifisch. So konnten diese Unter-
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einheiten in Fibroblasten- und Iriszellen, welche ebenso NGF exprimieren, nicht
nachgewiesen werden (Pantazis, 1983).

NGF wird in vivo als Prid-Pro-Protein exprimiert (Berger & Shooter, 1977; Ullrich et al.,
1983). Es konnten zwei unterschiedlich lange Pro-Sequenzen identifiziert werden, die splice-
Varianten darstellen (Edwards et al., 1986; Selby et al., 1987). Die kiirzere der beiden
Isoformen mit einem Molekulargewicht von 27,5 kDa besitzt am N-Terminus ein 18
Aminosédurereste umfassendes Signalpeptid. Im Anschluss an die Signalsequenz folgen das
Pro-Peptid mit einer Lénge von 102 Aminoséuren sowie der reife Teil des Proteins. Zwei
Aminosduren am C-Terminus des reifen Teils stellen ebenfalls einen Teil der Pro-Sequenz
dar. Die ldangere der beiden Isoformen mit einem Molekulargewicht von 34 kDa besitzt
weitere 67 Aminosdurereste, die N-terminal vor der Signalsequenz der bereits erwdhnten
kurzen Isoform angeordnet sind. Die Expression der beiden Isoformen ist gewebespezifisch.
Beobachtungen von Selby et al. deuten darauf hin, dass die kiirzere Form das dominierende
Translationsprodukt in den meisten Geweben darstellt (Selby et al., 1987). Dabei ist die
biologische Bedeutung der Isoformen unbekannt, da aus beiden Formen biologisch aktiver
NGF prozessiert werden kann. In der hier vorliegenden Arbeit wurde ausschlieSlich mit der
kiirzeren Isoform gearbeitet.

Die Abspaltung der Signalsequenz erfolgt nach Translokation des Proteins in das
Endoplasmatische Retikulum (ER). Hier erfolgen unter oxidativen Bedingungen die
Ausbildung der Disulfidbriicken und die Faltung des Proteins. ProNGF besitzt drei potenzielle
Glykosylierungsstellen, davon zwei innerhalb des Pro-Peptids und eine im reifen NGF
(Ullrich et al., 1983). Die Glykosylierung des reifen Teils wird bis auf wenige Ausnahmen
nicht beobachtet. Dahingegen scheint die Glykosylierung an Asn™ (im Pro-Peptid) sowohl fiir
eine hohere Faltungseffizienz als auch fiir einen verbesserten Austritt aus dem ER von
Bedeutung zu sein (Seidah et al., 1996). Eine Monoglykosylierung an der zweiten
potenziellen Glykosylierungsstelle im Pro-Peptid wird seltener beobachtet (Murphy et al.,
1989). ProNGF mit doppelt glykosyliertem Pro-Peptid konnte ebenso nachgewiesen werden
wie eine unglykosylierte Form, die in vielen Geweben am haufigsten verbreitet ist (Edwards
et al., 1988; Reinshagen et al., 2000; Chen et al., 1997; Fahnestock et al., 2001).

Die N- und C-terminalen Prozessierungen von ProNGF erfolgen im trans-Golgi network
durch Furin beziehungsweise durch die weniger weit verbreiteten Prohormon-Convertasen
(PC) PACE4 und PC5/6-B (Bresnahan et al., 1990; Seidah et al., 1996; Farhadi et al., 1997).
Wiahrend der Prozessierung erfolgt die Abspaltung des N-terminalen Pro-Peptids sowie der

beiden C-terminalen Aminosduren. Neben verschiedenen Spaltprodukten des Pro-Peptids
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konnte aber auch unprozessierter ProNGF als Sekretionsprodukt von Spermien- und
Haarfollikelzellen nachgewiesen werden (Darling et al., 1983; Chen et al., 1997; Yardley et
al., 2000). Spaltprodukte des Pro-Peptids mit Affinitdt zum NGF-Rezeptor TrkA konnten im
Darmgewebe identifiziert werden (Dicou et al., 1997). Die korrekte Abspaltung der Pro-
Sequenz scheint dabei essentiell fiir die konstitutive Sekretion zu sein, unprozessierter
ProNGF wird hingegen regulatorisch sezerniert (Mowla et al., 1999). Bei einer Vielzahl von
Geweben, wie Prostata, Spermien oder Haarfollikeln konnte inzwischen gezeigt werden, dass
ProNGF und nicht NGF das Hauptsekretionsprodukt ist (Chen et al., 1997; Yardley et al.,
2000). In vielen neuronalen, aber auch in anderen Geweben erfolgt die Sekretion in
Abhingigkeit des Entwicklungsstadiums als Gemisch aus NGF und ProNGF (Hasan et al.,
2003; Lobos et al., 2005). So wurde beispielsweise bei Alzheimer-Patienten eine
Akkumulation von ProNGF im Gehirn nachgewiesen (Fahnestock et al., 2001). Aus diesen
Beobachtungen ldsst sich schlieBen, dass ProNGF nicht nur die Vorlduferform von NGF

darstellt, sondern auch eigene biologische Funktionen erfiillt (Fahnestock et al., 2001).

2.4 Rezeptoren und Signalwege von Neurotrophinen

NGF und die anderen Mitglieder der Neurotrophinfamilie vermitteln ihre biologische
Aktivitdt durch Bindung an zwei Klassen von Transmembranrezeptoren, den Tyrosin-Kinase-
Rezeptoren (Trk), von denen bisher drei bekannt sind, und p75NTR, ein Mitglied der Tumor-
Nekrose-Faktor-Rezeptor-Familie. NGF aktiviert den Rezeptor TrkA (Klein et al., 1991a),
BDNF und NT-4/5 binden an TrkB (Klein et al., 1991b; Ip et al., 1992), und NT-3 bindet
TrkC mit hoher Affinitét, interagiert aber auch mit TrkA und TrkB (Lamballe et al., 1991;
Barbacid, 1995; Belliveau et al., 1997). Eine Bindung von NT-7 an TrkA konnte zwar
nachgewiesen werden, die Affinitdt war aber deutlich geringer als die von NGF (Nilsson et
al., 1998). Im Gegensatz zur spezifischen Aktivierung der Trk-Rezeptoren binden alle
Neurotrophine mit dhnlicher Affinitdt an p75SNTR (Philo et al., 1994; Friedman, 2000).

Beide Rezeptorklassen induzieren unabhidngig von einander unterschiedliche Signal-
kaskaden (Miller & Kaplan, 2001). Die Aktivierung des TrkA-Rezeptors durch NGF bewirkt
Wachstum, Differenzierung und Proliferation der Neuronen. Die Liganden-Rezeptorbindung
induziert die Dimerisierung des Rezeptors und fiihrt zur trans-Autophosphorylierung der
Tyrosinreste der intrazelluliren Rezeptordomédnen. Nach Bindung intrazellulédrer
Signalmolekiile an die phosphorylierten Tyrosinresten der intrazelluliren Doméne erfolgt die

Aktivierung von zwei Signalwegen (Kaplan & Miller, 1997): Zum einen die Aktivierung von
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PI3K (Phosphatidylinositol 3-Kinase) und Akt (Protein Kinase B) und zum anderen die
Aktivierung des kleinen G-Proteins Ras, welches das Signal auf MAPK (mitogen-activated
protein kinase) ibertragt. Die Aktivierung beider Signalkaskaden fiithrt zur Induktion
verschiedener Transkriptionsfaktoren, die Einfliisse auf den Zellzyklus, das Neuriten-
wachstum und die synaptische Plastizitdt von Neuronen ausiiben (Grewal et al., 1999; Kaplan
& Miller, 2000; Lonze & Ginty, 2002; Chao, 2003).

Der durch p75NTR induzierte Signalweg kann zum programmierten Zelltod, der Apoptose
der Nervenzellen fiihren (Casaccia-Bonnefil et al., 1996; Frade et al., 1996; Hempstead,
2002). Im Gegensatz zu den Trk-Rezeptoren ist p7SNTR keine Tyrosinkinase. Binden
Neurotrophine an der extrazelluliren Doméine von p75NTR, erfolgt iiber die intrazelluldre
Domine die Aktivierung von NRIF (neurotrophin receptor interacting factor), von JNK (Jun
N-terminaler Kinase), NK-kB, p53 und Ceramid (Aloyz et al., 1998; Bamyji et al., 1998; Le-
Niculescu et al., 1999; Casademunt et al., 1999; Kaplan & Miller, 2000; ; Brann et al., 2002;
Roux & Barker, 2002; Chao, 2003; Linggi et al., 2005). Die gleichzeitige Aktivierung der
TrkA- und p75NTR-vermittelten Signalkaskaden durch NGF unterdriickt die Induktion der
Apoptose (Majdan et al., 2001). Neben der Apoptoseinduktion vermittelt p7SNTR weitere
biologische Funktionen, die liber andere Signalkaskaden reguliert werden. So steuert p7SNTR
beispielsweise das Wachstum von Axonen, die Migration von Schwann’schen Zellen sowie
die Myelinbildung (Yamashita et al., 2005).

TrkA wird vom reifen NGF mit einer Dissoziationskonstante (Kp) von ~10™"" M gebunden
und daher auch oft als hoch affiner Rezeptor bezeichnet. Demgegeniiber ist die Bindung an
p75NTR, der als niedrig affiner Rezeptor bezeichnet wird, deutlich schwicher (Kp = ~10" M)
(Kaplan & Miller, 2000; Fahnestock et al., 2004a). Dabei ist die Affinitdt zu den Rezeptoren
abhingig, ob NGF mit jeweils einem oder beiden Rezeptoren interagiert. Sind beide
Rezeptoren an der Bindung beteiligt, beeinflusst dies die Zellantwort auf das assoziierte
Neurotrophin (Dechant, 2001). Die Bindung von NGF an TrkA und p75NTR fiihrt zu einer
Konformationsdnderung von TrkA und der Ausbildung einer hoch affinen Bindestelle. Dies
fiihrt zu einer Verstirkung der TrkA-Signalkaskade (Hempstead et al., 1991; Chao &
Hempstead, 1995; Ryden et al., 1997; Esposito et al., 2001) und einer Inhibierung der
Apoptose induzierenden Signalkaskade iiber p7SNTR (Yoon et al., 1998). Dadurch konnte bei
der gleichzeitigen Bindung von NGF an TrkA und p75NTR ein hdheres Neuritenwachstum
beobachtet werden als bei der alleinigen Bindung an TrkA (Davey & Davies, 1998; Bibel et
al., 1999). Wahrscheinlich besitzt TrkA nur in Verbindung mit p75NTR die oben genannten
hoch affinen Bindungseigenschaften (Mahadeo et al., 1994). Daher ist die urspriingliche
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Einteilung der Rezeptoren in hoch und nieder affine Rezeptoren nicht korrekt und wird in
neuerer Literatur wenig verwendet.

Die Wechselwirkung zwischen NGF und TrkA erfolgt {iber den N-Terminus von NGF
(Aminosdure 2 bis 13) sowie Abschnitte des [-Faltblatts des NGF, wie anhand von
Deletionsmutanten und der Kristallstruktur gezeigt werden konnte (Kahle et al., 1992; Ibanez
et al., 1993; Woo et al., 1995; Woo & Neet, 1996; Kullander et al., 1997; Wiesmann et al.,
1999; O'Connell et al., 2000). Diese Erkenntnis unterstiitzt die Hypothese, dass ProNGF mit
dem Pro-Peptid als N-terminaler Doméne die Bindung an TrkA einschridnkt. So wurde mit
Hilfe einer spaltresistenten Mutante von ProNGF eine erhohte Affinitdit zu p75NTR
(Kg=~10""M) nachgewiesen. Hingegen besitzt diese Mutante eine gegeniiber NGF
verminderte Affinitdt zu TrkA (Lee et al., 2001). Dies korreliert mit fritheren Ergebnissen, die
eine weniger starke Bindung von ProNGF als von NGF an TrkA zeigten (Edwards et al.,
1988). Im Gegensatz dazu beobachtete die Arbeitsgruppe von Fahnestock mit Hilfe einer
Spaltmutante von ProNGF, in der die dibasische Spaltstelle gegen zwei Alaninreste
ausgetauscht war, eine dhnlich hohe Affinitit von ProNGF wie von NGF zu TrkA
(Fahnestock et al., 2004b).

Die Bereiche im NGF, welche eine Assoziation mit p75NTR vermitteln, konnten ebenfalls
durch Mutationssysteme und Strukturmedollen identifiziert werden (Ibanez et al., 1992; Urfer
et al., 1994). Anhand der Kristallstruktur wurde die Wechselwirkung zwischen NGF und
p75NTR detailliert aufgeklirt. Ein NGF-Homodimer interagiert mit einem p75NTR-
Rezeptormolekiil. Es wird postuliert, dass die Bindung eine Konformationsanderung im NGF
bewirkt und dadurch die Bindung eines weiteren p7SNTR-Molekiils inhibiert wird (He &
Garcia, 2004). Diese Daten wurden allerdings mit Hilfe von unglykosyliertem p75NTR-
Rezeptor gewonnen. Mittels analytischer Ultrazentrifugation, Massenspektrometrie und
Rontgenkleinwinkelstreuung konnte dagegen gezeigt werden, dass die Glykosylierung des
Rezeptors eine wichtige Rolle bei der Assoziation spielt: Zwei glykosylierte p75SNTR-
Rezeptormolekiile assoziieren mit einem NGF-Homodimer (Aurikko et al., 2005).

Mit Sortilin (Petersen et al., 1997) konnte ein weiterer Rezeptor identifiziert werden, der an
der Signaltransduktion von NGF bzw. ProNGF beteiligt ist. Dabei wurde fiir ProNGF (Kp =5
nM) eine hohere Affinitdt zu Sortilin nachgewiesen als fiir NGF (Kp = 87 nM). Bei weiteren
Versuchen konnte eine vergleichbarer hohe Affinitit wie fiir ProNGF auch fiir das isoliertes
NGF-Pro-Peptid (Kp = 8 nM) beobachtet werden. Daraus wurde geschlossen, dass das Pro-

Peptid die Assoziation mit Sortilin vermittelt. cross-linking-Experimente deuteten auf einen
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Komplex aus p75NTR und Sortilin, welcher fiir die Induktion von Apoptose durch ProNGF
verantwortlich ist (Abb. 1.3) (Nykjaer et al., 2004).

Proteclysis

> -

ProNGF NGF

“

Sortilin ‘

p7shTR

4 ly

Cell death Cell survival

Abb. 1.3: Modell der NGF- und ProNGF-Bindung an die jeweiligen Rezeptoren (Nykjaer et al., 2004).

Ahnliche Beobachtungen wurden jiingst mit BDNF gemacht. So wurde die Induktion von
Apoptose durch Interaktion von proBDNF mit den Rezeptoren p75SNTR und Sortilin, nicht
aber mit TrkB, welcher fiir das Nervenzellwachstum verantwortlich ist, beobachtet (Teng et
al., 2005). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurde von einer anderen Forschungsgruppe
die Bindung von proBDNF an TrkB mit hoher Affinitit sowie die Stimulation des
Neuritenwachstum bebachtet (Fayard et al., 2005). Ob ProNGF bzw. die Pro-Formen der
Neurotrophine eher neurotroph oder apoptotisch wirken, bleibt kontrovers (Fahnestock et al.,

2004a).

2.5 Pro-Proteine und Pro-Peptide

Proteine sind sich selbst organisierende Molekiile, deren dreidimensionale Struktur durch
thre Primérsequenz bestimmt wird (Anfinsen, 1973). Eine Vielzahl von Proteinen faltet
jedoch nicht spontan zur nativen Struktur. Bei verschiedenen Faltungsprozessen konnte in
vivo die Beteiligung zusitzlicher Proteine nachgewiesen werden, die filir eine korrekte und
effiziente Faltung notwendig sind. So erhdhen beispielsweise Disulfidisomerasen, Peptidyl-
Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPlasen) oder molekulare Chaperons die Faltungsausbeute in

vivo und in vitro (Creighton, 1991; Fischer et al., 1998; Freedman et al., 1994).
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Viele Proteine werden wie NGF als Prd-Pro-Proteine translatiert. Pro-Peptide kénnen sich
sowohl am N- bzw. C-Terminus wie auch innerhalb des Proteins zwischen zwei Doménen
befinden. In der Regel erlangt nach Abspaltung des Pro-Peptids das prozessierte, reife Protein
seine biologische Aktivitit. Werden diese Proteine ohne ihre Pro-Sequenz translatiert,
nehmen sie oft inaktive, falsch gefaltete Konformationen an (Bryan, 2002). Bekannte
Beispiele sind verschiedene Proteasen, wie Subtilisin E, a-lytische Protease oder
Carboxypeptidase Y aber auch bovine pancreatic trypsin inhibitor (BPTI) und guanylyl
cyclase activating peptide (GCAP). Bei diesen Proteinen konnten entsprechende
Faltungsdefizite in Abwesenheit des Pro-Peptids nachgewiesen werden (Ikemura et al., 1987;
Silen & Agard, 1989; Winther & Sorensen, 1991; Weissman & Kim, 1992; Shinde et al.,
1993; Sorenson et al., 1993; Hidaka et al., 1998). Die Pro-Sequenzen fungieren wihrend der
Strukturbildung durch das Absenken der Aktivierungsenergie des Ubergangzustands bei der
Faltungsreaktion als Katalysatoren (Eder et al., 1993). Aufgrund dieser Eigenschaft werden
die Pro-Peptide auch als "Intramolekulare Chaperone" (IMC) bezeichnet (Inouye, 1991). Die
strukturbildende Funktion vermitteln diese Pro-Sequenzen manchmal auch in frans, so dass
eine kovalente Verbindung zwischen dem Protein und Pro-Peptid nicht Voraussetzung fiir die
Aktivitdt ist. Als Faltungshelfer besitzen die Pro-Sequenzen meist eine sehr hohe
Substratspezifitit (Silen & Agard, 1989; Winther et al., 1994). Neben der faltungs-
stimulierenden Wirkung besitzen die Pro-Sequenzen der Proteasen auch eine regulatorische
Funktion und stellen hoch-affine Inhibitoren der jeweiligen Proteasen dar (Ohta et al., 1991;
Baker et al., 1992; Fox et al., 1992).

In Proinsulin liegt das Pro-Peptid, das C-Peptid, zwischen der A- und B-Kette des reifen
Insulins. Wéhrend der Faltung bewirkt das C-Peptid, dass sich die beiden Polypeptidketten in
rdumlicher Nihe befinden damit die interchenaren Disulfidbindungen ausgebildet werden
konnen. AnschlieBend wird die Pro-Sequenz durch Proteolyse prozessiert und das reife
Protein sezerniert (Steiner & Clark, 1968).

Hingegen ist im bovine pancreatic trypsin inhibitor (BPTI) ein freier Cysteinrest im Pro-
Peptid an der Ausbildung einer temporédren Disulfidbriicke beteiligt und begiinstigt dadurch
die Ausbildung der nativen Disulfidbriicken im reifen Teil (Weissman & Kim, 1992).

Neben NGF werden auch andere Cystin-Knoten-Proteine als Prid-Pro-Proteine synthetisiert.
Pro-Sequenzen miissen dabei nicht immer direkt die Faltung katalysieren. Beim
Von-Willebrand-Faktor vermitteln die Pro-Sequenzen die Assemblierung der einzelnen
Monomere und begiinstigen die Ausbildung von intermolekularen Disulfidbriicken (Wise et

al., 1988; Voorberg et al., 1990).
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Andere Pro-Peptide vermitteln nicht direkt die Proteinfaltung, stimulieren und aktivieren
aber durch Interaktion mit faltungshelfenden Proteinen die Biogenese des Proteins. So bindet
das Pro-Peptid des a-Conotoxins an eine Protein Disulfidisomerase (PDI) und stimuliert
dadurch die Faltung (Buczek et al., 2004).

Fiir TGF-B1 konnte gezeigt werden, dass aktives Protein nur dann sezerniert wird, wenn die
Pro-Sequenz kovalent gebunden beziehungsweise in frans coexprimiert wird (Gray & Mason,
1990). Da das TGF-B1-Pro-Peptid selbst ein iiber eine Disulfidbriicke verkniipftes Dimer ist,
lasst es sich nicht mit dem isolierten NGF-Pro-Peptid vergleichen, welches als Monomer
vorliegt (Gentry & Nash, 1990; Rattenholl, 2001; Kliemannel et al., 2004). Ein weiterer
Vertreter aus der TGF-B-Superfamilie ist macrophage inhibitory cytokine (MIC-1). Das Pro-
Peptid fungiert hier als Marker fiir die Faltung. Bei korrekt gefaltetem Protein wird das
Cytokin von seinem Pro-Peptid abgespalten und sekretiert. Falsch gefaltetes Protein wird
hingegen vom Pro-Peptid erkannt und das gesamte Molekiil fiir den spéteren Abbau durch
den Ubiquitin-Proteasom-Komplexes markiert (Bauskin et al., 2000; Fairlie et al., 2001).

Fiir das N-terminale Pro-Peptid des NGF konnte die faltungsstimmulierende Wirkung in
vitro nachgewiesen werden. Fiir ProNGF konnte eine Renaturierungsausbeute von ca. 35 %
erreicht werden, mit reifem NGF dagegen nur eine Ausbeute von ca. 1 % (Rattenholl et al.,
2001a). Eine Analyse der oxidativen Strukturbildung von ProNGF ermoglichte dabei die
Identifizierung unterschiedlich disulfidverbriickter Faltungsintermediate (Rattenholl et al.,
2001b). Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Proteasen und TGF-B1 konnte eine
faltungsstimulierende Wirkung des Pro-Peptids in trans nicht nachgewiesen werden, so dass
die kovalente Verknilipfung zwischen Pro-Peptid und NGF zumindest in vitro fiir die
Renaturierung essentiell ist. Durch welche molekularen Mechanismen das Pro-Peptid die
Faltung des reifen Teils vermittelt ist derzeit unbekannt. Es wird angenommen, dass das Pro-
Peptid als eine Art Geriist fungiert, welches die Faltung des reifen Teils unterstiitzt
(Rattenholl et al., 2001a; Rattenholl et al., 2001b; Rattenholl, 2001).

Die beiden Aminosiduren Arg''’ und Ala'?® bilden die C-terminale Pro-Sequenz des
humanen NGF. Dabei ist die Funktion und Bedeutung dieser beiden Aminosduren vollig
unbekannt. Ein Einfluss des C-terminalen Pro-Peptids auf Stabilitdt, Struktur oder die
Faltungseffizienz konnte nicht beobachtet werden (Kliemannel, 2001). Dass auch einzelne
Aminosduren Auswirkungen auf die Effizienz der Proteinfaltung haben konnen, konnte
anhand des w-Conotoxin aus Meeresschnecken gezeigt werden. Hier wird das C-terminale

Glycin posttranslational in eine Amid-Gruppe umgewandelt. Eine Deletionsmutante, welche
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kein C-terminales Glycin besal3, zeigte in vitro eine deutlich reduzierte Faltungsausbeute
(Price-Carter et al., 1996b).

Allerdings ist nur wenig liber die Strukturen und proteinchemischen Eigenschaften der
verschiedenen Pro-Peptide bekannt. Bei der Protease Subtilisin wurde nachgewiesen, dass das
Pro-Peptid in der isolierten Form im Gegensatz zum kovalent verkniipften pro-Subtilisin
wenig bzw. keine Struktur besitzt (Ruvinov et al., 1997). Ahnliche Beobachtungen wurden
auch flir das Pro-Peptid der Carboxypeptidase Y gemacht. So wurde unter nativen
Bedingungen nur partiell strukturiertes Pro-Peptid beobachtet. Strukturelle Analysen ergaben
eine definierte Sekundarstruktur, aber nur sehr geringe Anteile an Tertidrkontakten. Aufgrund
dieser Ergebnisse wurde fiir das Pro-Peptid ein "molten globule state" postuliert (Sorenson et
al., 1993). Neben diesen Erkenntnissen liegen iiber die Strukturen von Pro-Peptiden und Pro-
Proteinen nur wenige Daten auf atomarer Ebene vor. Eine Aufkldrung der Struktur mittels
Rontgenstrukturanalyse gelang bisher nur bei Vertretern der Serin- und Cystein-Proteasen,
wie Procathepsin und Prosubtilisin (Gallagher et al., 1995; Podobnik et al., 1997; Jain et al.,
1998; LalLonde et al., 1999).

2.6 Biotechnologie & Herstellung von NGF und ProNGF

Durch die mitotische und apoptische Aktivitit von NGF und ProNGF sind beide Proteine
fiir einen therapeutischen Einsatz von hohem Interesse. Potenzielle Einsatzgebiete sind
primdre Neuropathien wie die Alzheimer’sche Krankheit (AD) oder Parkinson’sche Krankheit
(PD) und sekunddre Neuropathien, die bei Diabetes oder nach Chemotherapien auftreten
(Tuszynski et al., 2005). Es wurde beispielsweise im Tiermodel eine Reduktion sensorischer
Neuropathien nach Verabreichung von NGF nachgewiesen (Apfel et al., 1992). Ebenfalls
konnte durch NGF das Axonenwachstum bei Ratten anregt werden, denen die
Hinterwurzelganglien durchtrennt worden waren (Ramer et al.,, 2000). Weiter wurde nach
Applikation von NGF ein Einfluss auf periphere Nervenzellen sowie die Induktion anderer
Neurotrophine beobachtet (Apfel & Kessler, 1996). Dabei ist die Applikationsform von
zentraler Bedeutung, denn NGF kann aufgrund seiner Ladung und Polaritédt nicht die Blut-
Hirn-Schranke passieren (Tuszynski, 2002).

NGF und ProNGF kommen in Geweben von Sdugetieren in nur geringen Konzentrationen
vor. Hohe Extraktionskosten und mogliche Verunreinigungen mit Pathogenen sprechen gegen
eine Gewinnung von NGF und ProNGF aus diesen Quellen fiir die Therapie. Daher kommt

fiir die Herstellung derzeit nur die rekombinante Produktion in Betracht. Hierzu stehen zwei
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etablierte Methoden zur Wahl. Die Expression in eukaryotischen Zellen bietet den Vorteil
einer korrekten post-translationalen Prozessierung, wie Glykosylierung und Spaltung des
Zielproteins. Gut etabliert und industriell hdufig angewendet ist beispielsweise die Expression
in Insektenzellen (S9), welche iiber ein Baculovirussystem mit dem ProNGF-Gen transfiziert
werden (Fahnestock et al., 2004a).

Eine andere Methode um kostengiinstig und in hohen Ausbeuten NGF und ProNGF
herzustellen, ist die Expression in prokaryotischen Zellen. Bei der Expression von NGF und
ProNGF in E. coli erfolgt die Produktion des Proteins im reduzierenden Milieu des
Cytoplasmas, und es wird dort unldslich in Aggregaten, sogenannten inclusion bodies
akkumuliert (Rattenholl et al., 2001a; Rattenholl, 2001). Dieses Phanomen wird hiufig bei der
Expression disulfidverbriickter Proteine in Bakterienzellen beobachtet. Durch das
reduzierende cytosolische Milieu ist die Ausbildung von Disulfidbriicken, welche in der
Regel fiir die Faltung essentiell sind, nicht moglich. Die inclusion bodies konnen aber mit
Hilfe geeigneter chaotroper Substanzen solubilisiert werden (Rudolph & Lilie, 1996; De
Bernardez et al., 1999). AnschlieBend erfolgt die Renaturierung unter Zuhilfenahme
niedermolekularer ~ Substanzen wie  Arginin, welche eingesetzt werden um
aggregationsanfillige Faltungsintermediate in Losung zu halten. Gleichzeitig wird durch ein
geeignetes oxido-shuffling-System wie zum Beispiel die Kombination von reduziertem und
oxidiertem Glutathion die Ausbildung der Disulfidbriicken ermdglicht. So wurde im Fall der
Riickfaltung von ProNGF eine gegeniiber der Renaturierung des reifen NGF drastisch erhohte
Ausbeute und Kinetik dokumentiert (Rattenholl et al., 2001b). Nach der Faltung ProNGF
wurde reifer NGF durch in vitro-Proteolyse mit Trypsin hergestellt. Mit Hilfe des DRG
(dorsal root ganglion) —Assay konnte gezeigt werden, dass in E. coli exprimierter und in vitro
renaturierter ProNGF, welcher anschlieBend zu reifem NGF prozessiert wurde, dieselbe
biologische Aktivitdt wie herkdmmlicher, aus Mausesakromzellen gewonnener NGF besitzt

(Rattenholl, 2001).

2.7 Biophysikalische Charakterisierung von NGF und ProNGF

Wie im Kapitel 1.2 beschrieben, liegen NGF und ProNGF als Homodimere vor (Bothwell &
Shooter, 1977; Rattenholl, 2001). Fiir dimere Proteine beschreibt ein Drei-Zustandsmodell
(Gl. 1.1) das Gleichgewicht aus nativem Dimer (N;), nativem Monomer (N) und entfaltetem

Monomer (D).
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K1 K2
N, S2N 52D Gl 1.1
wobei Ki=[NJ*/[N] und K,=[D]/[N] Gl. 12

Wenn K, grofler als K ist, folgt, dass natives Monomer populiert wird. Daraus ergibt sich,
dass die stabilisierenden Wechselwirkungen im Monomer stérker sind als die Assoziation der
beiden monomeren Untereinheiten. Ist K; deutlich kleiner als K, stellt die Assoziation der
Monomere den Hauptbeitrag zur Stabilisierungsenergie dar und natives Monomer ist nur
gering gegeniiber dem entfalteten Zustand stabilisiert. Beim NGF kann unter nativen
Bedingungen ausschlieBlich das Dimer und kein Monomer beobachtet werden. Auch bei
Entfaltungs- und Faltungsstudien von NGF unter oxidativen Bedingungen in GdmCl und
Harnstoff lie sich kein natives Monomer nachweisen. Das NGF-Dimer dissoziiert unter
gleichzeitiger Entfaltung der beiden monomeren Untereinheiten (Timm & Neet, 1992).
Ahnliche Beobachtungen wurden auch bei anderen dimeren Proteinen, wie dem Arc-
Repressor gemacht (Bowie & Sauer, 1989). Daher kann das Gleichgewicht auch vereinfacht
als Zwei-Zustandsmodel beschrieben werden (GI. 1.3).

N, 52D Gl. 1.3
Das gefaltete NGF-Dimer ist unter nativen Bedingungen (pH 7.0) mit AGno,p = 80,9 kJ/mol
stabilisiert ( Timm & Neet, 1992; Timm et al., 1994).

Allerdings ist die De- und Renaturierung von NGF weitaus komplexer als urspriinglich
angenommen wurde. Wird NGF aus der Maus fiir kurze Zeit unter denaturierenden
Bedingungen inkubiert, so ist die Denaturierung vollstindig reversibel (Radziejewski et al.,
1992; Timm & Neet, 1992; Timm et al, 1994). De- und Renaturierungen bei
Denaturanskonzentrationen im Ubergangsbereich bendtigen 24 bis 72 h bis zur Gleich-
gewichtseinstellung (Timm & Neet, 1992). Bei Denaturierungsiibergingen mit GdmCl wurde
mit steigender Inkubationszeit eine Verschiebung des Ubergangsmittelpunkts zu niedrigeren
GdmCl-Konzentrationen beobachtet (De Young et al., 1996). Das aus der kurzzeitigen
Denaturierung erhaltene, entfaltete Protein stellte ein Intermediat dar und wandelte sich sehr
langsam in den vollkommen entfalteten Zustand um (Gl. 1.4). Dadurch wird der erste
Entfaltungszustand aus dem Gleichgewicht mit dem nativen Zustand entfernt und eine
Verschiebung des Ubergangmittelspunktes beobachtet. Aus diesem Ergebnis schlossen die

Autoren auf die Existenz von zwei monomeren Entfaltungszustianden.
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schnell langsam

N, S 2M; 5 2M, Gl. 1.4

In Anwesenheit von GdmCI denaturiert das Dimer (N,) bei gleichzeitiger Dissoziation zu
zwei monomeren Untereinheiten (2M;) (sieche GIl. 1.3). Bei ldngeren Inkubationszeiten
unterliegt das Monomer M, weiteren strukturellen Verédnderungen, und es entsteht das vollig
entfaltete Monomer M, (De Young et al., 1996; De Young et al., 1999). Da der Ubergang von
M; zu M; bei 25 °C iiber einen Zeitraum von mehreren Tagen verlduft, ist anzunehmen, dass
sich die meisten publizierten Daten zur De- und Renaturierung von NGF auf den Ubergang
vom nativen Dimer zum ersten Entfaltungszustand beschrinken. Auch bei anderen
Neurotrophinen wurde die Gegenwart verschiedener Entfaltungszustinden in Abhingigkeit
der Inkubationszeit nachgewiesen (Philo et al., 1993; De Young et al., 1999). Worin sich die
beiden Zustinde M; und M, unterscheiden, konnte nicht genau identifiziert werden. Beim
brain derived neurotrophic factor (BDNF) wird ein "molten globule" postuliert, welches

selbst nicht dimerisieren kann (Philo et al., 1993).

Abb. 1.4: Schematische Darstellung des "loop-threading''-Mechanismus nach De Young et al., 1996 und
De Young et al., 1999. Die Spezies M, représentiert gegeniiber der Spezies M; den Zustand, in dem der N-
Terminus des NGF durch die Ringstruktur des Cystin-Knoten gefiadelt wurde. Die Zahlen kennzeichnen die
Cysteine.

Bei NGF wurde die Theorie aufgestellt, dass der Unterschied zwischen M; und M, auf
einem Durchfideln der Disulfidbriicke (Cys'’-Cys*®) mit dem N-Terminus durch den Peptid-
Ring des Cystin-Knotens beruht (Abb. 1.4). Unterstiitzt wurde diese "loop-threading"-
Hypothese mit Mutanten, welche verkiirzte N-Termini aufwiesen. Bei diesen Mutanten

konnte ein schnellerer Ubergang von M; zu M, beobachtet werden. Andere Ursachen fiir die

langsame Umwandlung, wie eine Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerisierung, die haufig
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Ursache fiir eine langsame Faltungsreaktion ist (Schmid & Baldwin, 1979), wurden aufgrund

der gegeniiber einer Prolinisomerisierung erhohten Aktivierungsenergie ausgeschlossen (De

Young et al., 1996).

2.8 Problemstellung und Ziele der Arbeit

Aus vorangegangen Arbeiten war bekannt, dass das Pro-Peptid des ProNGF als
intramolekulares Chaperon bei der oxidativen Faltung von NGF fungiert (Rattenholl et al.,
2001a,b). In der vorliegenden Arbeit sollte der wechselseitige Einfluss von Pro-Peptid und
NGF auf die Struktur und Strukturbildung der jeweiligen Doméne im ProNGF mit bereits
korrekt ausgebildeten Disulfidbriicken untersucht werden. Dies beinhaltet (1) den Einfluss des
Pro-Peptids auf die Renaturierung des denaturierten NGF mit intakten Disulfidbriicken. In
diesem Zusammenhang sollte ebenfalls gepriift werden, ob die Anwesenheit des Pro-Peptids
einen Einfluss auf die langsame Entfaltung des NGF-Teils hat und die "loop-threading"-
Hypothese als Erkldrung fiir das beobachtete Phdnomen Giiltigkeit besitzt (De Young et al.,
1996; De Young et al., 1999). Neben "loop-threading" sollten auch alternative Mechanismen
als Ursache fiir die langsame Entfaltungsreaktion iiberpriift werden.

(II) Parallel zur Untersuchung des Einflusses des Pro-Peptids auf die De- und
Renaturierung des reifen Teils sollte umgekehrt der Einfluss des nativ strukturierten reifen
Teils auf die De- und Renaturierung des Pro-Peptids analysiert werden. Ein Vergleich der
Struktur und Stabilitdt von NGF-gebundenem und isoliertem Pro-Peptid sollte dabei Einblicke
in die intramolekularen Wechselwirkungen zwischen reifem NGF und seinem Pro-Peptid
geben und zum besseren Verstdndnis der Funktionen von ProNGF und Pro-Peptid beitragen.

Neben der Funktion als Faltungshelfer spielt das Pro-Peptid wahrscheinlich auch eine Rolle
bei der biologischen Aktivitit, welche durch Bindung an p75NTR hervorgerufen wird (Lee et
al., 2001; Beattie et al., 2002). (IlI) Daher sollten in einer Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Dr. Anders Nykjaer ProNGF und das isolierte Pro-Peptid hinsichtlich ihrer

biologischen Aktivitét ndher charakterisiert werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen der langsamen Entfaltung der Pro-Form des Nervenwachs-
tumsfaktors sprechen gegen die "loop-threading'-Hypothese bei NGF

Kliemannel, M., Weininger, U., Balbach, J., Schwarz, E., and Rudolph, R. (2006).
Examination of the slow unfolding of pro-nerve growth factor argues against a loop
threading mechanism for nerve growth factor. Biochemistry, 45:3517-3524.

Wie in der Einleitung ausgefiihrt, konnten wéhrend der Denaturierung von NGF zwei Phasen
der Entfaltung beobachtet werden. Laut Literatur spiegelt die erste schnelle Phase die
Dissoziation des NGF-Dimers bei gleichzeitiger Entfaltung der Monomere wider (Timm &
Neet, 1992). Mit lidngerer Inkubationszeit unter denaturierenden Bedingungen wurde eine
zweite langsame Entfaltungsphase zum vollstindig entfalteten Monomer beobachtet (De
Young et al., 1996). Aus diesen Beobachtungen wurde der folgende sequentielle
Entfaltungsweg postuliert:
N, 5 2M, 5 2M,

In diesem Modell stellt N, das native NGF-Dimer, M; das partiell entfaltete NGF-Monomer
und M, das vollstindig entfaltete Monomer dar. Untersuchungen mittels NMR-, fern-UV-CD-
und Fluoreszenzspektoskopie zeigten, dass weder der M- noch der M,-Zustand definierte
Sekundér- oder Tertidrstrukturelemente besitzen. Mit der "loop-threading"-Hypothese wurde
postuliert, dass der Ubergang von M; zu M, ein Riickfiddeln der durch den Ring des Cystin-
Knoten gezogenen Disulfidbriicke mit dem N-Terminus darstellt (De Young et al., 1996; De
Young et al., 1999). Die langsame Entfaltung sollte durch einen Gewinn an Entropie durch
den flexibleren (entfddelten) N-Terminus getrieben werden. Die "loop-threading"-Hypothese
wurde experimentell durch Ergebnisse mit N-terminal verkiirzten NGF-Varianten gestiitzt, bei
denen eine Beschleunigung des M; -> M, Ubergangs beobachtet wurde (De Young et al.,
1996).

Da ProNGF das N-terminale, 102 Aminosduren umfassende Pro-Peptid enthélt, miisste nach
Aussage der "loop-threading"-Hypothese diese sehr lange N-terminale Sequenz zu einer
deutlichen Verlangsamung des Ubergangs von M; zu M, fiihren. Aufgrund der unterschied-
lichen Hydrophobizitidten der beiden Faltungszustinde konnten M; and M, mittels reversed-
phase-Chromatographie aufgetrennt und die Anderung ihrer Populationen iiber die Zeit der
Denaturierung verfolgt werden. Durch Rechromatographie der getrennten Spezies wurde

nachgewiesen, dass durch die Chromatographie das Verhiltnis der beiden Zustinde nicht
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beeinflusst wird. Bei Untersuchungen des reifen NGF konnte fiir die Reaktion M;->M, die in
der Literatur publizierte Geschwindigkeitskonstante von 0,03 h™" bestitigt werden (Abb. 1,
Seite 37) (De Young et al., 1996). Die Untersuchung der langsamen Entfaltung von ProNGF
zeigte liberraschenderweise eine nur unwesentlich kleinere Geschwindigkeitskonstante von
0,024 h™' (Abb. 2B, Seite 37). Dieses Resultat konnte nicht mit Hilfe der "loop-threading"-
Hypothese erklirt werden. Ein direkter Einfluss des Pro-Peptids auf den Ubergang vom
nativen zum ersten Denaturierungszustand (N -> M,) konnte ausgeschlossen werden, da
bekannt war, dass das Pro-Peptid schon bei geringen GdmCl sehr schnell und vollstédndig
entfaltet; spezifische Wechselwirkungen des Pro-Peptids mit dem Zustand M;, welche diesen
stabilisieren und somit seine Umwandlung in den vollstindig denaturierten Zustand M,
inhibieren konnten, wurden daher ausgeschlossen. Die Denaturierung von ProNGF und NGF
vom nativen in den ersten Denaturierungszustand erfolgte sehr schnell und beeinflusste nicht
die langsame Denaturierung (Abb. 2A, Seite 37). Da davon auszugehen war, dass der
langsamen Entfaltung von NGF und ProNGF dieselben molekularen Mechanismen zu Grunde
liegen, stellte dieses Ergebnis die "loop-threading"-Hypothese in Frage und erforderte eine

alternative Erkldrung fiir den Mechanismus der langsamen Faltung und Entfaltung.

Mogliche Ursachen der langsamen Entfaltungsreaktion

Haufig sind Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerisierungen die molekularen Ursachen fiir
langsame Faltungs- und Entfaltungsreaktionen. Da die erhaltenen Ergebnisse der "loop-
threading"-Hypothese widersprachen, sollte eine mdogliche Peptidyl-Prolyl-cis/trans-
Isomerisierung als geschwindigkeitsbestimmende Reaktion untersucht werden. Fiir den
Ubergang M;->M, von NGF wurde eine Aktivierungsenergie von 108-112 kJ/mol bestimmt
(De Young et al., 1996), ein Wert, der deutlich liber dem typischen Wert der
Aktivierungsenergie einer Prolinisomerisierung (75-91 kJ/mol) (Schmid & Baldwin, 1979)
lag. Aufgrund dieser Tatsache wurde eine Prolinisomerisierung als Ursache fiir die langsame
Entfaltung ausgeschlossen.

Zur Berechnung der Aktivierungsenergie der langsamen ProNGF-Entfaltung wurde die
Geschwindigkeit der Reaktion M;->M, in Abhéngigkeit von der Temperatur bestimmt (Abb.
3A und Tabelle 1, Seite 38). Aus diesen Daten konnte fiir den Ubergang des ProNGF vom
M- zum M,-Zustand eine Aktivierungsenthalpie (AH') von 88,8+5,3 kJ/mol, eine
Aktivierungsentropie (AS") von 20,5 +2,0 Jmol' K und eine Aktivierungsenergie (AG')
bei 20°C von 82,8 £ 6,6 kJ/mol berechnet werden (Abb. 3B, Seite 38). Aufgrund der

berechneten Aktivierungsenergie konnte daher eine Prolinisomerisierung als molekulare
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Ursache fiir die langsame Entfaltung des NGF-Teils nicht ausgeschlossen werden. Die
Diskrepanz der hier bestimmten Aktivierungsenergie zu dem von De Young und Mitarbeitern
bestimmten Wert konnte nicht aufgeklart werden (De Young et al., 1996).

Da Reduktions- und Oxidationsreaktionen der Cysteine und eine damit verbundene
Umverkniipfung der Disulfidbriicken als Ursache fiir die beobachtete langsame Reaktion in
Betracht kamen, sollte die langsame Entfaltung von ProNGF hinsichtlich moglicher
Reduktions- und Oxidationsreaktionen ndher untersucht werden. Da Reduktions- und
Oxidationsreaktionen pH-Wert-abhingig sind dies aber nicht beobachtet wurde, konnte eine
Neuverkniipfung der Disulfidbindungen wéhrend der langsamen Entfaltung ausgeschlossen

werden (Daten nicht gezeigt).

Strukturelle Untersuchung des M- und M,-Zustands von NGF und ProNGF

Da sowohl mittels Fluoreszenz- als auch fern-UV-CD-Spektroskopie keine strukturellen
Unterschiede zwischen M; und M, bei ProNGF detektiert werden konnten (Daten nicht
gezeigt), wurde eine Strukturanalyse des M;- und M,-Zustandes mittels 1D-NMR-
Spektroskopie von ProNGF durchgefiihrt. Hierzu wurde die langsame Denaturierung mittels
1D-NMR-Spektroskopie beobachtet. Das 1D-NMR-Spektrum der M,-Spezies zeigte eine
charakteristische Signalverteilung eines vollstindig entfalteten Proteins ohne Sekundér- oder
Tertidrstrukturelemente (Abb. 4A, unteres Spektrum, Seite 38). Im Gegensatz dazu zeigte das
1D-NMR-Spektrum der M;-Spezies fiir Reststrukturen typische Hochfeldverschiebungen von
Seitenkettenresonanzen unter 0,7 ppm und eine Niederfeldverschiebung der H* Resonanzen
zwischen 4,8 und 5,2 ppm (Abb. 4A, oberes Spektrum, Seite 38). Unterschiede in den
Resonanzen der aromatischen Aminosaurereste deuteten auf eine lokale Reststruktur, die
wahrscheinlich um den Cystin-Knoten im M,-Zustand erhalten ist.

Eine Auswertung der Geschwindigkeitskonstante des mittels 1D-NMR-Spektroskopie
detektierten M; zu M, Ubergangs anhand der Hochfeldverschiebung ergab eine
Geschwindigkeitskonstante von 0,28 + 0,01 h™' bei 45°C (Abb. 4B, Seite 38) und war
identisch mit der mittels HPLC bestimmten Geschwindigkeitskonstante (Abb. 2B, Seite 37).
Zur detaillierteren Auflosung von Reststrukturen wurde NGF einheitlich mit '°N markiert und
der M, zu M, Ubergang mittels 'H-""N-HSQC-NMR-Spektroskopie untersucht. Einige
beobachtete chemische Verschiebungen deuteten auf einen nicht vollstindig entfalteten
Bereich im M;-Zustand. Hingegen zeigten die meisten Signale eine konstante Intensitdt und
wiesen auf den vollig denaturierten Zustand wihrend der gesamten Entfaltungsreaktion von

M; zu M; (Abb. 5, Seite 39). Auffillig war die Beobachtung, dass mindestens 50 % der
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Amidsignale der Peptidbindungen aufgrund der chemischen Verbreiterung fehlten. Wéhrend
des Ubergangs M; zu M, konnten sowohl Intensitdtszunahmen als auch Intensitdtsabnahmen
beobachtet werden (Abb. 6A, C, D, Seite 40), welche Geschwindigkeitskonstanten zeigten,
die identisch mit der mittels HPLC bestimmten Geschwindigkeitskonstante waren (Abb. 2B,
Seite 37).

Lokalisierung der beobachteten Reststruktur

Insgesamt konnten damit drei experimentelle Beobachtungen gemacht werden, welche auf
einen strukturellen Unterschied zwischen M; und M, deuteten. (I) Beide Zustinde lieBen sich
aufgrund unterschiedlicher Hydrophobizitidten mittels reverse-phase-HPLC trennen. (1I) Es
wurden Unterschiede in der Verteilung der 'H Resonanzen im 1D-NMR-Spektren beobachtet.
(I1I) Fehlende cross-peaks im 2D-HSQC-Spektrum des M;-Zustandes gegeniiber dem M,-
Zustand deuteten ebenfalls auf strukturelle Unterschiede.

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse wurde auf eine Reststruktur in rdumlicher Ndhe des
Cystin-Knotens geschlossen. Die Auswirkung dieser Struktur auf den Cystin-Knoten sollte
anhand der Reduktionsgeschwindigkeit des Cystin-Knotens untersucht werden. In Gegenwart
von 100 mM DTT konnte dabei eine 30fach schnellere Reduktion des Cystin-Knotens von
ProNGF im M;-Zustand als im M;-Zustand beobachtet werden (Abb. 7, Seite 40). Dies
deutete auf eine wesentlich bessere Zuginglichkeit der Disulfidbriicken fiir DTT im M;-als im
M;-Zustand. Das Ergebnis impliziert gleichzeitig eine Reststruktur im M;-Zustand, welche in

rdumlicher Nihe des Cystin-Knotens lokalisiert sein sollte.

Analyse der Renaturierung des M>-Zustands

Sollte die M,-Spezies einen Zustand repréisentieren, bei der der N-Terminus durch den aus
den zwei Disulfidbriicken gebildeten Ring hindurchgefiadelt wurde, so war zu erwarten, dass
eine Renaturierung zum nativen Zustand nicht moglich ist. Eine Untersuchung der
Zeitabhdngigkeit der Renaturierung des Mj-Zustands sollte weiteren Aufschluss iiber
Unterschiede zwischen M; und M, geben. Die Analyse der Renaturierung erfolgte wie bei der
Denaturierung mittels RP-HPLC. Diese Methode erlaubte allerdings nur eine Unterscheidung
zwischen M; und M, da natives Protein unter HPLC-Bedingungen zu M, denaturiert wird.
Jedoch steht der denaturierte Zustand M; im schnellen Gleichgewicht mit dem nativen
Zustand, so dass die Methode zur Detektion der Renaturierung geeignet war (De Young et al.,

1996).
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Mit zunehmender Renaturierungszeit konnte eine Abnahme der M,-Spezies und eine
Zunahme der M;-Spezies beobachtet werden (Abb. 8A, Seite 41). Aus der Zu- und Abnahme
der beiden Spezies wurde eine Geschwindigkeitskonstante von 0,083 h™' bei 20°C und eine
Gesamtausbeute von ca. 75 % berechnet (Abb. 8B, Seite 41). Eine ndhere Analyse der im
Faltungsansatz enthaltenen inhomogenen Proteinspezies erfolgte mittels
GroBenausschlusschromatographie, da bekannt war, dass ausschlieBlich nativer ProNGF zur
Dimerisierung fahig ist (Bothwell & Shooter, 1977; Timm & Neet, 1992; Rattenholl et al.,
2001a). Die Fern-UV-CD- und Fluoreszenzspektren des renaturierten ProNGF waren
identisch mit dem Spektrum der nativen Referenz (Abb. 9A und 9B, Seite 41). Folglich war
es moglich, vollstindig denaturierten ProNGF aus dem M,-Zustand zur nativen Struktur zu
renaturieren.

Eine Bestimmung der Faltungsausbeute mittels Gelfiltration ergab allerdings, dass nur ca.
30 % der Molekiile in der nativen Konformation vorlagen (Daten nicht gezeigt), also weitaus
weniger als die zuvor durch RP-HPLC ermittelten 75 %. Eine Tatsache, die darauf hindeutete,
dass die durch RP-HPLC detektierte Fraktion neben faltungskompetentem ProNGF auch
irreversibel denaturierten ProNGF einschloss. Die Faltungsausbeute von 30 % konnte zudem

durch Denaturierungskinetiken des Faltungsansatzes bestétigt werden (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassung

Zwei der drei Prolinreste (Pro® und Pro®) in NGF sind in der Ringstruktur des Cystin-
Knoten lokalisiert und konnten weder durch Cokristallisation mit dem TrkA- noch mit
p75NTR-Rezeptor aufgelost werden (Wiesmann et al., 1999; He & Garcia, 2004). Der dritte
Prolinrest befindet sich am N-Terminus und liegt in der trans-Konformation vor (Wiesmann
et al., 1999). Zur Analyse, ob die langsame Faltungs- und Entfaltungsreaktion durch eine
Prolinisomerisierung hervorgerufen wird, wurden drei Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen
(Cyclophilin 12, FKBP 18 und SlyD) hinsichtlich ihrer Auswirkung auf die Beschleunigung
der Faltungsreaktion getestet. Bei keiner der getesteten Prolinisomerasen konnte eine
Beschleunigung nachgewiesen werden. Dennoch konnte eine Prolinisomerisierung als
Ursache fiir die sehr langsamen Umwandlungsprozesse nicht vollstindig ausgeschlossen
werden, da keine Aussagen iiber die Zugédnglichkeit der Prolinreste fiir die Prolinisomerasen
getroffen werden konnte.

Die aufgefiihrten Ergebnisse zeigten, dass die "loop-threading"-Hypothese als molekulare
Ursache fiir die langsame Entfaltung nicht weiter in Betracht kommt: (1) Die Gegenwart des
Pro-Peptids verlangsamt die Entfaltung von M; zu M; nicht signifikant. Nach der "loop-
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threading"-Hypothese wurde erwartet, dass der um das Pro-Peptid verldngerte N-Terminus
deutlich langsamer durch den Ring fédelt. (7I) Vollstindig in M, vorliegender ProNGF konnte
wieder renaturiert werden. Der "loop-threading"-Hypothese folgend, wire ein Zuriickfadeln
des N-Terminus durch den Ring nicht zu erwarten. (7/]) Im Gegensatz zur "loop-threading"-
Hypothese, welche beinhaltet, dass beide Zustidnde quasi vollstindig entfaltet vorliegen und
sich nur im Bezug auf den ein- bzw. ausgefddelten N-Terminus unterscheiden, konnten
strukturelle Unterschiede mittels NMR-Spektrosopie nachgewiesen werden. So konnte eine
Reststruktur in rdumlicher Néhe des Cystin-Knotens im M;-Zustand beobachtet werden,
welche im Mj-Zustand nicht detektiert wurde. (7V) Die eingeschrinkte Zugénglichkeit der
Disulfidbriicken gegeniiber DTT im M;-Zustand im Vergleich zum M,-Zustand bestétigte die
Zuordnung der Reststrukturen im M;-Zustand in der Ndhe des Cystin-Knoten.

Diese Reststrukturen stellen den Unterscheid zwischen den beiden Zustinden M; und M,
dar. Die Auflésung der Reststruktur unter denaturierenden Bedingungen wurde als sehr
langsame Entfaltung beschrieben und irrtiimlich mit der "/loop-threading"-Hypothese erklért.
Die Lokalisierung um den Cystin-Knoten und die damit verbundene sterische Einschrinkung
konnten Ursache fiir die ungewdhnlich langsame Entfaltung sein. Dariiber hinaus stellen diese
Reststrukturen wahrscheinlich einen Kern dar, aus denen eine effiziente und schnelle Faltung

von NGF (Timm & Neet, 1992) und ProNGF mdglich ist.
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3.2 Die native NGF-Domiine induziert die Struktur des Pro-Peptids im ProNGF

Kliemannel, M., Rattenholl, A., Golbik, R., Balbach, J., Lilie, H., Rudolph, R., and Schwarz,
E. (2004). The mature part of ProNGF induces the structure of its pro-peptide. FEBS
Lett., 566:207-212.

Neben der biologischen Funktion als in vitro-Faltungshelfer stimuliert das NGF-Pro-Peptid
durch Bindung sowohl an p75NTR als auch an TrkA auch eine pro-apoptotische Aktivitit
(Lee et al., 2001; Nykjaer et al., 2004). Eine biophysikalische Charakterisierung sollte iiber
die Struktur und Stabilitdt des isolierten NGF-Pro-Peptids und des an NGF kovalent
gekoppelten Pro-Peptids Aufschluss geben. Verschiedene Methoden zur Untersuchung des
Oligomerzustands wie analytische Ultrazentrifugation oder Gelfiltration zeigten, dass das
isolierte Pro-Peptid im Gegensatz zum NGF bzw. ProNGF als Monomer vorliegt (Abb. 2,
Seite 44) (Timm & Neet, 1992; Rattenholl et al., 2001a).

Das NGF-Pro-Peptid ist nur gering strukturiert

Um weitere Kenntnisse iiber die Struktur des isolierten Pro-Peptids zu erhalten, wurde die
intrinsische Fluoreszenz des Proteins untersucht. Der einzelne Tryptophanrest des Pro-Peptids
lag sowohl unter nativen als auch unter denaturierenden Bedingungen I6sungsmittelexponiert
vor. Dies bedeutete, dass der Tryptophanrest nicht an der Ausbildung einer Tertidrstruktur
beteiligt ist (Abb. 3A, Seite 45). Eine Analyse der Fluoreszenzeigenschaften der vier sich im
Pro-Peptid befindenden Phenylalaninreste zeigte dagegen eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitdt unter denaturierenden Bedingungen, welche auf einen verminderten
Energietransfer von dem angeregten Phenylalaninrest zum Tryptophanrest im denaturierten
Zustand wies (Abb. 3B, Seite 45). Das fern-UV-CD-Spektrum zeigte ein Plateau zwischen
218 und 223 nm sowie ein Minimum bei 205 nm (Abb. 3C, Seite 45). Dieses Spektrum wurde
als ein Indiz fiir einen geringen Anteil an B-Faltblattstruktur und einen hohen Anteil an
"random coil"-Struktur interpretiert. Eine Auswertung des fern-UV-CD-Spektrums mit Hilfe
des Programms CDNN (Bohm et al., 1992) ergab einen B-Faltblattanteil von 24% und einen
"random coil"-Anteil von 34%.

Zur Untersuchung der Stabilitdt wurde das isolierte Pro-Peptid mit GdmClI titriert und die
Denaturierung mit der damit verbundenen Anderung der Sekundérstruktur mit Hilfe von fern-
UV-CD-Spektroskopie verfolgt. Die Detektion erfolgte bei 220 nm, einer Wellenlénge, bei

der der spektroskopische Unterschied zwischen nativem und denaturiertem Zustand am
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grofften ist. Die reversibel verlaufende Denaturierung zeigte einen nicht-kooperativen
Ubergang; die Struktur des isolierten Pro-Peptids ist demnach nicht durch kooperativ
wirkende Wechselwirkungen stabilisiert (Abb. 4A, Seite 45). Dieses Ergebnis konnte auch
mit Hilfe der Analyse der Phenylalaninfluoreszenz bestétigt werden. Bei Versuchen mit
steigenden Konzentrationen von Ammoniumsulfat konnte keine Stabilisierung der Pro-
Peptid-Struktur nachgewiesen werden (Abb. 4B-D, Seite 45). Vermutlich enthilt das Pro-
Peptid keinen ausgeprigten hydrophoben Kern.

Der Vergleich der 1D-Protonen-NMR-Spektren (Abb. 5, Seite 46) von nativem und
denaturiertem isolierten Pro-Peptid bestitigte die zuvor mit Hilfe der Fluoreszenz-
spektroskopie gewonnenen Daten. Das isolierte Pro-Peptid liegt unter beiden Bedingungen
nahezu vollstindig entfaltet vor. Geringe Unterschiede zwischen beiden Zustinden konnten
auf lokale Kontakte zuriickgefiihrt werden. Eine definierte Tertidrstruktur des isolierten Pro-
Peptids konnte nicht nachgewiesen werden.

Zusammenfassend wurde sowohl aus der chemisch induzierten Entfaltung als auch aus den
NMR-Experimenten ersichtlich, dass das isolierte Pro-Peptid keine kooperativ stabilisierte
Tertidrstrukturelemente besitzt. Dariiber hinaus konnte mittels fern-UV-CD-Spektroskopie
definierte Sekundarstrukturanteile nachgewiesen werden. Der Energietransfer der angeregten
Phenylalaninreste zum Tryptophanrest zeigte die kompaktere Anordnung des isolierten Pro-
Peptids unter nativen gegeniiber denaturierenden Bedingungen. Zum Vergleich der Stabilitét
und Struktur wurde das an NGF gekoppelte Pro-Peptid mittels fern-UV-CD- und

Fluoreszenzspektroskopie untersucht.

Stabilisierung des NGF-gekoppelten Pro-Peptids durch den reifen Teil

Die komplette Denaturierung von ProNGF zeigte zwei kooperative Uberginge (Abb. 6B,
Seite 46), wobei der zweite Denaturierungsiibergang mit einem Mittelpunkt bei 3,5 M GdmCl
die Denaturierung der reifen NGF-Doméne widerspiegelte (Timm & Neet, 1992; Rattenholl et
al., 2001a). Der erste Ubergang mit einem Mittelpunkt bei 0,85 M GdmCl resultierte aus der
Denaturierung des Pro-Peptids. Das schmale Plateau zwischen beiden Ubergingen
reprasentierte eine Spezies, in der das Pro-Peptid denaturiert und der NGF-Teil nativ
strukturiert war. Dass dieser partiell denaturierte ProNGF wie nativer ProNGF als
Homodimer vorlag, konnte mittels analytischer Ultrazentrifugation nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). Die Denaturierung des Pro-Peptids im ProNGF bewirkte im Gegensatz
zum isolierten Pro-Peptid eine Anderung der Losungsmittelzuginglichkeit von mindestens

einem Tryptophanrest. Ob die wihrend der Pro-Peptid-Denaturierung beobachtete
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Fluoreszenzidnderung durch einen Tryptophanrest im reifen oder im Pro-Peptid-Teil
verursacht wurde, konnte dabei nicht unterschieden und aufgeklart werden. Die geringe
GdmCl-Konzentration, welche ausreichte um das Pro-Peptid zu denaturieren und vom reifen
Teil zu dissoziieren, deutete auf eine nur geringe Stabilisierung. Fiir die reversible Entfaltung
des Pro-Peptids wurde ein AG® von -7,8 kJ/mol berechnet (Abb. 6C, Seite 46).

Reifer NGF enthidlt drei Tryptophan-, zwei Tyrosin- und sieben Phenylalaninreste
(McDonald et al., 1991; Wiesmann et al., 1999). Aus den Strukturmodellen des humanen und
murinen NGF war bekannt, dass zwei Tryptophanreste in der Dimerisierungsfliche lokalisiert
sind. Der dritte Tryptophanrest ist an der Rezeptorbindung mit TrkA und p75TNR beteiligt
und auf der Oberflache des Molekiils teils 16sungsmittelexponiert lokalisiert (Wiesmann et al.,
1999; He & Garcia, 2004).

Wechselwirkungen, welche die Struktur des ProNGF-Pro-Peptids im Gegensatz zum
isolierten Pro-Peptid stabilisieren, konnten mittels Ammoniumsulfat verstirkt werden. Mit
steigenden Ammoniumsulfatkonzentrationen konnte eine Verschiebung des Ubergangsmittel-
punkts zu hoheren GdmCl-Konzentrationen beobachtet werden (Abb. 7B-D, Seite 47).

Wie aus den vorgestellten Ergebnissen hervorgeht, besteht eine Wechselwirkung zwischen
dem Pro-Peptid und dem reifen Teil im Kontext des nativen ProNGF. Da das Pro-Peptid aber
auch einen Einfluss auf die Strukturbildung des reifen Teils wihrend des Prozesses der
oxidativen Faltung nimmt, ist wihrend der Faltung auch eine Wechselwirkung des Pro-
Peptids mit Faltungsintermediaten anzunehmen. Daher beschrianken sich Wechselwirkungen
des Pro-Peptids mit dem reifen Teil nicht auf einige wenige strukturell definierte
Wechselwirkungen, sondern deutet auf eine Assoziation des relativ flexibeln Pro-Peptids mit

mehreren und unterschiedlich strukturierten Abschnitten des reifen Teils.
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3.3 Das Pro-Peptid des ProNGF: Strukturbildung und intramolekulare
Assoziation mit NGF

Kliemannel, M., Golbik, R., Rudolph, R., Schwarz, E. and Lilie, H. (2006) The pro-peptide of
NGF: structure formation and intramolecular association with NGF. eingereicht bei
Prot. Sci.

Wie in vorherigen Arbeiten gezeigt werden konnte, fiihrt die GdmCl induzierte
Gleichgewichtsdenaturierung des NGF-gekoppelten Pro-Peptids im Gegensatz zum isolierten
Pro-Peptid, welches einen reversiblen nicht-kooperativen Ubergang zeigt, zu einem
reversiblen kooperativen Ubergang (Abb. 1, Seite 50) (Kliemannel et al., 2004). Der mittels
Fluoreszenzspektroskopie gemessene kooperative Denaturierungsiibergang wies daraufhin,
dass die Struktur des NGF-gekoppelten Pro-Peptids im Gegensatz zum isolierten Pro-Peptid
durch tertidre Wechselwirkungen stabilisiert ist. Ebenfalls konnte anhand der fern-UV-CD-
Spektren ein identischer Anteil an Sekundérstruktur fiir das isolierte und das NGF-gekoppelte
Pro-Peptid nachgewiesen werden (Kliemannel et al., 2004).

Fiir eine detailliertere Untersuchung der De- und Renaturierung wurden die mittels fern-
UV-CD- und Fluoreszenzspektroskopie ermittelten Ubergéinge miteinander verglichen.
Uberraschenderweise waren die mit Fluoreszenz und fern-UV-CD  gemessenen
Ubergangskurven nicht identisch (Abb. 2, Seite 51). Der Ubergang der fern-UV-CD-Messung
erfolgte bei einer geringeren GdmCl-Konzentration als der der Fluoreszenzmessungen.
Aufgrund der Anderung der Elliptizitit wihrend der Denaturierung konnten ein Riickschluss
auf die Sekundérstruktur gezogen werden. Im Gegensatz dazu spiegelten die Anderungen der
Fluoreszenzintensitdt wahrend der Denaturierung die Umgebungsidnderung der Fluorophore
wider, welche mit einer Anderung der Tertiéirstruktur korreliert. Die nichtkongruenten Kurven
deuteten auf eine ungewdhnliche entkoppelte Entfaltung der Sekundér- und Tertidrstrukturen.
Daher implizierte dieses Ergebnis die Existenz eines Intermediats, in dem die native
Sekunddrstruktur aufgelost ist, aber Tertidrkontakte, nachgewiesen iiber die Tryptophan-
fluoreszenz, vorhanden sind. Dabei kann der Tryptophanrest, der in den Tertidrkontakt
involviert ist, prinzipiell im reifen NGF-Teil als auch im Pro-Peptid-Teil lokalisiert sein. Mit
Hilfe eines Fusionproteins bestehend aus dem reifen NGF und dem Pro-Peptid des
Neurotrophins-3, welches keinen Tryptophanrest enthilt, wurde wéhrend der Denaturierung
eine dhnliche Anderung der Tryptophanfluoreszenz beobachtet (Manuskript in Vorbereitung).
Folglich ist der Tryptophanrest, welcher zumindest fiir einen Teil der Fluoreszenzinderung

verantwortlich ist, wahrscheinlich im reifen Teil lokalisiert.
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Lokalisierung der mit NGF wechselwirkenden Region im Pro-Peptid

Zur Identifizierung der Pro-Peptid-Region, welche mit der reifen NGF-Domine interagiert,
wurden H/D-Austauschexperimente mit gekoppelter massenspektrometrischer Untersuchung
durchgefiihrt. Diese Methode erlaubte die Identifizierung von Peptidfragmenten anhand ihres
Molekulargewichts, welche aufgrund ihrer Wechselwirkung nur eingeschriankt Wasserstoff
gegen Deuterium austauschen. Dazu wurde ProNGF in D,O inkubiert und nach
anschlieBender Ansduerung durch Pepsin verdaut. Unter diesen experimentellen Bedingungen
wurde ausschlieBlich die Pro-Peptid-Domaine des ProNGF in unterschiedliche lange
Proteolyseprodukte fragmentiert. Die Masse der erhaltenen Fragmente wurde anschlieBend
mittels MALDI-TOF analysiert und mit Hilfe des Programms FindPept™
(http://www.expasy.ch/tools/findpept.html) der Primédrsequenz zugeordnet (Tab. "Table 1",
Seite 52).

Neben der Mehrzahl von Fragmenten, welche einen vollstdndigen H/D-Austausch zeigten,
konnten die Peptide Trp™®**-Ala™® and GIn™*’-Ala® im ProNGF identifiziert werden, welche
einen reduzierten H/D-Austausch zeigten (Tab. "Table 1", Seite 52). Im Gegensatz zur
spezifischen Fragmentierung des NGF-gekoppelten Pro-Peptids konnten keine definierten
Spaltprodukte nach der Proteolyse des isolierten Pro-Peptids identifiziert werden. Potenzielle
Spaltstellen im NGF-gekoppelten Pro-Peptid waren daher wahrscheinlich durch Wechsel-
wirkung mit dem reifen Teil vor Proteolyse geschiitzt. Mit den Peptiden Trp*’-Ala™® and
GIn™®*’-Ala® konnte eine Region identifiziert werden, welche wahrscheinlich an einer
Wechselwirkung mit dem reifen NGF beteiligt ist. Eine Sequenzanalyse beziiglich des
hydrophoben Moments nach der Eisenberg-Methode ergab, dass dieser Sequenzabschnitt die
hochste Hydrophobizitit innerhalb des Pro-Peptids besitzt (Eisenberg et al., 1984). Unter
Annahme einer helikalen Strukture stellt dieser Bereich einen hoch amphiphilen Abschnitt

dar.

Kinetische Untersuchung der Entfaltung und Faltung des NGF-gekoppelten Pro-Peptids

Die Anderung der Tryptophanfluoreszenz wihrend der Denaturierung des ProNGF stellte
eine Anderung der Wechselwirkung zwischen NGF und Pro-Peptid dar, da die Intensitéit der
Tryptophanfluoreszenz des isolierten Pro-Peptids unter nativen und denaturierenden
Bedingungen unverdndert war (Abb. 3A, Seite 52). Zur Untersuchung der Wechselwirkung
zwischen NGF und Pro-Peptid im ProNGF wurde die Faltung und Entfaltung des Pro-Peptids
kinetisch untersucht. Eine Anderung des Fluoreszenzsignals im Bereich von 0 - 2 M GdmCl

resultierte dabei ausschlieBlich von Strukturdnderungen des NGF-gekoppelten Pro-Peptids,
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da die NGF-Doméne erst ab GdmCl-Konzentrationen von iiber 3 M denaturiert (Timm &
Neet, 1992; De Young et al., 1996; Kliemannel et al., 2004).

Die Fluoreszenzamplituden wéhrend der Faltung und Entfaltung in Abhdngigkeit von der
GdmCl-Konzentration entsprachen dabei den Fluoreszenzamplituden, welche wéhrend der
Gleichgewichtsmessungen analysiert wurden (Daten nicht gezeigt) und deuteten darauf, dass
beide Messungen denselben Prozess beschrieben. Wéhrend der Faltung des NGF-gekoppelten
Pro-Peptids konnte eine monophasische Zunahme des Fluoreszenzsignals beobachtet werden
(Abb. 3A, Seite 52). Eine monophasische Zunahme war aufgrund des aus den
Gleichgewichtsiibergiingen erwarteten Intermediats tiberraschend. Eine Analyse der Faltung
des NGF-gekoppelten Pro-Peptids mittels fern-UV-CD-Spektroskopie bei 220 nm zeigte
ebenfalls eine monophasisch verlaufende Kurve (Abb. 3A, Seite 52), welche die gesamte zu
erwartende Amplitude aufzeigte, so dass keine schnelle vorangehende Reaktion anzunehmen
war. Eine weitere langsame Reaktion im Anschluss konnte ebenfalls nicht nachgewiesen
werden.

Da innerhalb des Pro-Peptids neun Prolinreste lokalisiert sind, konnte eine Prolin-cis/trans-
Isomerisierung als geschwindigkeitsbestimmender Schritt der Reaktion nicht ausgeschlossen
werden. Allerdings wurde weder mit Hilfe verschiedener Prolinisomerasen noch mittels
Doppelsprungexperimenten eine Prolinisomerisierung als geschwindigkeitsbestimmender
Schritt fiir die Faltung nachgewiesen.

Eine kinetische Untersuchung der Denaturierung des NGF-gekoppelten Pro-Peptids in
1,75 M GdmCl mittels Fluoreszenzspektroskopie zeigte im Gegensatz zur Renaturierung
einen biphasischen Verlauf der Reaktion (Abb. 3B, Seite 52). Aufgrund des schnellen Ablaufs
der Reaktion war im Gegensatz zur Fluoreszenzmessung eine Bestimmung der
Denaturierungsgeschwindigkeit  mittels  stopped-flow-fern-UV-CD-Spektroskopie  nicht
moglich (Abb. 3B, Seite 52). Diese ungewdhnliche Reihenfolge der Denaturierung entsprach
den Ergebnissen aus den Gleichgewichtsmessungen, die zeigten, dass sich die
Sekundarstruktur vor den Tertidrtkontakten aufloste. Um Aufschluss zu erhalten, ob eine
parallele oder serielle Reaktion die Ursache fiir den biphasischen Denaturierungsverlauf ist,
wurde Doppelsprungexperimente  durchgefiihrt. NGF-gekoppeltes Pro-Peptid wurde
unterschiedlich lange unter denaturierenden Bedingungen inkubiert, anschliefend renaturiert
und die Strukturdnderung mittels Fluoreszenzspektroskopie analysiert. Dabei wurde
beobachtet, dass eine Denaturierungszeit von 25 s in 1,75 M GdmCl des NGF-gekoppelte
Pro-Peptids zu einem monophasischen Verlauf der Renaturierung fiihrt, welcher der

Renaturierung des vollstindig denaturierten Pro-Peptids entsprach. Im Gegensatz dazu wurde
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bei kiirzeren Denaturierungszeiten eine biphasische Faltungsreaktion mit einer ca. 20-fach
schnelleren ersten Reaktion beobachtet (Abb. 4A, Seite 53). Das Ergebnis dieses Experiments
wies eindeutig auf die Existenz eines Intermediats (I) wahrend der Denaturierung des Pro-
Peptids. Dabei resultierte die schnelle Reaktion aus der Umwandlung des Intermediats zum
nativen Zustand (N), die langsame Reaktion spiegelte die Faltung des entfalteten Zustands
(U) zum nativen Zustand wider; U -> I -> N. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der
Reaktion war die Umwandlung von U -> I, so dass die Reaktion I -> N innerhalb der
Gesamtreaktion nicht spektroskopisch erfasst werden konnte.

Die Akkumulation des Intermediats konnte wiahrend der Denaturierung in 1,75 M GdmCl
nur innerhalb der ersten Sekunde beobachtet werden, da anschlieBend die vollstindige
Entfaltung des Intermediats erfolgte. Durch unterschiedlich lange Denaturierungszeiten in den
Doppelsprungexperimenten konnte die zeitabhidngige Akkumulation des Intermediats
beobachtet werden (Abb. 4A, Seite 53). Die Amplituden der beiden Renaturierungsphasen
reflektierten dabei die Populationen des Intermediats und der entfalteten Spezies. Anhand der
Amplituden konnten daher sowohl die Zu- und Abnahme des Intermediats als auch die
Akkumulation des entfalteten Zustands beobachtet werden (Abb. 4B, Seite 53). Die aus
diesen Messungen berechnete Geschwindigkeit flir die Abnahme des Intermediats korrelierte
dabei mit den Kinetiken der biphasischen, mittels stopped-flow-Fluoreszenzmessung
analysierten Denaturierung.

Da das Fluoreszenzspektrum des Intermediats aufgrund der schnellen Reaktion von I -> U
nicht direkt gemessen werden konnte, wurde versucht, das Spektrum aus den
Denaturierungskinetiken bei verschiedenen Wellenldngen zu berechnen. Dazu wurde das
NGF-gekoppelte Pro-Peptid in 1,8 M GdmCl denaturiert und die Kinetik bei verschiedenen
Emissionswellenldngen zwischen 330 und 360 nm analysiert. Anhand der kinetischen Daten
konnte ein Fluoreszenzmaximum fiir den denaturierten und intermedidren Zustand bei 345-
350 nm und fiir den nativen Zustand bei 337 nm bestimmt werden (Abb. 5, Seite 54).
Demnach ist der Tryptophanrest, der fiir den spektroskopischen Unterschied des ProNGF mit
nativem bzw. denaturiertem Pro-Peptid verantwortlich war, bereits im Faltungsintermediat
exponiert.

Anhand der Fluoreszenzdnderung wiahrend der Denaturierung konnte sowohl die Bildung
des Intermediats als auch die Entstehung des denaturierten Zustands beobachtet werden.
Demgegeniiber wurde wéhrend der Renaturierung nur die Umwandlung von U -> 1
beobachtet. Zur Bestimmung der Renaturierungsrate von I -> N wurden Doppelsprung-

experimente durchgefiihrt, wobei das NGF-gekoppelte Pro-Peptid fiir eine Sekunde bei 1,8 M
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GdmCl denaturiert und anschlieBend riickgefaltet wurde. Die gemessenen Geschwindigkeits-
konstanten der Faltung und Entfaltung in Abhingigkeit der GdmCl-Konzentration sind in
Abb. 6 (Seite 54) als Chevron-Plot dargestellt. Die Extrapolationen der Daten ergaben die
mikroskopischen Geschwindigkeitskonstanten fiir die Faltung und Entfaltung sowohl des
nativen und denaturierten Zustands als auch des Intermediats unter nativen Bedingungen.
Dariiber hinaus konnte die thermodynamische Stabilitit des nativen Zustands und des
Intermediats berechnet werden (Abb. 6, Seite 54). Fiir die Gesamtreaktion N <-> U konnte
eine Stabilisierungsenergie von 20,9 kJ/mol berechnet werden, welche sich aus den
Teilreaktionen N <-> I mit 14,8 kJ/mol und I <-> U mit 6,1 kJ/mol zusammensetzt. Die
mikroskopischen Geschwindigkeitskonstanten fiir die beiden Reaktionen N -> I und 1 ->U
waren mit k, = 0.0025 s und einer Aktivierungsenergie von 86,3 kJ/mol identisch. Aufgrund
der schnellen, mittels fern-UV-CD-Spektroskopie nicht quantifizierbaren Entfaltungsreaktion
des NGF-gekoppelten Pro-Peptids stellt der Chevron-Plot nicht die gesamten Faltungs- und
Entfaltungsprozesse dar.

Wie gezeigt werden konnte, beschreiben die tertidren Wechselwirkungen intramolekulare
Interaktionen zwischen NGF und seinem Pro-Peptid, welche hauptsichlich auf hydrophoben
Interaktionen beruhen (Kliemannel et al., 2004). Hydrophoben Wechselwirkungen bei
fehlender Sekundirstruktur wurde auch fiir andere Proteine beobachtet (Neri et al., 1992;
Saab-Rincon et al, 1996). Dabei stellt die Wechselwirkung unter denaturierenden
Bedingungen zwischen NGF und Pro-Peptid weniger einen hydrophoben Kern dar, sondern
eher die Assoziation iiber hydrophobe Aminosduren. Die strukturelle Wechselwirkung
zeichnet sich dabei wahrscheinlich nicht durch eine hohe Selektivitidt und Spezifitit aus, da
dass Pro-Peptid sowohl den reifen NGF bindet als auch wéhrend der Faltung des reifen Teils
als intramolekulares Chaperon fungiert (Rattenholl et al., 2001a).

An der Wechselwirkung zwischen NGF und Pro-Peptid sind, wie gezeigt werden konnte,
ein oder mehrere Tryptophanrest(e) beteiligt. Dabei konnte anhand einer Chiméare aus NGF
und dem verwandten Neurotrophin-Pro-Peptid des NT-3 nachgewiesen werden, dass einer
dieser Tryptophanreste im NGF lokalisiert ist (Veroffentlichung in Vorbereitung). Aufgrund
der zur Verfiigung stehenden Daten der Rontgenstrukturanalyse konnte der Tryptophanrest
Trp?' identifiziert werden, welcher 13sungsmittelexponiert vorliegt (Abb. 7, Seite 56)
(McDonald et al., 1991). Im Gegensatz dazu befinden sich die beiden anderen Tryptphanreste
innerhalb der Dimerisierungsschnittstelle und sind unter nativen Bedingungen nicht
zuginglich. Im ProNGF schrinkt das gefaltete Pro-Peptid die Losungsmittelzugéinglichkeit
dieses Tryptophanrests ein. Nach Denaturierung des Pro-Peptids liegt der Tryptophanrest
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wieder 16sungsmittelexponiert vor. Aufgrund der Annahme, dass das Pro-Peptid weder die
Struktur noch die Dimerisierung des NGF beeinflusst, konnten Hinweise erhalten werden,

dass das Pro-Peptid im Bereich von Trp*' mit dem reifen Teil interagiert.

Biologische Bedeutung des NGF-gekoppelten Pro-Peptids

Der Tryptophanrest Trp>', welcher wahrscheinlich an der Wechselwirkung mit dem Pro-
Peptid beteiligt ist, trdgt zur Interaktion von NGF mit den beiden Rezeptoren TrkA und
p75NTR bei (Wiesmann et al., 1999; He & Garcia, 2004). So befinden sich beispielsweise im
NGF-TrkA-Komplex sicben Aminosiuren des Rezeptors in der Nihe von 8 A zum Trp”
(Abb. 7, Seite 56). Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass das Pro-Peptid mit den beiden
Rezeptoren TrkA und p75NTR um die NGF-Bindungsstelle konkurriert. Diese Vermutung
wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass die Gegenwart des Pro-Peptids die Affinitit von
NGF zu diesen Rezeptoren senkt (Nykjaer et al., 2004). Um eine Dissoziation des Pro-Peptids
vom reifen Teil zu bewirken und eine Rezeptorbindung zu ermoéglichen, muss ein
Energiebetrag von 14,8 kJ/mol aufgebracht werden. Andererseits wire es moglich, dass eine
Dissoziation des Pro-Peptids fiir eine Rezeptorbindung nicht notwendig und eine
Delokalisierung ausreichend ist, welche sich in einer Senkung der Affinitidt von ProNGF zum
Rezeptor duBern wiirde. Der Energiebetrag fiir eine Delokalisierung ist abhdngig von der
GroBe und der Uberlappung der Kontaktfliche des Pro-Peptids und den Rezeptoren und
wahrscheinlich energetisch begiinstigt. Solange allerdings keine Strukturdaten auf atomarer
Ebene von ProNGF mit den Rezeptoren zur Verfligung stehen, bleiben diese Interpretationen

der Ergebnisse spekulativ.
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3.4 Sortilin ist essentiell fiir den ProNGF induzierten neuronalen Zelltod

Nykjaer, A., Lee, R., Teng, K. K., Jansen, P., Madsen, P., Nielsen, M. S., Jacobsen, C.,
Kliemannel, M., Schwarz, E., Willnow, T. E., Hempstead, B. L., and Petersen, C. M.
(2004). Sortilin is essential for ProNGF-induced neuronal cell death. Nature, 427:843-
848.

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Petersen konnte dazu beigetragen werden,
neue Erkenntnisse tiber die Affinititen von ProNGF und isoliertem NGF-Pro-Peptid im
Vergleich zu NGF zu den beiden Rezeptoren TrkA und p75NTR zu gewinnen. Dabei konnte
keine Affinitét des isolierten Pro-Peptids zu den Rezeptoren TrkA und p75NTR und eine etwa
10-fach geringere Affinitit des ProNGF zu den Rezeptoren als die von reifem NGF
beobachtet werden. Dariiber hinaus wurde ein weiterer Rezeptor, Sortilin, identifiziert,
welcher spezifisch ProNGF {iber die Pro-Peptid-Domine bindet. Der identifizierte Sortilin-
Rezeptor aus der Familie der Vps10P-Dominen-Rezeptoren (Hermey et al., 2003) besitzt in
vitro eine 10- bis 15-fach hohere Affinitdt zu ProNGF bzw. zum isolierten Pro-Peptid als zum
reifen NGF (Abb. 1, Seite 59). Mittels in vivo-Experimenten wurde die spezifische Aufnahme
von NGF in die Zellenlinie 293 iiber TrkA und p75NTR, nicht aber iiber den Sortilin-
Rezeptor nachgewiesen. Im Gegensatz dazu erfolgt die Aufnahme von ProNGF iiber einen
Komplex aus Sortilin und p7SNTR (Abb. 2, Seite 60). Dieser Komplex scheint eine hoch
affine Bindestelle fiir das Pro-Peptid zu bilden und essentiell fiir die Apoptoseinduktion durch
ProNGF zu sein. Als Modell dieses Komplexes wurde eine Stochiometrie von einem
p75NTR-Molekiil, einem Sortilin-Molekiil und einem ProNGF-Dimer vorgeschlagen (Abb.
4H, Seite 61).
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ABSTRACT: Nerve growth factor (NGF), a member of the neurotrophin family, is an all-$-sheet protein
with a characteristic structure motif, the cystine knot. Unfolding of NGF in 6 M GdnHC1 has been described
previously to involve an initial partial loss of structure and a subsequent very slow conversion to a second,
completely unfolded state. This latter conversion was postulated to represent a back-threading of the
disulfide bond that passes through the cystine knot (loop threading hypothesis). Here, this hypothesis was
questioned with the pro form of the protein (proNGF). In proNGF, the mature part is preceded by the
103-amino acid pro-peptide. Consequently, loop threading of the N-terminally extended protein should
be significantly delayed. However, unfolding kinetics of proNGF monitored by RP-HPLC, intrinsic
fluorescence, and NMR spectroscopy were comparable to those of mature NGF. Time-resolved 'H—""N
HSQC spectra revealed a slow time-dependent loss of residual structure of which the kinetics correlated
well with the transition observed by RP-HPLC. Refolding from the completely unfolded state led to a
partial recovery of natively folded proNGF. In summary, the sequential unfolding of proNGF only
marginally differed from that of mature NGF. Therefore, it is very unlikely that a loop threading mechanism

Examination of the Slow Unfolding of Pro-Nerve Growth Factor Argues against a

is the cause of the slow unfolding step.

NGF! belongs to the neurotrophin protein family and
promotes growth, maintenance, and differentiation of neurons
in the central and peripheral nervous system. NGF conveys
its biological activity by binding to the TrkA receptor. The
pro form of NGF, proNGF, on the other hand, has been
postulated to induce apoptosis via interaction with both p75
and the sortilin receptor (/—35). NGF is a noncovalent
homodimer in which both monomers are tightly associated
via hydrophobic interactions. The K, value for the monomer—
dimer equilibrium has been reported to be <107 M at
neutral pH (6). NGF, like other neurotrophins, contains a
characteristic structure motif, the cystine knot. In NGF, two
disulfide bridges connect the polypeptide backbone to a 14-
amino acid loop that is penetrated by the third disulfide
bridge (7—9).

In vivo, NGF is translated as a pre-pro-protein. The pre-
sequence confers secretion and is cleaved upon translocation
into the endoplasmic reticulum where disulfide bond forma-
tion occurs. The pro-peptide of NGF with 103 amino acids
is nearly as large as the mature part with 118 residues. The
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pro-peptide is known to promote correct maturation and
secretion of NGF in vivo (10, 11). Moreover, we could
demonstrate that the pro-peptide of NGF guides effective
oxidative folding of the mature protein also in vitro (/2, /3).
Furthermore, we could show that the mature part stabilizes
the pro-peptide (/4). At low guanidinium hydrochloride
(GdnHCl) concentrations, the pro-peptide unfolds fast and
does not influence the unfolding of the mature NGF moiety
(14).

Analysis of structure formation of mouse NGF (the
sequence of which 1s 90% identical with that of human NGF
examined here) by unfolding experiments revealed a rapid
initial unfolding (75, 16). With longer incubation times under
denaturing conditions, murine NGF exhibited a second slow
unfolding reaction that resulted in the completely unfolded
species (/7). On the basis of these results, De Young et al.
postulated the following sequential unfolding:

N, <= 2M, = 2M,

The model includes an initial loss of structure, which likely
reflects the dissociation of the dimer and partial unfolding
to monomer M, followed by a slow subsequent complete
unfolding to M,. By NMR measurements, De Young et al.
(17) analyzed M, and concluded that no defined secondary
structural elements were retained. However, according to this
model, M still contains an intact cystine knot. The transition
from M, to M, was proposed to involve a back-threading of
the N-terminal sequence, in which Cysl5 is in a disulfide
linkage with Cys80, through the ring formed by the other
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two disulfides (/7, 18). Accordingly, M, was assumed to
represent an unfolded species in which the N-terminal
sequence has slipped out of the ring (/7). A gain in entropy
was suggested as the driving force for threading. A rear-
rangement of disulfide bonds, as an alternative explanation
for the slow conversion, was excluded since unfolding was
independent of pH. The loop threading hypothesis was
supported by the observation that NGF variants with
truncated N-termini underwent the transition from M; to M,
considerably faster (/7). In proNGF, the mature part is
preceded by the pro-peptide comprising 103 amino acids.
Accordingly, threading through the ring should be signifi-
cantly retarded in proNGF. Here, we compare the folding
and unfolding of proNGF with that of mature NGF. Our
results show that the N-terminal pro-peptide has no influence
on the slow M; to M, conversion. Furthermore, NMR
experiments revealed new insight into the structural differ-
ences between the M; and M, states. Taken together, our
results suggest that the M; and M, states differ in the residual
structure in the M, state probably close to the cystine knot.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of Recombinant Human proNGF and NGF.
Inclusion bodies of human proNGF were produced with
pET11a in Escherichia coli BL21(DE3), and the fully folded
protein was obtained as described previously (/2). Mature
NGF was obtained from proNGF by digestion with bovine
pancreatic trypsin (Roche) (1:415 molar ratio). After a 30
min digestion in 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) at 0 °C, trypsin
and cleavage products were removed by ion exchange
chromatography on a SP-Sepharose column (GE Healthcare)
(12).

NMR Spectroscopy. For PN labeling of E. coli BL21(DE3)
cells containing recombinant cDNA for proNGF, cells were
cultured in M9 medium with "NH,CI as the sole nitrogen
source. Proton spectra of 0.435 mM proNGF samples and 1
mM uniformly ’N-labeled NGF samples were acquired at
45 °C with a Bruker DRX 500 spectrometer. The residual
water resonance in the D,O samples of the unfolding bufter,
containing 6 M GdnHCl and 50 mM sodium phosphate (pH
7.0), was presaturated during the relaxation delay. Due to
the fast exchange of water and GdnHCI protons and thus
the complete saturation transfer to the GdnHCI resonance at
45 °C, an additional suppression of the denaturant was not
necessary. The concentration of GdnHCl was determined by
refraction without correction for the isotopic effect of D,O.
Exchangeable protons of the buffer were removed by
dissolving the sample in DO three times and subsequent
lyophilization. Unfolding reactions were started by manually
dissolving the lyophilized protein in the unfolding buffer.
The unfolding kinetics of proNGF were measured in D,O
(6 M GdnDCI and 50 mM sodium phosphate, pD 7.0 pH-
meter reading), recording 800 one-dimensional (1D) 'H
spectra (64 scans each) over 19 h. Spectra were recorded
over a spectral width of 13 ppm. A squared cosine window
function was applied prior to Fourier transformation. The
unfolding of "’N-NGF was followed via 28 'H—'N HSQC
spectra over 24 h in 6 M GdnHCI (90% H,0/10% D-O).
The spectral widths for the HSQC spectra were 13 and 32
ppm for the 'H and N dimensions, respectively. Quadrature
detection in the indirect dimension was achieved using the
States—TPPI method. The GdnHCI signal was suppressed
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by a | s presaturation and the water signal by the WATER-
GATE pulse train of the FHSQC sequence (/9).

Data were processed and analyzed using Felix. The 1D
spectra depicted in Figure 4A are averages of 100 1D spectra.
The spectrum of M; was recorded after the unfolding reaction
had reached completion. For the M, state, the first 100 1D
spectra during refolding were averaged. According to the
unfolding kinetics, 75% of this average NMR intensity
belongs to Ma. Therefore, after subtraction of these 75%
using the plain M; spectrum recorded after the unfolding
reaction, the 1D spectrum of M; could be derived. For more
details about this deconvolution of 1D real-time NMR
spectra, see refs 20 and 2/. The two-dimensional (2D)
HSQCs of M and M» were derived by the similar approach
using averages of five spectra.

For the kinetic studies, the high-field-shifted methyl groups
of the proNGF 1D 'H spectra between 0.3 and 0.6 ppm were
integrated and plotted against the unfolding time. For the
analysis of the 2D HSQC, the intensities of the amide cross-
peaks were followed. Kinetic analyses were performed using
GraFit (Erithacus Software Ltd.).

Reversed Phase High-Pressure Liquid Chromatography
(RP-HPLC). RP-HPLC was performed with a C4-RP-HPLC
column (Vydac, C4, 5 um; 4.6 mm x 250 mm; Hesperia)
on a Gynkotek HPLC system (Dionex, Idstein, Germany).
The samples were loaded after incubation at different
temperatures and time points. The column was equilibrated
in 6% buffer B [buffer A was 0.1% (v/v) TFA in water;
buffer B was 80% (v/v) acetonitrile and 0.08% (v/v) TFA
in water]. Samples were eluted with the following gradient:
6% B from 0 to 4 min, 6 to 30% B from 4 to 9 min, 30 to
69% B from 9 to 24 min, and 69 to 100% B from 24 to 25
min at a flow rate of 1 mL/min. Peak areas were calculated
with Chromeleon version 4.32 (Dionex).

Circular Dichroism (CD) Measurements. Far-UV CD
spectra were recorded on a Jasco J710 spectropolarimeter
from 190 to 260 nm with a 1 nm light path. Measurements
were performed in 50 mM sodium phosphate (pH 7.0) at 20
°C. Spectra were buffer corrected, and ellipticities related
to the mean residue weight of amino acid residues were
calculated according to the method described in ref 22.

Fluorescence Measurements. Measurements were carried
out with a FluoroMax-2 fluorescence spectrometer (Jobin-
Yvon-Spex). Slit widths for both excitation and emission
wavelengths were 5 nm. Experiments were performed in 50
mM sodium phosphate (pH 7.0) and 1 mM EDTA at 20 °C
in 1 cm cuvettes. For emission spectra, excitation was at
280 nm. Spectra were collected from 300 to 400 nm. Kinetics
were recorded upon excitation at 280 nm and by monitoring
emission at 325 nm in 1 cm cuvettes with stirring.

Refolding of ProNGF from the M, State. Fully unfolded
proNGF (6 M GdnHCI at 45 °C over 4 days) was refolded
by pulse renaturation in 50 mM sodium phosphate (pH 7.0)
and 1 mM EDTA. The protein concentration of each pulse
was 200 ug/mL. ProNGF was refolded in five pulses over
120 h, and the final residual concentration of GdnHCI was
02 M.

Gel Filtration. For separation of dimeric species from
monomeric species, size exclusion chromatography was
performed on a Superdex75 10/300 column with the AKTA
explorer system (Amersham Biosience) at a flow rate of 0.5
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FiGure 1: Unfolding kinetics of NGF. NGF (300 ug/mL) was
incubated in 6 M GdnHCI, 50 mM sodium phosphate (pH 7.0),
and 1 mM EDTA at 25 °C. At different time points, 30 g of protein
was loaded on a C4-RP-HPLC column: (®) proNGF in the M,
state and (O) NGF in the M, state. Rate constants were calculated

by integration of peak areas and by assuming a first-order reaction
(k= 0.029 h™!).

mL/min. The mobile phase consisted of 0.33 M L-arginine,
50 mM sodium phosphate (pH 7.0), and 1 mM EDTA.

RESULTS AND DISCUSSION

Influence of the Pro-Peptide on the Unfolding Kinetics of

the Mature Domain. The kinetics of NGF unfolding upon
denaturation with GdnHCI1 were studied in detail by De
Young et al. (/7, 18). The authors separated the partially
unfolded monomeric species, M), from the fully denatured
species, My, that eluted at higher acetonitrile concentrations
than M; on a C4-RP-HPLC column. As performed by De
Young et al., conversion of M; to M, was quantified here
by the integration of peak areas. Conversion of M; to M,
during RP-HPLC analysis can be excluded, since rechro-
matography of the M, and M; species via RP-HPLC did not
result in changes in the elution properties of either species
(data not shown). The results of De Young et al. could be
confirmed in our lab by identical analyses. The rate constant
(k) for the M| to M, transition equaled 0.029 h™! and was
thus very similar to that determined by De Young et al. (0.03
h™!) (Figure 1).

The loop threading hypothesis is supported by the obser-
vation that rate constants of dimer loss increased with longer
deletions of N-terminal segments in mutant variants of NGF
(17). Accordingly, N-terminal extensions of NGF should lead
to severely retarded conversions of M; to M,. To this end,
unfolding kinetics of proNGF, in which the mature part is
preceded by the 103-residue pro-peptide, were measured.
Experimental conditions were identical to those in the studies
with mature NGF. GdnHCl-induced unfolding of native
proNGF to M,, which is supposed to be coupled with the
dissociation of the dimer, was monitored by fluorescence.
At 20 °C, the fast unfolding reaction (N to M;) was complete
after 2 min (Figure 2A). Conversion of M; to M, was
monitored by RP-HPLC. Due to the fast unfolding of the
pro-peptide, which is already at low GdnHCI concentrations
in the millisecond range (data not shown), an influence of
any residual structure(s) in the pro-peptide on the transition
of M; to M, could be excluded.

In proNGF, conversion of M; to M, occurred with a rate
constant k of 0.024 h™! (Figure 2B). The rate of conversion
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FIGURE 2: (A) Unfolding kinetics of proNGF from the native to
the M, state. ProNGF (20 u#g/mL) was incubated in 6 M GdnHCl,
50 mM sodium phosphate (pH 7.0), and 1 mM EDTA. The
fluorescence was measured at 20 °C at 325 nm upon excitation at
280 nm. The decay of the signal was fitted to a first-order reaction
(k = 0.04 s71). (B) Unfolding kinetics of proNGF from the M,

state to the M, state. ProNGF (10 ug) was incubated in 6 M
GdnHCI, 50 mM sodium phosphate (pH 7.0), and 1 mM EDTA.
After different incubation intervals, samples were loaded onto a
C4-RP-HPLC column: (®) proNGF in the M, state and (O)
proNGF in the M, state. Rate constants were calculated by
integration of peak areas and by subsequently assuming a first-
order reaction (k = 0.024 h™!).

was independent of the pH (data not shown), excluding the
possibility of disulfide rearrangements. The determined rate
constant is very close to that of the corresponding reaction
of mature NGF (k = 0.029 h™!). Thus, it is unlikely that the
slow unfolding reaction that is observed in both NGF and
proNGF is caused by a loop threading mechanism since in
the case of proNGF considerably longer unfolding rates for
the threading of the 103-amino acid pro-peptide would be
expected.

Temperature-Dependent Unfolding of ProNGI . Proline
1somerizations with activation energies of 75—91 kJ/mol (23)
are known to cause slow unfolding reactions. However, a
higher energy barrier of 108—112 kJ/mol was calculated from
temperature-dependent conversion of M; to M, in NGF by
De Young et al. (/7). On the basis of these results, the authors
excluded proline isomerization(s) as a reason for the slow
unfolding. To characterize the activation energies of proNGF
unfolding, rate constants were determined at various tem-
peratures (Figure 3A and Table 1). For the slow M; to
M, transition, an activation enthalpy (AH*) of 88.8 + 5.3
kJ/mol and an entropy (AS*) of 20.5 & 2.0 J mol~! K™,
resulting in a AG¥ of 82.8 4+ 6.6 klJ/mol at 20 °C, were
calculated (Figure 3B). This considerably smaller AG* value,
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FIGURE 3: (A) Temperature dependence of the M, to M, transition
of proNGF. Protein (10 xg/mL) was incubated in 6 M GdnHCI,
50 mM sodium phosphate (pH 7.0), and 1 mM EDTA: (@) 10,
(0) 20, (W) 25, (O) 35, () 45, (A) 50, and (¥) 55 °C. Resulting
rate constants (Table 1) were derived by a first-order reaction. (B)
Arrhenius plot of the rate constants.

Table 1: Temperature Dependence of the Apparent First-Order Rate
Constants for the Conversion of M; to M,

temp (°C) fons (1) temp (°C) kobs (h71)
10 0.0053 + 0.001 45 0.28 £ 0.025
20 0.0176 & 0.004 50 0.67 £ 0.037
25 0.024 £ 0.0018 55 1.03 £0.015
35 0.069 & 0.008

compared to that determined by De Young et al., corresponds
to the observed activation energies of proline isomerizations.
A possible influence of the pro-peptide on the AG¥ of the
mature part is very unlikely, since a small stabilization energy
(AG") of —7.8 kJ/mol for the pro-peptide had been deter-
mined previously (/4). Thus, proline isomerization(s) ac-
counting for the slow unfolding can presently not be excluded
on the basis of the thermodynamic results.

1D NMR Studies of ProNGI' in the M; State and the
Transition to M,. For a more detailed investigation of the
M, state of proNGF in terms of residual structure, a time-
resolved 1D NMR experiment was performed (24). Unfold-
ing at 45 °C was induced by dissolving a lyophilized sample
of proNGF to a final protein concentration of 1 mM in D,O
containing 6 M GdnDCIl. During the dead time of ~15 min
for this experiment, native species were no longer populated.
Each of the 800 1D NMR spectra, recorded after the
unfolding reactions had been started, contained a superposi-
tion of the M; and M, state. Deconvolution of this real-time
NMR data set as described previously (20, 217) revealed the
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FIGURE 4: (A) 1D NMR spectra of proNGF in the M, state (top)
and the M, state (bottom) at 45 °C in 6 M GdnDCI and 50 mM
sodium phosphate (pD 7) in 100% D,0. The top spectrum of the
kinetic intermediate was derived from deconvoluting the 1D real-
time NMR data according to the unfolding kinetics. (B) Decrease
in the NMR integral of the high-field-shifted methyl groups between
0.3 and 0.6 ppm upon unfolding in 6 M GdnDC]I. The solid line
represents a fit of a single-exponential function to the NMR intensity
resulting in a rate constant of 0.28 + 0.01 h™! at 45 °C.
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1D spectrum of M, (Figure 4A, top spectrum) and M, (Figure
4A, bottom spectrum). The 1D NMR spectrum of M, shows
the characteristic dispersion of a completely unfolded
polypeptide chain without secondary or tertiary interactions.
In contrast, the 1D spectrum of the M, state revealed some
high-field-shifted side chain resonances below 0.7 ppm and
several low-field-shifted H* resonances between 4.8 and 5.2
ppm, which are indicative of residual structure. The reso-
nances of nonexchangeable protons from the 26 aromatic
side chains are located between 6.5 and 7.5 ppm, and those
of the H! protons of the nine histidine residues were between
8.0 and 8.5 ppm. These resonances have a low dispersion in
both the M, and M, states, indicating an unfolded conforma-
tion. All 26 aromatic residues are well distributed along the
primary sequence, and only Tyr79 is close to the cystine
knot in the three-dimensional structure (8). Therefore, it is
likely that only a local residual structure is preserved around
the cystine knot in Mj, which cannot be unambiguously
resolved by 1D NMR spectroscopy.

The high-field-shifted NMR signals were used to deter-
mine the unfolding kinetics for the transition from the M,
state to the M, state. A single-exponential function has
been fitted to the decay of the integral between 0.3 and
0.6 ppm during the 19 h monitoring as depicted in Figure
4B. The unfolding rate constant (k) of 0.28 & 0.01 h™! at 45
°C in D,O at NMR concentration is identical to the rate
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FIGURE 5: 'H—N HSQC spectra of uniformly *N-labeled NGF
in 6 M GdnHCI at 45 °C. The spectrum of completely unfolded
NGF (M, state) is colored black, and the spectrum of the
intermediate M, state derived after deconvolution of the 2D real-
time NMR experiment is colored red. Cross-peaks, for which a
kinetic analysis is provided in Figure 6, are denoted with boxes
(A—D). The inset shows the horizontally shifted side chain
resonances of Trp.

130

constant observed by the HPLC approach at 45 °C (0.28
h™!) (Figure 3A).

2D NMR Studies for the M; State and the Transition to
M, of NGF. Unfolding of mature NGF has been studied by
1D real-time NMR (/7). To increase the resolution of the
NMR spectra, unfolding of uniformly labeled >'N-NGF at
45 °C in 6 M GdnHCI was monitored by a set of 28 2D
'H—15N HSQC spectra over 24 h. These 2D spectra again
contained cross-peaks of the M; and M; states, which could
be deconvoluted via unfolding kinetics (20, 2/). The result
is plotted in Figure 5. Black contours represent the cross-
peaks of My, which is simply the last 2D spectrum recorded
after completion of the unfolding reaction. Red resonances
result from the amides of the M, state. The cross-peaks
around 10 ppm originate from the H¢! protons of the three
tryptophan side chains of NGF (inset of Figure 5). Their
chemical shifts and intensities match exactly those of the
reported 1D spectrum of the M; and M, states (/7),
confirming the reproducibility of these real-time NMR
experiments.

The most prominent cross-peaks of the backbone and side
chain amides of M, (red in Figure 5) are located at chemical
shifts, where M, shows resonances as well. The few
exceptions are the already mentioned H' proton of three
tryptophan side chains, the cross-peak marked by box A in
Figure 5, and some side chain resonances between 120 and
122 ppm. They indicate not completely unfolded regions in
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M,. All other observable signals of M, originate from
completely unfolded stretches of the polypeptide chain. These
signals exhibited constant intensities during the entire unfold-
ing experiment. One representative time course is shown in
Figure 6B for the resonance indicated by box B in Figure 5.
The striking observation was that at least 50% of the
backbone amide cross-peaks in the 2D HSQC spectrum of
M, were missing probably due to chemical exchange
broadening. The appearance of the 2D HSQC spectra of NGF
resembles closely that of spectra of other folding intermedi-
ates such as the molten globule of o-lactalbumin. In this
case, both for the pH 2 state at equilibrium and for the kinetic
molten globule under refolding conditions, the majority of
cross-peaks were missing (25, 26). A molten globule-like
structure of My, however, is unlikely since, for example, the
far-UV CD spectra of M; and M, are superimposable (data
not shown).

The time dependence of the intensities of those cross-peaks
of M, which do not overlap with resonances of M, revealed
uniform unfolding rates. Seventeen signals could be analyzed
with an average unfolding rate k of 0.28 £ 0.03 h™!. Two
of these kinetics are shown in panels C and D of Figure 6.
They were derived from cross-peaks marked by boxes C and
D in Figure 5. The decay of M; (Figure 6A) could be
monitored by the signal in box A, giving a rate constant k
of 0.29 4 0.05 h™!. These coinciding rate constants moni-
tored by reporters of the M; and M, state indicate that no
further, detectable kinetic intermediate is populated during
the M; to M, transition.

Characterization of the Structural Differences of the M,
and M, States. Three experimental observations verify
structural differences between M; and M,. First, both states
can be separated by RP-HPLC. Second, differences in the
dispersion of the 'H resonances in the 1D spectra exist. Third,
missing cross-peaks in the 2D HSQC spectrum of M, were
observed. However, far-UV CD spectroscopy of the two
states revealed no differences in the secondary structure level
(data not shown). To gain further insight into the structural
differences between the two states, the kinetics of reduction
of M; and M, species were monitored by RP-HPLC (Figure
7). Reduction with 100 mM DTT was 30 times faster with
M, than with M, pointing to a better accessibility of the
disulfides in My. Accordingly, the residual structure in the
M, species 1s most likely close to the cystine knot, preventing
fast reduction even in 6 M GdnHCl. We suggest that the
integrity of this residual structure in M; presents a nucleation
structure enabling the much faster and more complete
refolding from M, than from M, in both mature mouse NGF
(16) and human proNGF (data not shown).

Renaturation of ProNGF from the M, State. If M, species
would represent species in which the N-terminus had
threaded out of the cystine knot, the reverse reaction, i.e.,
refolding of proNGF, would be inhibited. Therefore, we
analyzed the time-dependent renaturation of proNGF starting
from the M, state. For quantification of refolding kinetics
from M,, the fully denatured protein was refolded by dialysis
against refolding buffer. However, refolding of proNGF at
high protein concentrations (> 60 uM) was accompanied by
aggregation. Thus, to suppress aggregation, refolding was
initiated by rapid dilution of small amounts of denatured
protein into refolding buffer to final concentrations of
approximately 8 uM. Refolding was monitored by RP-HPLC,
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FIGURE 6: Time-dependent intensities of the four cross-peaks indicated in the 2D HSQC spectra of NGF recorded during the unfolding
reaction. Single-exponential fits are given as solid lines. (A) Decay of the M, state with a rate constant of 0.29 + 0.05 h™!. (B) Invariant
NMR intensity with unfolding time. (C and D) Increase in the level of of the M, state with rate constants of 0.27 £ 0.03 and 0.26 & 0.04
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FIGURE 7: Kinetics of reduction of proNGF in the M; (O) and M,
state (@) in 100 mM DTT, 6 M GdnHCl, 50 mM sodium phosphate,
and 1 mM EDTA (pH 7.0) at 20 °C. Quantification of M;, M,
and the reduced species was performed as described in Materials
and Methods by RP-HPLC.

a method that allows differentiation between only M, and
M, since under the HPLC buffer conditions native protein
1s immediately converted to M, (/7). However, since M is
in rapid equilibrium with native species, the technique is
suitable for monitoring refolding from M» (/7) (Figure 8A).

With a prolonged incubation under refolding conditions,
the peak area representing M, gradually decreased (Figure
8A). Concomitantly, the earlier eluting peak representing M
species increased. From the peak areas, the ratios of the two
folding species were calculated. The decrease in the amount
of My and the increase in the amount of refolded species
were analyzed as a first-order reaction (Figure 8B). A rate
constant k£ of 0.083 h™! was determined. The yield of
conversion was 75%. The sum of both peaks correlated with

the total protein concentration, indicating that no aggregation
had taken place during the refolding reaction.

To confirm that natively folded protein had been obtained,
the refolded species were analyzed by fluorescence, far-UV
CD spectroscopy, and analytical ultracentrifugation. All
analyses revealed inhomogeneous protein populations (data
not shown). Hence, it was necessary to further purify the
native species. Since only a dimeric species is supposed to
represent the correctly folded conformation, purification was
based on the separation of the dimeric species from mono-
meric species by size exclusion chromatography (6, /6). The
far-UV CD spectrum of the purified dimeric protein was
almost superimposable with that of native proNGF (Figure
9A). Furthermore, the fluorescence spectra of the refolded
protein and the reference, native proNGF, were nearly
identical (Figure 9B). These results demonstrate that proNGF
refolded from M; contains the same secondary and tertiary
structure elements as the starting material. Further analysis
by analytical ultracentrifugation demonstrated the dimeric
state (data not shown) as already shown for native proNGF
(12).

For quantification of the refolding yields, peak areas of
the dimeric species obtained by SEC were calculated. A total
yield of ca. 30% native proNGF was determined (data not
shown). A refolding yield of 30% did not correlate with that
determined by RP-HPLC (peak areas representing M,) (75%)
(Figure 9B). This indicates that the M, peak also contains
besides native proNGF unproductive folding intermediates,
which resemble under RP-HPLC conditions the M state.
Native proNGF obtained upon refolding of M, was addition-
ally analyzed by unfolding kinetics. Here, the refolded protein
without subsequent purification was tested. Unfolding was
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FIGURE 8: Refolding of proNGF from the M, state. Refolding was
performed at a concentration of 200 yg/mL in 50 mM sodium
phosphate (pH 7.0) and 1 mM EDTA at 20 °C (residual GdnHCI
concentration of 35 mM). At different time points, aliquots were
withdrawn and analyzed by RP-HPLC. (A) RP-HPLC chromato-
grams during refolding of proNGF from the M, state. (B) Refolding
kinetics monitored by RP-HPLC. Peak areas of M; (O) and M,
(®) were fitted to a first-order reaction (k = 0.083 h™1).

induced by chemical denaturation with GdnHCI and moni-
tored by fluorescence spectroscopy. The same unfolding rate
constant was observed as with the reference, but only ca.
30% of the expected amplitude, a finding that corresponded
well with the renaturation yield of 30% determined before
by gel filtration.

NGF contains three proline residues: Pro5, Pro61, and
Pro63. The crystal structure of Pro5 shows a trans conforma-
tion (8). The states of Pro61 and Pro63 are located in the
loop region of the cystine knot, which is not resolved in
cocrystallizations of NGF with either TrkA or p75 (8, 9).
The crystal structure of mouse NGF, which contains one
conserved proline residue in the cystine knot, reveals that
this prolyl bond is also in the trans conformation (7). To
test whether slow unfolding may reflect cis—trans isomer-
ization(s) of one or more proline residues, several well-
known proline isomerases, cyclophilin 12, FKPB 18, and
SlyD, were tested for their ability to accelerate the refolding
rate. None of the isomerases resulted in an acceleration of
the refolding reaction of proNGF (data not shown). Never-
theless, proline isomerization(s) as a reason for the very slow
refolding kinetics cannot be fully ruled out since the
accessibility of the isomerases to the proline residues may
be sterically hindered.

Several lines of evidence have been collected in this work
that argue against a loop threading mechanism that has been
postulated to underlie the slow unfolding of NGF. First, the
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FIGURE 9: (A) Far-UV CD spectra of proNGF (0.55 mg/mL) in
50 mM sodium phosphate (pH 7.0) in a 0.5 mm cuvette at 20 °C:
(O) M,-refolded proNGF and (®) native proNGF. (B) Fluorescence
spectra (10 ug/mL) in 50 mM sodium phosphate (pH 7.0) and 1
mM EDTA upon excitation at 280 nm: (—) M,-refolded proNGF
and (— — —) native proNGF.

pro-peptide of NGF does not significantly retard the transition
from M; to M,. A retarded unfolding would have been
expected if loop threading were occurring since then the
longer N-terminal sequence would require more time to slip
through the ring. Second, the M, state of proNGF can be
refolded to the native form. Refolding to the native confor-
mation with a yield of 30% cannot be reconciled with loop
threading, since the N-terminal sequence would first have
to find the ring and then have to pass through it. Third, NMR
analyses showed in the M; state residual structures. Loop
threading would predict that M; and M, differ only by a not
yet slipped N-terminal sequence through the cystine knot of
the fully unfolded polypeptide chain. Therefore, the NMR
spectra of both NGF and proNGF in the M, and M, states
should be almost identical, which was not the case. Fourth,
the residual structure in M; which is most likely located close
to the cystine knot is probably responsible for the slow
unfolding.

Recently, an unfolding intermediate possibly similar to M;
was described for FGF-1 from newt (nFGF), an all-/3-sheet
growth factor devoid of disulfide bonds (27). Renaturation
from the intermediate state was almost fully reversible.
Prolonged incubation under denaturing conditions led even-
tually to complete unfolding because renaturation from this
second state was incomplete. The authors interpreted the slow
unfolding as a final rearrangement of a hydrophobic core.
This description of another slow unfolding protein lacking
disulfide bridges and the results presented here render a loop
threading mechanism very unlikely. Rather, evidence that



Veroffentlichungen

42

3524 Biochemistry, Vol. 45, No. 11, 2006

NGF and proNGF may unfold via a partially structured
intermediate was collected. Since neurotrophins share a high
degree of sequence and structure homology, presumably, loop
threading may not underlie the slow unfolding of the other
members of this family.
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Abstract Human nerve growth factor (NGF) belongs to the
structural family of cystine knot proteins, characterized by a
disulfide pattern in which one disulfide bond threads through a
ring formed by a pair of two other disulfides connecting two
adjacent p-strands. Oxidative folding of NGF revealed that the
pro-peptide of NGF stimulates in vitro structure formation. In
order to learn more about this folding assisting protein fragment,
a biophysical analysis of the pro-peptide structure has been
performed. While proNGF is a non-covalent homodimer, the
isolated pro-peptide is monomeric. No tertiary contacts stabilize
the pro-peptide in its isolated form. In contrast, the pro-peptide
appears to be structured when bound to the mature part. The
results presented here demonstrate that the mature part stabi-
lizes the structure in the pro-peptide region. This is the first
report that provides a biophysical analysis of a pro-peptide of the
cystine knot protein family.

© 2004 Federation of European Biochemical Societies. Pub-
lished by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords.: Cystine knot proteins; Oxidative folding; Pro-
peptide stimulated folding; NGF

1. Introduction

Human nerve growth factor (NGF) belongs to the neuro-
trophin family, whose members control growth, survival, and
differentiation of neuronal cells [1,2]. NGF is a non-covalent
homodimer and contains a characteristic structural motif, the
cystine knot, denoted by a ring structure formed by two di-
sulfide bridges penetrated by a third disulfide bridge (Fig. 1A
and B). The crystal structures of both mouse and human NGF
have been reported [3.4].

NGF is expressed in vivo as a pre-pro-protein. The 18 amino
acids long N-terminal signal sequence targets the pre-pro-
protein to the endoplasmic reticulum. The 103 amino acids
comprising pro-peptide that does not possess any cystine res-
idues (Fig. 1C) is known to promote correct maturation in vivo
and guides oxidative refolding of the mature moiety in vitro
[5-8]. Thus, proNGF joins the group of those proteins, of
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(E. Schwarz).

! Present address: Dermatologische Klinik der Universitit Miinster,
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which structure formation is significantly aided by their pro-
peptides that do not engage in redox reactions (for review, see
[9,10]). Pro-sequence assisted folding appears to be a hallmark
of the structure formation process of mainly proteases.
Structure formation of the pro-peptides themselves is either
dependent or independent of their mature moieties.

Besides its verified role in vitro as a folding facilitator, the
pro-peptide modulates the function of NGF by eliciting pro-
apoptotic responses that are likely to be transmitted by both,
p75 receptor and sortilin [11,12]. In order to learn more
about the biophysical properties of the pro-peptide, its sta-
bility and structure were studied in its isolated form and
while covalently attached to NGF. Our results suggest that
the pro-peptide is stabilized by association with the mature
part and that in the absence of the mature moiety the pro-
peptide lacks stabilizing tertiary contacts. Thus, the pro-
peptide features of NGF described here closely resemble
those of the pro-domain of subtilisin BPN' with respect to
structure and stability [13,14].

2. Materials and methods

2.1. Preparation of recombinant human proNGF

Inclusion bodies of proNGF were produced with pET11a in Esch-
erichia coli BL21(DE3), and the fully folded protein was obtained as
described previously [8].

2.2. Chemical crosslinking

20 pl pro-peptide (0.3 mg/ml) was incubated with an equal volume of
0.02% (w/v) glutaraldehyde for 30 min at room temperature. The re-
action was stopped by addition of 5 pl of 2 M sodium borohydride in
100 mM NaOH. The protein was precipitated with sodium deso-
xycholate [15] and analyzed by 15% SDS-PAGE-gel stained with
Coomassie Brilliant Blue.

2.3. Analytical ultracentrifugation

For analytical ultracentrifugation, the pro-peptide was analyzed in
20 mM Na-phosphate, pH 7.0, and I mM EDTA in a Beckman Op-
tima XL-A centrifuge and a 50Ti rotor. Sedimentation equilibrium
measurements (absorption at 230 and 280 nm) were carried out in
double sector cells at 25000 rpm and 20 °C. Data were analyzed with
the software provided by Beckman Instruments (Palo Alto, CA).

2.4. Fluorescence measurements

Measurements were carried out on a fluorescence-spectrometer
FluoroMax-2 (Jobin-Yvon-Spex). Slit widths for both excitation and
emission wavelengths were 5 nm. Experiments were performed in 50
mM Na-phosphate, pH 7.0, and 1 mM EDTA at 20 °C in 1 cm cu-
vettes. For determination of the denaturation/renaturation transitions,

0014-5793/$22.00 © 2004 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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Fig. 1. Schematic presentation of NGF and proNGF. (A) Structure of
the NGF dimer [3]. (B) Positions of -strands and disulfide bridges in a
NGF monomer (modified according to [21]). (C) Cystine connectivities
in proNGF.

proteins were incubated at the concentrations provided in the figure
legends for at least 6 h. The recorded signals were normalized and
linearly extrapolated [16].

2.5. Circular dichroism measurements

Far-UV CD spectra were recorded on an AVIV Model 62 ADS
spectropolarimeter from 190 to 260 nm. Measurements were per-
formed in 50 mM Na-phosphate, pH 7.0, at 20 °C. Spectra were buffer-
corrected and ellipticities related to the mean residue weight of amino
acid residues were calculated according to [17].

2.6. NMR spectroscopy

Proton spectra of 1.5 mM pro-peptide samples were acquired at a
BRUKER DRX 500 spectrometer at 25 °C, 512 scans were averaged
and a squared cosine window function was applied before Fourier
transformation. The residual water resonance in the *H,O samples,
containing 50 mM Na-phosphate, pH 7.0, and 1 mM EDTA, was
weakly pre-saturated during the relaxation delay. The concentration of
urea was determined by refraction without correction for the isotopic

M. Kliemannel et al. | FEBS Letters 566 (2004) 207-212

effect of 2H,0. Exchangeable protons of the buffer were removed by
dissolving in 2H,O three times and subsequent lyophilization.

3. Results and discussion

3.1. The isolated NGF pro-peptide is monomeric

The NGF pro-peptide was produced with pET11a in E. coli
BL21(DE3) (Fig. 2A). In contrast to the recombinantly syn-
thesized proNGF [8], the pro-peptide, which does not possess
any cystine residues, remained soluble in the E. coli cytosol.
Cell lysis and the first purification step on SP-Sepharose were
performed in the presence of 8 M urea. After renaturation by
dialysis against urea-free buffer, the protein was purified to
near homogeneity by hydrophobic interaction chromatogra-
phy and cation exchange chromatography (Fig. 2A). The
protein migrated with an apparent molecular weight of ca. 16
kDa in SDS-PAGE.

We could show that oxidative folding in vitro giving rise to
the native homodimer is significantly stimulated by the
pro-peptide [7,8]. Thus, the question arises as to whether the
pro-peptide exists in isolation in a dimeric form. Analytical
ultracentrifugation was performed for the analysis of the
oligomeric state of the recombinant pro-peptide. Sedimenta-
tion equilibrium analyses yielded an apparent molecular mass
of 11.5 kDa, clearly indicating the monomeric state of the pro-
peptide (Fig. 2B). Moreover, the correct mass of the pro-
peptide (calculated molecular mass: 11.6 kDa) was verified by
mass spectrometry (data not shown). The monomeric state of
the pro-peptide was confirmed by chemical crosslinking with
glutaraldehyde (Fig. 2C). The bands of apparent molecular
weights lower than 16 kDa are probably due to intramolecular
crosslinking caused by the prevalence of arginines and lysines
in the basic protein domain (pl: 11.6).

3.2. The NGF pro-peptide contains only few structural elements

The pro-peptide contains a single tryptophan and four
phenylalanine residues. The fluorescence properties of these
aromatic amino acids were used to investigate the tertiary
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Fig. 2. (A) Isolation of recombinant human NGF pro-peptide from E. coli crude extract. 1: crude cell extract before induction, 2: crude cell extract
after 3 h induction with I mM IPTG, 3: elution sample from the cation exchange chromatography in the presence of 8 M urea at pH 10, 4: sample
after hydrophobic interaction chromatography, 5: sample after second cation exchange chromatography step at pH 7.0, M: marker. (B) Sedi-
mentation equilibrium run of the pro-peptide (0.2 mg/ml). (C) Chemical crosslinking of the pro-peptide. 1: NGF pro-peptide after crosslinking with
glutaraldehyde, 2: for negative control the protein was treated identically in the absence of crosslinker.
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Fig. 3. (A) Fluorescence spectrum of the pro-peptide (50 pg/ml) upon
excitation at 280 nm and (B) at 250 nm. Solid line, native pro-peptide;
dashed line, pro-peptide denatured in 3.5 M GdmCl. (C) Far-UV CD
spectra of the pro-peptide (1.5 mg/ml in 0.2 mm cuvettes). Open circles,
native pro-peptide; closed circles, pro-peptide in the presence of 6 M
GdmCl

structure of the pro-peptide using fluorescence spectroscopy.
The intrinsic tryptophan fluorescence signals of the native and
denatured pro-peptide indicate that the single tryptophan
residue is solvent-exposed under native conditions (Fig. 3A).
When, however, fluorescence was measured at an excitation
wavelength of 250 nm, a clear difference of the spectra of the
native and the denatured protein was observed (Fig. 3B). This
is due to the excitation of the four phenylalanines that con-
tribute significantly to the overall fluorescence due to an en-
ergy transfer from excited phenylalanine to tryptophan. The
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Fig. 4. Denaturation and renaturation transitions of the isolated pro-
peptide. Measurements were monitored by far-UV CD spectroscopy.
Ellipticities were measured at 220 nm in 1 mm cuvettes. Protein (0.4
mg/ml) was incubated at 20 °C for 6 h in the presence of the indicated
GdmCl concentrations. Black circles, denaturation; open circles, re-
naturation of the pro-peptide. (A) Pro-peptide in 50 mM Na-phos-
phate, pH 7.0. (B) Pro-peptide as in (A), but +0.25 M (NH4),SOy, +0.5
M (NH4),SO4 (C) and +0.75 M (NH4),SO4 (D).
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Fig. 5. 1D '"H NMR spectra of the pro-peptide. The measurements
were performed in 2H,O at 0 M urea (bottom) and 4.8 M urea (top).
Residual resonances of protonated water and urea are located around
4.8 and 5.9 ppm, respectively. The intense resonance at 3.8 ppm be-
longs to EDTA. The aromatic region of the spectra between 6.8 and
9.5 ppm has been enlarged by a factor of 4.

higher fluorescence signal of the native protein is due to a more
efficient energy transfer than in the denatured form.

In order to further analyze the contribution of secondary
structure elements to the overall structure of the pro-peptide,
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far-UV CD spectroscopy was performed. The small plateau in
the wavelength range 218-223 nm and the minimum at 205 nm
indicates a limited amount of B-sheet structure in addition to
the prevailing random coil (Fig. 3C). Deconvolution of the
spectrum using the program CDNN vyielded 24% B-sheet and
34% random coil [18]. However, deviation of the pro-peptide
CD spectrum from model spectra for helical, B-sheet or ran-
dom coil structure suggests that these values should be treated
with caution.

3.3. The pro-peptide exhibits only local intrachain contacts in
the absence of the mature part

The stability of the pro-peptide was tested by stepwise de-
naturation with guanidinium-hydrochloride (GdmCl), and
structural changes were monitored by far-UV CD spectros-
copy. Changes in ellipticity were measured at 220 nm, a
wavelength range where the largest difference between the
species under native and denaturing conditions was observed
(Fig. 3C). The unfolding and refolding changes in ellipticity
showed a non-cooperative transition, indicating that the iso-
lated pro-peptide does not possess a cooperatively stabilized
structure (Fig. 4A). A similar result was obtained using the
energy transfer from phenylalanines to tryptophan as a probe
for denaturation (data not shown). Even stabilization by in-
creasing concentrations of (NH4),SOy4 did not result in coop-
erative transitions (Fig. 4B-D). (NH4),SO, concentrations
above 0.75 M resulted in aggregation of the pro-peptide (data
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Fig. 6. (A) Fluorescence spectra of proNGF (20 pg/ml) upon excitation at 280 nm. Solid line, proNGF in the absence of GdmCI; dashed line, in the
presence of 2.5 M GdmCl; dotted line, in the presence of 6 M GdmCl. (B) Denaturation of proNGF monitored by fluorescence. Protein was
incubated at 20 °C for 24 h in the presence of the indicated GdmCI concentrations. Excitation and emission wavelengths were 280 and 325 nm,
respectively. Data were normalized. (C) Transitions of the pro-peptide in proNGF. Black circles, denaturation; open circles, renaturation of the pro-

peptide.
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not shown) and therefore were not applied for stabilization A -1500
experiments.
Missing tertiary interactions within the isolated pro-peptide = 2000
could be confirmed by NMR spectroscopy. Fig. 5 depicts the D 2 2500
'H spectra of the pro-peptide in 0 and 4.8 M urea, dissolved in ~
2H,0. No high-field shifted aliphatic side chain resonances are 5 o0
observed below 0.7 ppm, which are sensitive measures for the @’
tertiary structure of a protein. The only obvious deviation from E 3500
random coil chemical shifts [19] shows a histidine H*! proton at £
8.5 ppm and a H* proton at 4.9 ppm. Both resonances were only © 4000
marginally affected by urea, indicating that these deviations are
due to local contacts. 2D "H NOESY experiments corroborated -4500
these findings (data not shown), especially for the H* proton at 00 05 10 15 (32d(r]nC|2[|\5A] 80 35 40 45
4.9 ppm, which is very close to the residual water resonances at
4.8 ppm in the spectrum at 0 M urea. The very similar overall B -1500
appearance of the two 1D spectra showed that the pro-peptide is
unstructured and the small changes in chemical shifts are caused —. 2000
by a difference in the urea dependence of the individual reso- 5
nances rather than structural changes upon addition of the de- N'g 2500
naturant (Fig. 5). 13
Taking these results together, both the chemical unfolding 2 -8000
experiments and the NMR analysis indicate that the isolated UE 3500
pro-peptide lacks structure stabilizing tertiary contacts. Nev- &
ertheless, a limited amount of secondary structure appears to @ o0
be present in the isolated pro-peptide as phenylalanine energy
transfer to tryptophan by fluorescence and far-UV CD spec- 4500
troscopy reveal clear differences between the native and 00 05 10 15 20 25 30 35 40 45
denatured protein. GdmCl [M]
c -1500
3.4. Tertiary contacts can only be detected when the pro-peptide
is covalently attached to the mature part . 2000
For comparison of the structure of the pro-peptide when s
covalently attached to the mature NGF, fluorescence studies E 2500
were performed with proNGF. Mature NGF contains three &
tryptophans, two tyrosines and seven phenylalanines. The % -3000
crystal structures of mouse and human NGF show that the =
tryptophans are located close to the dimerization interface 5 e
[3.4]. The fluorescence spectrum of native proNGF showed a 5
maximum at 337 nm, indicating that the tryptophans are 4000
partially shielded from the solvent (Fig. 6A). Unfortunately, e
no conclusions about the surroundings of the tryptophan re- 00 05 10 15 20 25 30 35 40 45
siding in the pro-peptide can be made from the spectrum of the GdmCl [M]
native protein, since this signal is overlaid by the signal of the
tryptophans in the mature part. However, changes in trypto- D 1500
phan fluorescence were observed upon denaturation of 2000
proNGF with low GdmCl concentrations that were not ob- -
served in the isolated pro-peptide. These changes are likely to g o
reflect structural transitions of the pro-peptide, since the ~
transition midpoint of the mature part is at a GdmCl con- é 3000
centration of about 3.5 M (see below). 35,
The spectroscopic properties of proNGF allowed structural E -3500
changes during denaturation to be monitored by fluorescence, -
so that the thermodynamic stability of the pro-peptide bound -4000
to the mature moiety could be explored. Upon chemical un- i
-4500

folding of proNGF with GdmCl, two distinct transitions were
observed: one at 0.85 M GdmCl and a second transition at 3.5
M GdmCl (Fig. 6B). The second transition probably reflects
the unfolding of the mature part, as the highly homologous
murine NGF had been shown to unfold in this concentration
range [20]. The small plateau at very low GdmClI concentra-
tions probably represents native proNGF species. Thus,
GdmCl concentrations as low as 0.85 M are sufficient to

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45
GdmCl [M]

Fig. 7. Denaturation and renaturation of the pro-peptide (0.35 mg/ml)
attached to the mature moiety followed by far-UV CD spectroscopy
under the same conditions as described in the legend of Fig. 4. (A) in
the absence of (NH4)2SO4,, (B) in the presence of 0.25 M, (C) in the
presence of 0.5 M and (D) 0.75 M (NH4)2SOy4.
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promote dissociation of the pro-peptide from the mature part.
Dissociation may be concomitant with the unfolding of the
pro-peptide. A AG® value of —7.8 kJ/mol was calculated from
the reversible unfolding/refolding of the pro-peptide (Fig. 6C).

Unfolding was also monitored by far-UV CD spectroscopy.
As in the fluorescence measurements, a transition midpoint at
0.9 M GdmCl was observed (Fig. 7A). With increasing
(NH4)>SOy4 concentrations, the midpoint of the pro-peptide
transition was shifted to higher GdmCl concentrations
(Fig. 7B-D). Thus, while the pro-peptide in its isolated form
cannot be stabilized by (NHy4),SOy, stabilization was achieved
when the pro-peptide was bound to the mature part, again
indicating a significant difference in structure and molecular
properties of the isolated and the NGF-bound pro-peptide.
Structure stabilization is likely to be brought about via contact
of the pro-peptide with the mature part; additional interactions
may exist between the pro-peptide moieties themselves in the
proNGF dimer.

Structure induction of the pro-peptide by the mature part
also raises questions as to the role of the pro-peptide in the
oxidative folding process. Clearly, the pro-peptide stimulates
oxidative structure formation of the mature part, as proNGF
could be renatured with yields of ca. 40%, while with mature
NGF refolding yields of only ca. 4% were obtained [8]. These
results indicate that, upon folding of mature NGF, the correct
disulfide bonding is hardly energetically privileged compared
to the multitude of non-native pairings. In contrast, the cor-
rectly disulfide-bonded form is the dominant species when
proNGF is folded. It is likely that once the cystine knot has
formed in a proNGF polypeptide to give rise to a native
monomer, the pro-peptide part stabilizes the correct disulfide
pattern by associating to this form and adopting a defined
tertiary structure. Transient stabilization of correctly disulfide-
bonded monomeric species by the pro-peptide is required until
dimerization with a second natively folded monomer occurs,
that finally results in the stably folded proNGF dimer. Cer-
tainly, this hypothesis has to be tested on the experimental
level, as, e.g., by a comparison of the thermal unfolding of
mature NGF and proNGF under equilibrium conditions in the
presence of reducing agents.
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Abstract

The pro-peptide of human nerve growth factor (NGF) functions as an intramolecular chaperone during
oxidative renaturation of proNGF in vitro and interacts intramolecularly with the mature part of native
proNGF. Here, we analyzed the structure formation and stability of the pro-peptide in the context of
proNGF and its intramolecular interaction with the native mature part. Folding and unfolding of the
NGF-coupled pro-peptide, as analyzed by fluorescence, were biphasic reactions with both phases
depending on the interaction with the mature part. This interaction was characterized by an overall
stability of AG = 20.9 kJ/mol that was subdivided into two reactions, native «> intermediate state
(14.8 kJ/mol) and intermediate <> unfolded state (6.1 kJ/mol). An additional very fast unfolding reac-
tion was observed using circular dichroism (CD), indicating the presence of at least two kinetically
populated intermediates in the unfolding of ProNGF. The part of the pro-peptide involved in the
intramolecular association with mature NGF comprised the peptide Trp’m-Ala’(’3 as determined by
H/D exchange experiments. Spectroscopic analyses revealed that on the NGF side, a surface area around
Trp?! interacted with the pro-peptide. Trp?! also participates in binding to TrkA and p75 receptors.
These overlapping binding sites of the pro-peptide and the NGF receptors might explain the previously

observed lower affinity of proNGF to its receptors as compared to NGF.

Keywords: pro-peptide; proNGF; NGF; folding; receptor binding; TrkA; p75; Trp21

Supplemental material: see www.proteinscience.org

Nerve growth factor (NGF), a member of the neuro-
trophin family, as the neurotrophins 3-7 and brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) promotes growth,
survival, and differentiation as well as apoptosis of
neuronal cells (Barde 1990; Ernfors et al. 1990; Hohn
et al. 1990; Bradshaw et al. 1993; Casaccia-Bonnefil et al.

Reprint requests to: Elisabeth Schwarz, Martin-Luther-Universitit
Halle-Wittenberg, Institut fiir Biotechnologie, Kurt-Mothes-Str. 3,
D-06120 Halle, Germany:Elisabeth.Schwarz@biochemtech.uni-halle.
de; fax + 49 345 55 27 013.

Abbreviations: CD, circular dichroism; GdmCl, guanidinium hydro-
chloride; NGF, human nerve growth factor; proNGF, pro-form of NGF
containing the 102-amino-acid-comprising pro-peptide and a start
methionine at the N terminus.

Article and publication are at http://www.proteinscience.org/cgi/
doi/10.1110/ps.062376207.

1996; Frade et al. 1996). NGF contains a typical structure
motif, the cystine knot: Two disulfide bridges form a loop
of 14 amino acids, which is penetrated by a third disulfide
bridge. In vivo, NGF is expressed as a pre-pro-protein.
The N-terminal signal sequence mediates translocation
into the endoplasmic reticulum. Secretion of the growth
factor occurs in a cell-type-specific manner as a mixture
of proNGF and mature NGF, in which the pro-peptide
with 103 amino acids is removed by furin or related pro-
protein convertases (Seidah et al. 1996; Hasan et al. 2003;
Fahnestock et al. 2004). Both mature NGF and proNGF
exist in their active forms as homodimers (Bothwell and
Shooter 1977; Rattenholl et al. 2001a).

The pro-peptide acts in vitro as an intramolecular
chaperone by facilitating and stimulating oxidative fold-
ing of the mature part (Rattenholl et al. 200la,b).

Protein Science (2007), 16:1-9. Published by Cold Spring Harbor Laboratory Press. Copyright © 2007 The Protein Society 1
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Folding-promoting functions of pro-peptides have been
reported for several proteins, which are expressed as
(pre-)pro-proteins (Shinde and Inouye 2000). Prominent
examples are bovine pancreatic trypsin inhibitor (BPTI),
guanylyl cyclase activating peptide (GCAP), or the
macrophage inhibitory cytokine-1 (MIC-1), and proteases
such as a-lytic protease, subtilisin, and carboxypeptidase
Y (Ikemura et al. 1987; Winther and Sorensen 1991;
Weissman and Kim 1992; Shinde et al. 1993; Hidaka
et al. 1998; Fairlie et al. 2001). The pro-peptides of the
a-conotoxins, toxins of marine snails, are not directly
involved in the folding of the mature part, but can
facilitate the structure formation by interacting with
protein disulfide isomerase in the endoplasmic reticulum
(Buczek et al. 2004). It has also been reported that pro-
peptides guide the assembly of subunits into active
protein complexes as in case of the von Willebrand factor
or caspase-3 (Wise et al. 1988; Feeney and Clark 2005).
The pro-peptides of TGF-f and very likely also bone
morphogenetic proteins retard the biological activities of
the mature growth factors (Bottinger et al. 1996; Degnin
et al. 2004; Hillger et al. 2005). While for some pro-
peptides their biological activities are displayed even when
they are not covalently linked to their mature parts (Gray
and Mason 1990), in the case of NGF, the pro-peptide has
to be covalently linked to the mature part to promote
oxidative structure formation (Rattenholl et al. 2001a).
Besides aiding in structure formation, the pro-peptide of
proNGF confers a pro-apoptotic activity to the growth
factor and thus responses that are completely opposite to
the mature growth factor (Lee et al. 2001). Pro-apoptotic
responses of proNGF are elicited by binding to a pro-form
specific receptor, sortilin (Nykjaer et al. 2004).

Besides their biological relevance, little is known about
the structures and stabilities of the various pro-peptides.
In the case of the protease subtilisin, the pro-peptide loses
the structure in the absence of the mature part (Ruvinov
et al. 1997; Buevich et al. 2001). A similar observation
was made for the pro-peptide of carboxypeptidase Y:
Under conditions where the protein is functional, the pro-
peptide is only partially folded. The pro-peptide contains
secondary structural elements but a very low content of
defined tertiary structure and exists in a molten globule
state (Sorenson et al. 1993).

Recently, we demonstrated that the isolated pro-peptide of
NGF is a monomeric protein with a distinct secondary
structural content. In the isolated form the structure was
significantly less stable than in its NGF-coupled form,
suggesting an interaction of the pro-peptide and the mature
part in native proNGF (Kliemannel et al. 2004). Here, we
analyzed in detail the intramolecular interaction of the pro-
peptide with the mature part of proNGF and the influence
of the mature part on the structure formation process of the
covalently linked pro-peptide.

2 Protein Science, vol. 16

Results

Thermodynamic and structural properties of the
NGF-coupled pro-peptide

We have shown previously that the overall denaturation
process of proNGF is biphasic with the first and second
transition representing unfolding of the pro-peptide and
NGF part, respectively (Kliemannel et al. 2004). Further-
more, we observed that the subtraction far-UV circular
dichroism (CD) spectrum of proNGF and mature NGF was
identical to that recorded for the isolated pro-peptide,
indicating that the pro-peptide contains the same amount
of secondary structure elements in the isolated form and in
the NGF-coupled pro-peptide (“NGF-coupled” refers to
the pro-peptide in the context of proNGF) (Rattenholl et al.
2001a; Kliemannel et al. 2004). This assumption could be
confirmed by denaturation and renaturation transitions
monitored by far-UV CD spectroscopy. It should be
emphasized that the terms denaturation and renaturation
as well as unfolding and folding refer in this work to the
pro-peptide moiety, since at the denaturant concentrations
used here the mature part retains its native structure
(Kliemannel et al. 2004). The observed differences in
ellipticities between native and unfolded pro-peptide were
independent of whether the isolated pro-peptide or that
coupled to the mature part was analyzed (Kliemannel et al.
2004). Equilibrium denaturation studies revealed a non-
cooperative transition of the isolated pro-peptide, indicating
that tertiary contacts are not involved in the stabilization of
the pro-peptide. In contrast, the NGF-coupled pro-peptide
showed a cooperative transition when unfolding was
monitored by fluorescence measurements (Fig. 1).
Denaturation and renaturation under equilibrium
conditions of the NGF-coupled pro-peptide were rever-
sible (Kliemannel et al. 2004). The transition midpoints
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Figure 1. Equilibrium transitions of the NGF-coupled pro-peptide and the
isolated pro-peptide. The proteins were incubated in 50 mM Na-phosphate,
pH 7.0 at various GdmCI concentrations for 16 h at 20°C. Fluorescence
signals of the NGF-coupled pro-peptide (®, 20 pg/mL, excitation: 280 nm,
emission: 325 nm) and the isolated pro-peptide (O, 50 pg/mL, excitation:
250 nm, emission: 345 nm) were recorded.
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occurred at a low guanidinium hydrochloride (GdmCl)
concentration of 0.9 M, pointing to a low overall stabi-
lization of the pro-peptide moiety. For a more comprehen-
sive analysis of the unfolding reaction, a comparison of
the transitions monitored by far-UV CD spectroscopy and
fluorescence was carried out. Changes in ellipticities in the
far-UV range reflect changes in secondary structure ele-
ments that are expected to occur during unfolding. Changes
of the fluorescence represent alterations of solvent accessi-
bilities of tryptophan residues and thus correspond to
differences in tertiary contacts. Unexpectedly, the unfolding
curves obtained by fluorescence and CD measurements did
not coincide (Fig. 2). This result indicates that the loss of
secondary structures and tertiary contacts are not coupled as
would be expected. The transition midpoint measured by
far-UV CD spectroscopy was at lower GdmCl concentra-
tions than that measured by fluorescence. This unexpected
fact predicts the existence of an intermediate where second-
ary structure is lost prior to the loss of specific tertiary
contacts observed by tryptophan fluorescence.

On the basis of the obtained results, the intermediate
could be characterized as a species with partly or fully
unfolded secondary structure, though a tryptophan resi-
due would still engage in tertiary interaction. In principle,
the tryptophan residue(s) could either be localized in the
mature part that contacts the pro-peptide or in the pro-
peptide itself. Since a chimeric fusion protein consisting
of NGF linked to the pro-peptide moiety of a related
neurotrophin, NT-3, which lacks tryptophans, exhibited a
change in tryptophan fluorescence upon unfolding, as
well (in prep.), very likely part of the fluorescence signal
is caused by a tryptophan residue in mature NGF.

Identification of pro-peptide regions involved in
tertiary contacts

In order to identify those regions within the pro-peptide
that could be involved in contacts with the mature part,
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Figure 2. Comparison of the transitions of NGF-coupled pro-peptide
measured by fluorescence (@) and far-UV CD spectroscopy (O). The
fluorescence data were obtained as described in Figure 1. Signals were
monitored at 220 nm.

mass spectrometry-coupled H/D exchange was employed.
This method allows the identification of segments that are
protected against H/D exchange due to their engagement
in secondary and/or tertiary structure (Zhang and Smith
1993). For the analysis of the exchange of amide protons
in the pro-peptide of proNGF, the protein was incubated
in D,O. The exchange reaction was stopped by acid-
ification to minimize a back exchange during the sub-
sequent digestion with pepsin (Supplemental Fig. S1) and
preparation for mass analysis (Bai et al. 1993). Analysis
of the digestion products showed that the mature part of
proNGF is completely intact under the applied experi-
mental conditions. In contrast, defined proteolysis prod-
ucts were obtained from the pro-peptide moiety. The
fragments were aligned with the program FindPept
(http://www.expasy.ch/tools/findpept.html). The masses
of the fragments were analyzed by MALDI-TOF, and
exchange rates were corrected for the back exchange
determined by control peptides (Table 1).

H/D exchange was impaired in peptides Trp_g’;-Ala_(’3
and Gln~*°-Ala=®" To determine if the observed amide
proton protection would result from hydrogen bonds
present in the isolated pro-peptide as well, the same
experiment was repeated with the isolated pro-peptide.
Here, no defined fragments were obtained upon prote-
olysis. Thus, in contrast to its isolated form, the pro-
peptide in proNGF is partially protected when complexed
with the mature part. Based on the H/D exchange data, it
is very likely that a region of the pro-peptide containing
the peptides Trp %-Ala™® and GIn7%%-Ala™* s
involved in an interaction with the mature part itself or
forms a structure that is stabilized by the interaction of
the pro-peptide with the mature part.

Kinetic analyses of the pro-peptide unfolding and
refolding in proNGF

Since the isolated pro-peptide did not alter its tryptophan
fluorescence upon denaturation, the change of tryptophan
fluorescence of the NGF-coupled pro-peptide should reflect
specific tertiary contacts between the pro-peptide and the
mature part in proNGF. Folding and unfolding kinetics of
the NGF-coupled pro-peptide were analyzed by fluores-
cence spectroscopy. Changes in spectroscopic signals
obtained in a range from 0-2 M GdmCl originate solely
from structural alterations of the pro-peptide, which has
been shown previously to possess only a marginal stability
(Fig. 1), while the mature part is stable up to 3 M GdmCl
(Fig. 1A; Timm and Neet 1992; De Young et al. 1996;
Kliemannel et al. 2004). Folding of the NGF-coupled pro-
peptide exhibited a monophasic reaction (Fig. 3A). Since
the pro-peptide contains nine prolyl residues, peptidyl prolyl
cis—trans isomerization could be rate-limiting. However, the
folding was neither accelerated by the addition of various

www.proteinscience.org 3
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Table 1. Protection of the NGF-coupled pro-peptide against H/D exchange

Mg in H,O (Da) Mg in D,O (Da) Difference Maximum incorporation® Exchange (%)
Met '™ Ala ¢! 4653.22 4683.39 = 8.6 30.18 = 8.6 325 92.8 + 26
Met '™-Ala— 447025 4497.38 + 8.3 27.13 = 83 30.78 882 + 26.9
Met ™ '%-Leu " 3461 3481.97 * 8.7 20.97 + 8.7 23.08 90.88 + 38.1
Trp #-Ala—® 2236.5 2246.58 * 0.8 10.08 = 0.8 15.39 65.5 + 5.1
Phe >2-Phe !¢ 1937.8 1949.05 + 0.8 1125 = 08 115 97.81 = 7.2
GIn %-Ala * 1819.25 1828.2 + 7.7 8.96 = 7.7 12.15 737 + 64.1

er ~ -Phe™ . .84 = 0. .26 £ 0. ) S+ 4.

Ser~3!-Phe !¢ 1791.58 1800.84 + 0.5 9.26 = 0.5 9.5 97.5 + 4.4

ProNGF was submitted to H/D exchange by incubating the protonated protein in D,O. After blocking further exchange by acidification, proNGF was
digested with pepsin. This led to a set of peptides derived from the pro-peptide, whereas the NGF part proved to be protease-resistant. The masses of the
different peptides were determined by MALDI ToF analyses from which the amount of incorporated deuterium atoms could be calculated. The comparison
with the maximum deuterium incorporation possible yields the exchange factor. The experimental data listed were collected after a 2-min incubation of
proNGF in D,O and represent mean values of at least three independent measurements. By convention, the amino acids of the pro-peptide are assigned by

negative numbers; the pro-peptide starts with Met '*

“The theoretical maximum of deuterium incorporation was corrected by the experimentally determined back exchange of 12%.

peptidyl prolyl cis—trans isomerases nor in double-jump
experiments (data not shown), indicating that peptidyl prolyl
isomerization(s) may not to be a rate-limiting factor.

The same refolding kinetics as determined by fluores-
cence were observed by far-UV CD spectroscopy at 220 nm
(Fig. 3A). The monophasic folding kinetics were surprising,
because the equilibrium transitions clearly indicated the
presence of an intermediate. Since the observed folding
phase showed the full fluorescence amplitude, no fast
reaction prior to the observed structure formation can be
assumed; a fast phase following the observed folding
reaction, however, would not be detectable. The GdmClI-
dependent fluorescence amplitude of the folding phase
fit well to the equilibrium transition measured by fluores-
cence (data not shown), indicating that the kinetic and
equilibrium analyses describe the same process.

Denaturation kinetics of the NGF-coupled pro-peptide
were more complex than refolding kinetics. When dena-
turation at 1.75 M GdmCl was monitored by fluorescence
spectroscopy, a biphasic denaturation process was
observed (Fig. 3B). Recording the unfolding by stopped
flow CD measurements was not possible at this GdmCl
concentration, since the process was too fast to be
detectable (Fig. 3B). Thus, upon denaturation, secondary
structure is lost first, followed by the disruption of tertiary
contacts. This deduced order of reactions is unusual, but
matches the data obtained from unfolding equilibria,
which also pointed to a first loss of secondary structure(s)
before disruption of tertiary contacts (Fig. 2).

In order to analyze whether the biphasic denaturation
observed by fluorescence would reflect parallel or serial
unfolding reactions with an intermediate accumulating,
we performed double-jump experiments. In these experi-
ments, the NGF-coupled pro-peptide was denatured for
various times. Subsequently, the protein was transferred
to native conditions, and refolding was monitored by
fluorescence spectroscopy. When proNGF was denatured

4  Protein Science, vol. 16

for 25 sec in 1.75 M GdmCl, monophasic refolding
kinetics were observed. In contrast, upon shorter denatu-
ration times, a biphasic refolding reaction was recorded,

spectroscopic signal

0 50 100 150

time (s)

spectroscopic signal

0.0 0.5 1.0 1.5 20

time (s)

Figure 3. Kinetics of folding and unfolding of the NGF-coupled pro-
peptide. (A) Folding of the NGF-coupled pro-peptide. ProNGF was
denatured in 2 M GdmCl for at least 1 h at 20°C. Subsequently, refolding
was initiated by a 1:11 dilution in 50 mM Na-phosphate, pH 7. Kinetics
were monitored by stopped flow fluorescence (@) with an emission cut-off
filter of 325 nm and stopped flow CD at 220 nm (circles). The data could
be fitted to a single phase with k = 0.02 sec . (B) Unfolding of the
NGF-coupled pro-peptide. Unfolding was started by a 1:11 dilution of
proNGF in 50 mM Na-phosphate, pH 7, 2 M GdmCl at 20°C. Fluorescence
and CD signals were measured as in A. The fluorescence data exhibited a
biphasic reaction with k; = 3.1 = 0.4 sec” ! and k, = 0.76 = 0.08 sec”!
(n = 6) (solid line). The lower trace represents the final CD amplitude.
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with the fast phase ~20 times faster than the overall
process (Fig. 4A). These data clearly indicate that an inter-
mediate (I) is populated during denaturation. Together with
the very fast CD kinetics, these results can be explained by
a folding/unfolding scheme N < Il < I2 < U. In this
scheme, the reaction N < 11 is too fast to be quantified by
stopped flow CD and is fluorescenctly silent, whereas the
reactions Il <> I2 and I2 <> U represent the fast and slow
phases, respectively, observed by fluorescence.

Upon denaturation of the native protein at 1.75 M
GdmCl, 12 is accumulating during the first 1 sec of
denaturation. Subsequently, 12 unfolds to the fully dena-
tured state. The time-dependent population of 12 can be
visualized directly by varying the time of denaturation in
double-jump experiments (Fig. 4A). In the subsequent
refolding reactions, the amplitudes of the fast and slow
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Figure 4. Time-dependent accumulation of a folding intermediate upon
unfolding of the NGF-coupled pro-peptide. ProNGF was denatured in
1.7 M GdmCI for 0.3, 3, 10, and 25 sec. Subsequently, refolding was
initiated by a 1:11 dilution in 50 mM Na-phosphate, pH 7, and the change
in fluorescence was analyzed (280 nm excitation, 325 nm cut off for
emission). (A) Refolding kinetics after different times of denaturation.
The traces could be described by a biphasic reaction with rate constants of
k; = 0.71 sec "and ko, = 0.03 sec 2 (B) Analyses of the amplitudes of the
folding reactions. The amplitudes of the fast (@) and slow (O) phase
correspond to the population of a folding intermediate and the denatured
state, respectively. The time-dependent distribution of both species
could be fitted by a serial first order reaction with k; = 2.2 sec ' and
k, = 0.3 sec !, values similar to those of the corresponding unfolding
kinetic (see Fig. 3B).

kinetics correspond to the accumulation of I2 and U,
respectively. Taking these amplitudes, the kinetics of
accumulation and disappearance of 12 and the accumu-
lation of U could be analyzed (Fig. 4B). The resulting rate
constants of the two processes fit well to the constants
obtained from the biphasic denaturation kinetics mea-
sured by stopped flow fluorescence (Fig. 3B).

A fluorescence spectrum of the intermediate 12 could
not be recorded during the unfolding kinetics because the
reaction 12 — U was too fast. Therefore, denaturation
kinetics at 1.8 M GdmCl were measured at different
emission wavelengths between 330 and 360 nm. From
these kinetic data, the specific fluorescence of the native,
intermediate, and denatured state could be calculated and
the spectra reconstituted (Fig. 5). The data revealed a
wavelength shift of the maximum emission from 340 nm
(native state) to 345-350 nm (denatured state) already in
the intermediate 12. Thus, the solvent accessibility of the
tryptophan that is responsible for the change of the
fluorescence signal must be similar in I2 and U. It should
be noted that the fluorescence intensities of the observed
spectra are valid only under the given conditions (1.8 M
GdmCl). Since the fluorescence intensity of the spectrum
of the intermediate 12 decreases with increasing GdmCl
concentrations while that of the native state does not (data
not shown), the intermediate possesses a lower fluores-
cence than the native state at denaturing conditions but a
slightly higher fluorescence in the absence of GdmCl.
The fluorescence of isolated tryptophan molecules
decreases with increasing GdmCl concentrations in a
range of 0-3 M (Schmid 1997). Thus, the decrease in
intrinsic fluorescence of the intermediate 12 with increas-
ing GdmCl concentrations indicates the solvent exposure
of a tryptophan residue in the intermediate structure. This
result is confirmed by the red-shift of the fluorescence
maximum of the corresponding spectrum (Fig. 5). Similar
fluorescence characteristics of folding intermediates have
been observed for other proteins such as antibody frag-
ments (Lilie et al. 1995).

Thermodynamics of pro-peptide folding

In order to understand the kinetic and energetic relation-
ship of the different states of the pro-peptide moiety
folding, the microscopic rate constants of folding and
unfolding were determined. To this end, the GdmClI-
dependent folding and unfolding kinetics were analyzed
by fluorescence spectroscopy. Whereas the change in
tryptophan fluorescence upon denaturation permitted the
observation of both the transient accumulation of the
intermediate and the formation of the denatured state, the
same method revealed just the reaction U — I upon
refolding. Folding of the intermediate to the native state
was measured separately by double-jump experiments, in

www.proteinscience.org 5
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Figure 5. Fluorescence spectra of proNGF. The specific fluorescence of
the native (), intermediate (O), and denatured state (@) of proNGF was
calculated from biphasic denaturation kinetics, measured at different
wavelengths. For comparison, spectra of native (__) and denatured (in
2 M GdmCl) proNGF (- -) were taken from Kliemannel et al. (2004).

which native proNGF was submitted to 1.8 M GdmCl for
only 1 sec (or 1.2 M GdmClI for 4 sec) to populate the
intermediate 12. In the following refolding reaction, the
reaction 12 — II/N could be quantified. As mentioned
before, the states I1 and N could not be discerned by
fluorescence. Therefore, in the following section, the
species Il and N are not distinguished. The results of
folding/unfolding are depicted in Figure 6. The global fit
of the data yielded microscopic rates of folding and
unfolding of N/II, 12, and U under native conditions as
well as the thermodynamic stability of the native and
intermediate state 12 (Fig. 6). The overall stability of
N/I1 < U of the NGF-coupled pro-peptide is 20.9 kJ/mol,
which is subdivided in the two transitions N/I1 « 12
(14.8 kJ/mol) and I2 < U (6.1 kJ/mol). The microscopic
unfolding rate of both N/I1 and I2 was identical (k, =
0.0025 sec™"); the activation energy was 86.3 kJ/mol. In
contrast, the activation energy of folding showed a differ-
ence of 8.3 kJ/mol for folding of U and 12, respectively
(Supplemental Fig. S2).

It should be stressed that the Chevron plot does not
describe the complete folding/unfolding process of the
pro-peptide of NGF, since unfolding measured by far-UV
CD spectroscopy was too fast to be quantified. Thus, only
changes in the environment of the tryptophans could be
monitored; changes on the secondary structural level are
not considered in the interpretation of the Chevron plot.

Discussion

Despite the increasing knowledge about the biological
function(s) of pro-peptides, little information is available
about the structural properties of pro-peptides and how
they exert their roles on a structural basis. Only for some
serine and cysteine proteases has the X-ray structure of
the pro-form been solved (Gallagher et al. 1995; Podobnik
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et al. 1997; Jain et al. 1998; LalLonde et al. 1999) and a
molecular model predicted how the pro-peptide serves as
an intramolecular chaperone (Gallagher et al. 1995). Here,
we analyzed structure formation, stability, and intramolec-
ular interaction of the NGF pro-peptide in the context of the
mature part. Unexpectedly, kinetic and thermodynamic
analyses revealed a loss of at least a major part of the
secondary structures before disruption of tertiary contacts.
These tertiary contacts reflect an intramolecular interaction
of the pro-peptide with the mature part.

It has been shown previously that the pro-peptide acts
as an intramolecular chaperone during oxidative folding
of proNGF (Rattenholl et al. 2001a, b). This function
suggests an interaction of the pro-peptide with folding
intermediates of the NGF part based primarily on the
properties of the solvent-exposed surface of these inter-
mediates, such as hydrophobicity, rather than well
defined structural features. The pro-peptide needs to be
covalently attached to NGF in order to exhibit this
folding-enhancing function, as the addition of the isolated
pro-peptide to folding NGF molecules in trans does not
promote folding. This finding indicates a very weak
interaction of the pro-peptide with folding intermediates
of the mature part (Rattenholl et al. 2001a). In contrast,
the intramolecular interaction of the pro-peptide with
native NGF is surprisingly stable: It is characterized by an
overall energy of AG = 20.9 kJ/mol. Furthermore, one of
the transitions reflecting this interaction is highly coop-
erative (cf. fast phases in Fig. 6), indicating a well defined
structural interface between the pro-peptide and NGFE.
Thus, the intramolecular interaction of the pro-peptide
and NGF seems to be quite different in the native state
and during folding regarding both structural and thermo-
dynamic parameters.

log K, (s-1)

0.5 1.0 15
GdmCl (M)

20

Figure 6. Unfolding/refolding kinetics of the NGF-coupled pro-peptide.
Unfolding and refolding at different GdmCI concentrations of the NGF-
coupled pro-peptide were measured as described in Figure 3. Unfolding
and refolding were monitored by fluorescence (@, O); CD measurements
were used to observe refolding (A). (Solid lines) Fit of the complete data
set, (dashed lines) GdmCI dependence of the microscopic rate constants of
folding and unfolding.
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The experimental data suggest that that the interaction
between NGF and its pro-peptide is mediated by a surface
area of the mature NGF comprising a tryptophan resi-
due and the peptide Trpfx”}-Ala*(’3 of the pro-peptide.
Unfortunately, currently no detailed structural data for the
pro-peptide are available. Even the CD spectrum of the
NGF-coupled pro-peptide hardly allows a prediction of
the overall secondary structural content (Kliemannel et al.
2004). A sequence analysis of the pro-peptide according
to the hydrophobic moment method of Eisenberg (Eisenberg
et al. 1984) shows that the peptide Trp’m-Ala’63 possesses
the highest hydrophobic moment of the whole pro-peptide.
In a helical wheel representation, this peptide is highly
amphiphilic with a perfect segregation of hydrophobic
and polar/charged amino acids (not shown). However,
without structural data of the pro-peptide at the atomic
level, a structural interpretation of the pro-peptide region
involved in the intramolecular interaction with NGF
remains speculative.

As mentioned above, the intramolecular association
of NGF with its pro-peptide is mainly of a hydrophobic
nature and involves tryptophan residues. The fluorescence
change obtained upon unfolding of the NGF-coupled pro-
peptide is related to the environmental change of one or
more tryptophans. Since a chimeric construct of NGF and
the related heterologous pro-peptide of NT-3, which lacks
tryptophans, also showed a change in tryptophan fluo-
rescence upon unfolding (in prep.), at least part of the
fluorescence signal must originate from an altered solvent
accessibility of tryptophans of the NGF part. The NGF
monomer contains three tryptophans, two of which are
located in the dimer interface and thus are buried in the
hydrophobic core. These tryptophan residues would pre-
sumably not change their spectroscopic properties upon
unfolding of the pro-peptide. The third tryptophan of NGF,
Trp*', has been identified as the most solvent-exposed and
reactive tryptophan residue that is readily modified by
N-bromosuccinimide (Cohen et al. 1980). Solvent exposure
of this residue has been confirmed by X-ray structure
analysis (McDonald et al. 1991; Fig. 7). Our fluorescence
data suggest that the pro-peptide shields Trp?' of NGF from
solvent since unfolding of the NGF-coupled pro-peptide
alters the solvent accessibility of Trp2] of mature NGF.
Assuming that the presence of the pro-peptide does not
affect the structure of the mature part (especially the dimer
interface where the other tryptophans are located), the
spectroscopic properties of proNGF would indicate a direct
interaction of the pro-peptide with Trp21 of mature NGF.

Trp2] of NGF is also part of the interface of the NGF-
receptor complex in both the TrkA- and p75 receptors
(Cohen et al. 1980; Drinkwater et al. 1991; Wiesmann
et al. 1999; He and Garcia 2004). In case of TrkA, for
example, seven amino acids of the receptor are <8 A apart
from Trp?' of NGF (Fig. 7). Thus, from the structural

point of view it seems that the pro-peptide competes for
the binding site of the mature part to both the TrkA and
p75 receptors. This should result in a substantially
decreased affinity of proNGF to its receptors compared
with mature NGF, which indeed has been observed
experimentally (Nykjaer et al. 2004). The spectroscopic
and thermodynamic analyses of the NGF-coupled pro-
peptide showed that Trp21 of NGF, which is buried in
native proNGF, becomes solvent-accessible in the reac-
tion N/IlI — 12 as demonstrated by the fluorescence
spectrum of the intermediate 12 (Fig. 5). This reaction
and thus the loss of interaction of the pro-peptide with
NGF via a region involving Trp21 require an energy input
of 14.8 kJ/mol under the given buffer conditions. Assum-
ing a simple model of competition, this energy must be
provided by the binding of the receptors to proNGF in
order to form a proNGF-receptor complex. Another
possibility would be a partial overlap of the binding sites
for the pro-peptide and the receptors. In this case it would
be conceivable that receptor binding may occur without
displacing the pro-peptide. In this scheme the receptor
affinity to proNGF would be decreased as well compared
with mature NGF. However, depending on the size and
the overlapping part of the contact sites for receptor and
pro-peptide, the loss of energy in receptor binding due to
the presence of the pro-peptide may be smaller than in the
displacing model. Although a competition of the pro-
peptide with NGF for binding to the receptors TrkA or p75
appears plausible, the precise mode of proNGF receptor
interaction remains to be deduced by structural analysis at
atomic resolution of proNGF and its receptor complex.

Materials and methods

Preparation of recombinant human proNGF and the
isolated pro-peptide

All recombinant constructs were cloned in the vector pET11a.
Escherichia coli BL21(DE3) was employed as a bacterial host.
Recombinant expression of proNGF resulted in formation of
inclusion bodies. Processing of inclusion bodies of proNGF and
protein renaturation was performed as described previously
(Rattenholl et al. 2001a). The isolated pro-peptide of NGF
was expressed in soluble form. The fully folded protein was
obtained as published previously (Kliemannel et al. 2004).

Fluorescence spectroscopy

Fluorescence measurements were carried out at a FluoroMax-2
(Jobin-Yvon). Slit widths for both excitation and emission
wavelengths were 5 nm. Experiments were performed in 50 mM
Na-phosphate, pH 7.0, and 1 mM EDTA at 20°C. Equilibrium
transitions of the NGF-coupled pro-peptide (10 pg/mL) were
monitored at an excitation wavelength of 280 nm and 325 nm
emission. Fluorescence of the isolated pro-peptide (50 wg/mL)
was analyzed using an excitation of phenylalanine at 250 nm and

www.proteinscience.org 7
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Figure 7. Structure of NGF and its complex with the extracellular domain 5 of the TrkA receptor (PDB file lwww.pdb [Wiesmann
et al. 1999]). The panels show a scheme of dimeric NGF with the Trp residues marked (black, leff), the surface of dimeric NGF with
the surface of Trp residues marked (black, middle), and the complex of a monomeric subunit of NGF with TrkA (right), where Trp*" of
NGF and the surrounding residues of domain 5 of TrkA (8 A distance) are shown in detail.

after an energy transfer to tryptophan an emission at 345 nm
(Kliemannel et al. 2004).

Fluorescence kinetics were carried out either on a FluoroMax
2 using conditions mentioned above or by stopped flow experi-
ments on a SX.18MV spectrometer (Applied Photophysics). In
the latter case, fluorescence was detected using a cut-off filter of
320 nm (cp = 0.4 mg/mL) or by single wavelength detection
(cp = 1.5 mg/mL). Fluorescence spectra from denaturation
kinetics at different emission wavelengths were reconstituted
by calculating the specific fluorescence of the native, inter-
mediate, and denatured state using an equation for a serial first-
order reaction.

Circular dichroism (CD) spectroscopy

Far UV-CD spectra were recorded on a Jasco J710 spectro-
polarimeter. Equilibrium transitions of the NGF-coupled pro-
peptide (100 pg/mL) were recorded at 220 nm in 50 mM
Na-phosphate, pH 7.0 at 20°C in a l-cm cuvette. Rapid
structural changes were followed at 220 nm by stopped flow
experiments on a m-star spectropolarimeter (Applied Photo-
physics). The final protein concentrations of both folding and
unfolding reactions were 1 mg/mL.

H/D exchange-coupled MALDI-TOF mass spectrometry

Determination of the deuterium incorporation by exchange
of the amide protons of peptide bonds was carried out by
MALDI-TOF mass spectrometry using a BRUKER Reflex II
mass spectrometer (BRUKER Daltonik GmbH). Experimental
details are described in the Supplemental Material. In short,
proNGF was incubated in D>O for 2 min. Subsequently, it was
digested with pepsin, and the resulting fragments were analyzed
by MALDI-ToF. For the alignments of the obtained proteolytic
fragments, the program FindPept (http://www.expasy.ch/tools/
findpept.html) was used.
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Anderungen der Korrektur- zur Druckversion :

In Abbildung 3A sind die Fluoreszenzdaten als dicke Line und die CD-Daten als Punkte
dargestellt.

Das obere Fluoreszenzspektrum in Abbildung 5 resultiert vom nativen proNGF und die
untere vom partiell denaturiertem proNGF (2 M GdmCl).

Die Kreise im Chevron-Plot in Abbildung 6 symbolisieren die Daten der stopped-flow-
Fluoreszenzmessung wéhrend der De- und Renaturierung des Pro-Peptids im proNGF.
Die schwarzen Kreise zeigen den Ubergang zwischen nativen Zustand bzw. ersten
Intermediatszustant und dem zweiten Intermediatszustand. Die weiflen Kreise bilden den
Ubergang zwischen zweitem Intermediatszustand und dem entfalteten Zustand ab. Die

Dreiecke resultieren aus der stopped-flow-CD-Messung.
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by reaction j producing (consuming) metabolite 7 by:

Vi = IS;lv;

Random uptake conditions

We choose randomly X% (where X = 10, 50 or 80) of the 89 potential input substrates that
E. coli consumes in addition to the minimal uptake basis. For each of the transport
reactions, we set the uptake rate to 20 mmol per gram of dry weight per hour. As there are a
very large number of possible combinations of the selected input substrates, we repeat this
process 5,000 times and average over each realization.

The hit-and-run method

We select a set of basis vectors spanning the solution space using singular-value
decomposition. Because the reaction fluxes must be positive, the ‘bouncer’ is constrained
to the part of the solution space that intersects the positive orthant. We constrain the
bouncer within a hypersphere of radius R, and outside a hypersphere of radius

R imin < Riax Where we find that the sampling results are independent of the choices of
Runin and R . Starting from a random initial point inside the positive flux cone in a
randomly chosen direction, the bouncer travels deterministically a distance d between
sample points. Each sample point, corresponding to a solution vector where the
components are the individual fluxes, is normalized by projection onto the unit sphere.
After every bth bounce off the internal walls of the flux cone, the direction of the bouncer is
randomized.

High-flux backbone

For each metabolite we keep only the reactions with the largest flux that produces and
consumes the metabolite. Metabolites that are not produced (consumed) are discounted.
Subsequently, a directed link is introduced between two metabolites A and Bif (1) Aisa
substrate of the most active reaction producing B, and (2) B is a product of the maximal
reaction consuming A. We consider only metabolites that are connected to at least one
other metabolite after steps (1) and (2). For clarity, we remove P;, PP; and ADP. Further
details and figures are provided in the Supplementary Information.
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Sortilin' (~95 kDa) is a member of the recently discovered family
of Vpsl0p-domain receptors™’, and is expressed in a variety of
tissues, notably brain, spinal cord and muscle. It acts as a receptor
for neurotensin®’, but predominates in regions of the nervous
system that neither synthesize nor respond to this neuropeptide®,
suggesting that sortilin has additional roles. Sortilin is expressed
during embryogenesis’ in areas where nerve growth factor (NGF)
and its precursor, proNGF, have well-characterized effects®’.
These neurotrophins can be released by neuronal tissues®’, and
they regulate neuronal development through cell survival and
cell death signalling. NGF regulates cell survival and cell death
via binding to two different receptors, TrkA and p75™ '® (ref. 10).
In contrast, proNGF selectively induces apoptosis through
p75™™ but not TrkA'. However, not all p75™ " ®-expressing
cells respond to proNGE, suggesting that additional membrane
proteins are required for the induction of cell death. Here we
report that proNGF creates a signalling complex by simul-
taneously binding to p75~™ and sortilin. Thus sortilin acts as
a co-receptor and molecular switch governing the p75~"%-
mediated pro-apoptotic signal induced by proNGF.

Binding of NGF was examined by surface-plasmon resonance
(SPR). As demonstrated in Fig. 1a, sortilin bound mature NGF with
moderate affinity (dissociation constant (K 4) ~90 nM). In contrast,
the affinity of NGE for p75~"™™ and TrkA was high (K4 1-2nM), in
accordance with previous studies in cells''~". As the NGF precursor
(proNGF) may escape intracellular processing and be released
extracellularly, we next examined binding of proNGF>'"'*'>,
Whereas lack of processing reduces the affinity of proNGF for
p75N'] R and TrkA (K4 ~15-20 nM), it results in a much higher
affinity (K4 ~5nM) for sortilin (Fig. la). This is surprising because
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proNGF has been reported to interact with cellular p75~™, but not
TrkA, with a higher affinity (K4 ~0.2 nM) than mature NGF, and to
selectively induce p75™"-dependent apoptosis in neurons, smooth
muscle cells and oligodendrocytes®'. Our data may reflect the
participation of a p75™'™® co-receptor, and this receptor might be
sortilin (see below).

To examine the structural basis of proNGF binding, we produced
the pro domain of proNGF as a glutathione S-transferase fusion
protein (GST-pro) (Fig. 1b). The GST—pro protein bound to
sortilin with an affinity very similar to that of proNGF (K4
~8nM), but not to p75™ '~ or TrkA (Fig. 1a). Additional exper-
iments further demonstrated that binding of proNGF to sortilin was
inhibited markedly (>75%) by neurotensin, and was almost abol-
ished in the presence of GST—pro (Fig. 1c). Thus, the pro domain
constitutes the structural basis for the high-affinity binding between
proNGF and sortilin.

We next assessed binding of proNGF to cellular sortilin. We
transfected 293 cells without endogenous sortilin with the receptor
constructs indicated in Fig. 2a, and evaluated binding of proNGF at
37 °C. Control cells demonstrated no binding or uptake of ligand,
whereas cells expressing wild-type sortilin exhibited significant
endocytosis of proNGF (Fig. 2b), but not of mature NGF
(Fig. 2c). The observed uptake was hampered strongly in the
presence of excess neurotensin or GST—pro (data not shown).
Furthermore, transfectants expressing a mutant sortilin protein
(sortilin(mut)) that accumulates on the plasma membrane owing
to disrupted motifs for endocytosis'®, displayed intense surface
labelling with proNGF, but little uptake.

Binding and uptake of proNGF was also investigated in cells
transfected with TrkA and p75™"™, and in cells expressing each of
the two receptors in combination with sortilin (Fig. 2b). TrkA
transfectants exhibited a very modest uptake of proNGE, and on co-
transfection with sortilin, endocytosis of proNGF was comparable
to that observed in cells expressing sortilin alone. In contrast, uptake
of mature NGF was efficient in TrkA-expressing cells and was
unaffected by co-transfection with sortilin (Fig. 2¢). In p75~™
transfectants, proNGF as well as mature NGF was almost exclusively
found on the plasma membrane, indicating a slow or insignificant
endocytosis (Fig. 2b, ¢) consistent with prior observations'”'®.
However, coexpression of p75™ ' with sortilin re-established
uptake of proNGFE, and coexpression with sortilin(mut), as well as
with wild-type sortilin, induced a significant increase in surface-
associated ligand, suggesting a synergistic rather than a simple

Sortilin

additive effect of sortilin and p75™"® coexpression.

The findings demonstrate that sortilin exhibits negligible binding
of NGE but also that it conveys a significantly higher capacity
for uptake of proNGF than either of the two established receptors
(that is, p751\ R and TrkA). Moreover, results in double transfec-
tants suggest that sortilin and p75N™ cooperate to promote
proNGF binding.

To characterize the molecular mechanisms underlying the puta-
tive cooperativity between p75™ R and sortilin, affinity crosslinking
was performed. Crosslinking of '’ I-labelled proNGF to p75™"® and
sortilin double transfectants produced labelled complexes of ~110,
~140 and ~240kDa (Fig. 3a, lane 1), but was unproductive in
single transfectants, suggesting that coexpression of sortilin and
p75"TR is required for efficient binding at subnanomolar concen-
trations of proNGF (Fig. 3a, lanes 5-6). Furthermore, immunopre-
cipitation with receptor antisera established that both sortilin and
p75~"® were components of the crosslinked adducts (Flg 3a, lanes
7-8). Similar experiments performed on cells coexpressmg p75N
and sortilin(mut), which has a higher surface expression than wild-
type sortilin'®, resulted in a quantitative increase in crosslinked
complexes (data not shown). Finally, generation of the crosslinking
adducts was markedly reduced in the presence of unlabelled
proNGE neurotensin or GST—pro, implying that sortilin, as well
as the NGF pro domain, is critical to complex formation (Fig. 3a,
lanes 2—4).

We conclude that the ~240kDa adduct probably represents a
heterotrimeric complex comprising proNGE, sortilin and p75~",
whereas the ~110 kDa and ~140 kDa species constitute proNGF in
association with a single receptor. Expression of both receptors is
required for efficient binding of proNGE, and our results support a
model in which the pro domain and the ‘mature’ part of proNGF
simultaneously engage sortilin and p75™"%, respectively.

Corresponding experiments established that proNGF does not
form stable complexes with TrkA (Fig. 3b). In fact, crosslinking with
proNGEF using cells expressing all three receptors (TrkA, p75™'* and
sortilin) resulted in ~110, ~140 and ~240 kDa adducts that could
be precipitated with anti-sortilin (data not shown) and anti-p75~ ™
antibodies but not with TrkA-specific antiserum. Thus, proNGF
discriminates between TrkA and p75~™ in cells that express both
receptors in combination with sortilin.

In accordance with previous reports
mature '*’I-labelled NGF yielded complexes with both p7
(~90 and ~180kDa) and TrkA (~160kDa) (Fig. 3c). However,

121 crosslinking using
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Figure 1 SPR analysis of ligand binding. a, Binding of 20—1,000 nM NGF, proNGF and
GST—pro to immobilized sortilin (51 fmol mm~2), p75"™ (91 fmol mm ) and TrkA
(66 fmol mm~2). Calculated K 4 values are indicated. b, SDS-PAGE analysis of ligands
used in a. A Coomassie-stained gel (left panel) and a western blot (anti-pro domain
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antibody; right panel) are shown. ¢, Binding of proNGF (25 nM) to sortilin (66 fmol mm )
in the absence or presence of 10 wM neurotensin (dashed line) and 5 wM GST—pro (dotted
line). The SPR response obtained for the inhibitors alone has been subtracted.
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no additional crosslinked complexes were observed when either of
the two was coexpressed with sortilin, and sortilin single transfec-
tants did not bind NGFE These results indicate that sortilin neither
interacts with mature NGF nor is part of a complex formed on
binding of mature NGF to p75™'® or TrkA.

We next examined whether sortilin and p75™ " physically associ-
ate on the cell membrane. Cells expressing both receptors were
biolabelled and incubated in the absence or presence of proNGF,
followed by treatment with a membrane- 1mpermeab]e reduab]e
crosslinker, lysis and immunoprecipitation using anti-p75™"* anti-
bodies. Sortilin could be crosslinked directly to p75™'® (Fig, 3d).
However, in the presence of proNGFE, the relative amount of
crosslinked and co-precipitated sortilin increased by about fivefold
(3.9% to 18.4%). Equilibrium binding studies were then designed to
determine whether p75~" ™ and sortilin coexpression might influ-
ence the spec1ﬁc1ty and affinity of ligand binding. As demonstrated
in Fig. 3e, *°I-labelled NGF bound to cells coexpressing sortilin and
p75™ R with an estimated K 4 of ~1.0 nM. This agrees with previous
results'? obtained in p75™"*-expressing cells, and as sortilin single
transfectants did not bind mature NGF (data not shown), the data
indicate that mature NGF binds strictly to p75Nm. In contrast,
similar experiments with '*I-labelled proNGF further indicated
that sortilin and p75™'® cooperate in proNGF binding, Thus, cells
expressing a single receptor type—either sortilin or p75™"*_did
not bind '*’I-labelled proNGF (data not shown), whereas cells
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Figure 2 Binding and uptake of proNGF and NGF in 293 cells. a, Western blot showing the
level of receptor expression in the transfected 293 cells. b, ¢, Untransfected cells (control)
and cells transfected with the indicated receptors were incubated (37 °C, 45 min) with
50 nM proNGF (b) or NGF (¢) before fixation and staining with anti-NGF antibodies.
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coexpressing these receptors did. Scatchard analysis (Fig. 3e)
suggested fewer binding sites for proNGF than for NGF in the
double transfectants, but also a higher affinity for proNGF (K4
~160 pM) that could not be accounted for by binding to any single
receptor. Accordingly, A875 cells, which bind proNGF with high
affinity'!, express high levels of endogenous sortilin and p75™'"*
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Figure 3 ProNGF-induced formation of heterotrimeric complexes comprising sortilin and
p75"™" a—¢, Crosslinking of '?I-labelled proNGF (a, b) or '?°I-labelled NGF (¢) to
transfected 293 cells in the presence and absence of excess proNGF, NGF, GST—pro or
neurotensin. Crude lysates (—) and immunoprecipitated proteins were subjected to SDS—
PAGE and labelled bands were visualized by autoradiography. Antibodies used for
immunoprecipitation (IP) of sortilin (S), p75"" (P) and TrkA (T) are indicated. d, Biolabelled
cells overexpressing sortilin(mut) and p75"™ were incubated with and without proNGF
(25 nM) and treated with a reducible crosslinker. Autoradiographic bands resulting from
reducing SDS—PAGE of immunoprecipitates are shown. e, Scatchard plot showing
binding of radiolabelled NGF (open circles) and proNGF (closed circles) to cells expressing
sortilin(mut) and p75™"™.
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(Fig. 4a). The results support a model in which proNGF binds to
and promotes the formation of a multi-component receptor com-
plex comprising both sortilin and p75~"™,

ProNGF is more efficient than NGF in inducing apoptosis in
superior cervical ganglion (SCG) neurons, vascular smooth muscle
(SM-11) cells and oligodendrocytes, and in promoting chemotaxis
and ligand binding in A875 melanoma cells®'"*. These cell types all
express significant levels of sortilin and p75™"™ (Fig. 4a). We found
that uptake of proNGF in dissociated SCG cultures was inhibited by
the GST—pro protein (data not shown), which selectively inhibits
binding to sortilin. Moreover, crosslinking of '**I-labelled proNGF
to SM-11 cells resulted in labelled adducts of ~110, ~140 and
~240kDa, similar to those obtained in the p75NTR and sortilin
double transfectants (Fig. 4b). These findings suggest that the
bio]ogical effects of proNGF require coexpression of sortilin and
p75™"R. To assess directly whether binding of proNGF to sortilin

regulates biological action, the ability of GST—pro and neurotensin
to impair proNGF actions was evaluated. In order to minimize
conversion of proNGF into mature NGFE, which might introduce a
bias by facilitating survival in TrkA-positive cells, a furin-resistant
mutant of proNGF'"! was used in all subsequent experiments, unless
otherwise stated. In SM-11 cells co-expressing p75™"* and sortilin,
furin-resistant proNGF was more effective than mature NGF in
inducing cell death as assessed by a TdT-mediated dUTP nick end
labelling (TUNEL) assay (Fig. 4c). In addition, wild-type proNGF
induced apoptosis as effectively as furin-resistant proNGF (data not
shown). Co-incubation of proNGF with an excess of neurotensin,
or with excess GST—pro, but not GST alone, impaired the induction
of cell death and apoptosis by more than 90% (Fig. 4c). Similar
findings were obtained in cultured SCG neurons expressing sortilin
and p75™"™® as well as TrkA. Thus, both GST—pro and neurotensin
significantly reduced proNGF-induced apoptosis in SCG neurons,
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Figure 4 Sortilin is required for the pro-apoptotic action of proNGF. a, Receptor
expression in proNGF-responsive cell types. b, Crosslinking of '?°|-labelled proNGF to
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neurons from wild-type and p75™™ knockout mice. g, ProNGF-induced apoptosis of
Schwann cells transiently transfected with sortilin. Columns indicate per cent of TUNEL-
positive cells among cells that express (S+) or lack (S—) sortilin. Leftinset shows western
blot of Schwann cell lysate; right inset shows apoptotic nuclei (TUNEL-positive, green) in
transfectants expressing sortilin (red staining). Asterisk indicates an untransfected cell.
h, Schematic model of receptor—complex formation.
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whereas neither affected neuronal survival in response to mature
NGF or on NGF withdrawal (Fig. 4d, e). As shown in Fig. 4f,
p75N . deficient neurons from p75~'® knockout mice”® that
express sortilin in the absence of p75™'® (data not shown) exhibit
NGF-dependent survival, but are resistant to proNGF-induced
killing. A similar resistance to proNGF was seen in Schwann cells
expressing p75™ ' * but not sortilin (Fig. 4g); however, after trans-
fection with sortilin, Schwann cells became sensitive to proNGF-
induced apoptosis. Approximately 95% of the cells that expressed
sortilin (~18% of total) were TUNEL positive, and among all
TUNEL-positive cells ~96% expressed both sortilin and p75~'~,
This sensitivity to proNGF-induced killing was reversed by co-
incubation with GST-pro (Fig. 4g) and neurotensin, which blocked
binding of proNGF to sortilin. It follows that both receptors are
obligate for the induction of proNGF-mediated cell death, whereas
sortilin expression has no impact on NGF responsiveness under
these circumstances.

We conclude that proNGF targets and promotes formation of a
signalling complex comprising endogenous sortilin and p75~'%,
and that both receptors are required for proNGF-mediated apop-
tosis. In contrast, mature NGF preferentially binds p75~™ and/or
TrkA, with sortilin having little or no bearing on NGF-initiated
signalling.

Our study indicates that the neurotrophins use not two but three
distinct receptor classes to dictate and regulate opposing biological
responses of survival and death. We identify sortilin as a biologically
important neurotrophin receptor that targets the pro domain of
proNGF with high affinity. The present data suggest that sortilin is a
required component for transmitting proNGF-dependent death
signals via p75™ T, Together with p75™'%, sortilin facilitates the
formation of a composite high-affinity binding site for proNGF
(Fig. 4h). Thus, sortilin serves as a co-receptor and molecular
switch, enabling neurons expressing Trk and p75™'™® to respond
to a pro-neurotrophin and to initiate pro-apoptotic rather than
pro-survival actions. In the absence of sortilin, regulated activity of
extracellular proteases may cleave proNGF to mature NGF',
promoting Trk-mediated survival signals (Fig. 4h). In conclusion,
NGF-induced neuronal survival and death is far more complicated
than previously appreciated, as it depends on an intricate balance
between proNGF and mature NGE, as well as on the spatial and
temporal expression of three distinct receptors: TrkA, p75™™® and
sortilin. As sortilin is but one member of the VpslOp-domain
receptor family expressed in the nervous system, future studies
should show whether other pro-neurotrophins use related Vps10p-
containing receptors to switch biological responsivity to neuro-
trophin isoforms. O

Methods

Recombinant proteins and radiolabelling

Human proNGF and mature NGF generated in Escherichia coli*' were a gift from Scil
Proteins GmbH. Radioiodinated ligands®** (~3,000 d.p.m. fmol ') were used within
48 h of iodination and their integrity and bioactivity was assayed by SDS—polyacrylamide
gel electrophoresis (PAGE), PC12 cell neuritogenesis (NGF) and apoptosis of p75~ " -
expressing vascular smooth muscle cells (proNGF). Mature NGF and furin-resistant
mouse proNGF were purified from media of transfected 293 cells''. The NGF pro domain
(amino acids E19 to R121) was expressed in E. coli as a GST fusion protein and purified on
glutathione—agarose beads. The luminal domain of sortilin was expressed and purified as
described’. p75™"®-Fc and TrkA-Fc (fusion proteins) were from R&D Systems.

SPR analysis, equilibrium binding and western blotting

The SPR analysis was performed essentially as described™**. The receptors were
immobilized (at 10-15pgml ") on a CM5 chip and remaining coupling sites were
blocked with 1 M ethanolamine. Sample and running buffer was 10 mM HEPES, 150 mM
(NH4)»804, 1.5mM CaCl,, 1 mM EGTA, 0.005% Tween-20 pH 7.4. After each analytic
cycle the sensor chip was regenerated in a 10 mM glycine-HCl buffer. The SPR signal was
expressed in relative response units (RU); that is, the response obtained in a control flow
channel was subtracted. Kinetic parameters were determined using BIAevaluation 3.1
software. Equilibrium-binding studies were performed as described'?. In brief, the cells
(2% 10°ml ") were incubated (4 °C, 40 min) with radioiodonated NGF or proNGF
(2=20 X 107" M) in the presence or absence of a 500-fold molar excess of NGF or
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neurotensin, respectively. Bound ligand was then separated from free ligand by
centrifugation through calf serum. Mean values of triplicates (from two independent
experiments) were evaluated using the PRISM program.

Western blotting, after reducing SDS-PAGE, was performed using a rabbit antibody
(1:1,000) directed against the pro domain of NGF (amino acids 23-81) of human NGF*
and horseradish-peroxidase-conjugated swine anti-rabbit immunoglobulin (Amersham
Biosciences).

Transfected cell lines

Parental 293 cells and transfectants expressing p75™" " or TrkA'* were transfected with
wild-type sortilin® or the sortilin(mut) variant impaired in endocytosis (alanine
substituted for Y14, L17, L51 and L52 in the cytoplasmic tail)'®, and selected using zeocin.
Primary rat Schwann cells, plated on polylysine-coated plates, were transfected with
pcDNA wild-type sortilin® or pcDNA alone using calcium phosphate.

Crosslinking, biolabelling and immunoprecipitation

Cells (2 10°ml ") were incubated (4 °C, 2 h) with radioiodinated proNGF or NGF
(400 pM), in the absence or presence of 100 nM unlabelled proNGF, 40 uM neurotensin or
200 nM GST or GST—-pro, followed by crosslinking (15 min) with 4 mM 1-ethyl-3-[3-
dimethylaminopropyl|carbodiimide and 25 mM DSS (Pierce). Washed cells were
subsequently lysed in 1% Nonidet P40 buffer containing protease inhibitors and
precipitations were performed using anti-p75™"" and anti-TrkA antisera'’, and anti-
sortilin antibody’.

Transfected cells were biolabelled (3—4 h) with L—[HS]cystcinc and L-[**S]methionine,
then incubated (20°C, 2 h) with or without 25 nM proNGF and, finally, treated (30 min)
with 5mM of the reducible crosslinker DTSSP (Pierce) before lysis in 1% Triton-X100
buffer containing protease inhibitors>*. Inmunoprecipitation was performed using
rabbit ami-p75xlk (number 9993), anti-Trk (Santa Cruz) and anti-sortilin®. All
precipitated proteins were analysed by reducing SDS-PAGE and were detected by
autoradiography.

Induction of apoptosis in various cells
A vascular smooth muscle cell line expressing human p75™"® but not TrkA>” was
incubated (16 h) with 2 ngml ™' of mature NGF or furin-resistant proNGF'! in the
presence of 50 nM GST or GST—pro, or 40 pM neurotensin. After fixation, cells were fixed,
incubated with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) and subjected to TUNEL analysis
(Roche Molecular Biochemicals). Results represent the mean value of three independent
experiments performed in triplicate. At least 300 cells per condition were counted.
Dissociated PO-P1 rat SCG neurons® or mouse SCG neurons obtained from p75~™®
knockout mice® or wild-type littermates were plated on collagen-coated slides and
maintained for 5 days in 50 ngml ' NGF before use. Replicate cultures were rinsed five
times with NGF-free medium and treated with or without the given additives, as indicated.
After 36 h SCG cultures were processed for TUNEL analysis and counterstained with anti-
neuronal-specific $-tubulin (Tuj1, Covance)''. TUNEL-positive neurons were scored
blindly by the observer and at least 100 cells were counted for each culture condition.
Transfected Schwann cells were replated on 8-well slides (NUNC) at 20,000 cells per
well. At 48 h after transfection, cells were treated (18 h) with 5ngml ™' mature NGF,
purified recombinant cleavage-resistant proNGF or diluent alone. After fixation, the cells
were stained using mouse anti-sortilin antibody (Transduction Biolabs, anti-NTR3
612101) and rhodamine goat anti-mouse IgG followed by DAPI incubation, and then
subjected to TUNEL analysis (Roche Molecular Biochemicals). At least 1,000 cells per
condition were counted in a blinded manner, and results are representative of three
independent experiments. Where appropriate, statistical significance was determined by
Student’s f-test.
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The cytoplasmic hody component
TRIM5« restricts HIV-1 infection
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Host cell barriers to the early phase of immunodeficiency virus
replication explain the current distribution of these viruses
among human and non-human primate species'™. Human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1), the cause of acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS) in humans, efficiently
enters the cells of Old World monkeys but encounters a block
before reverse transcription®™. This species-specific restriction
acts on the incoming HIV-1 capsid®” and is mediated by a
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dominant repressive factor’”. Here we identify TRIM5«, a
component of cytoplasmic bodies, as the blocking factor. HIV-1
infection is restricted more efficiently by rhesus monkey TRIM5a
than by human TRIM5a. The simian immunodeficiency virus,
which naturally infects Old World monkeys'’, is less susceptible
to the TRIM5a-mediated block than is HIV-1, and this difference
in susceptibility is due to the viral capsid. The early block to
HIV-1 infection in monkey cells is relieved by interference with
TRIM5a expression. Our studies identify TRIM5«a as a species-
specific mediator of innate cellular resistance to HIV-1 and reveal
host cell components that modulate the uncoating of a retroviral
capsid.

Recombinant HIV-1 expressing green fluorescent protein and
pseudotyped with the vesicular stomatitis virus (VSV) G glyco-
protein (denoted HIV-1-GFP) can efficiently infect the cells of
many mammalian species including humans, but not those of Old
World monkeys*. Here we used a murine leukaemia virus vector to
transduce human HeLa cells, which are susceptible to HIV-1-GFP
infection, with a complementary DNA library prepared from
primary rhesus monkey lung fibroblasts (PRL cells). Two indepen-
dent HeLa clones resistant to HIV-1-GFP infection, but susceptible
to infection with recombinant simian immunodeficiency virus
(SIV-GFP) or murine leukaemia virus (MLV-GFP), were identified
in a screen (Methods).

The only monkey ¢cDNA insert common to both HIV-1-GFP-
resistant clones was predicted to encode TRIM5a, a member of the
tripartite motif (TRIM) family of proteins containing RING
domains, B-boxes and coiled coils''™"?. TRIM5a also contains a
carboxy-terminal B30.2 (SPRY) domain not found in the other
TRIMS isoforms (ref. 13 and Fig. la). The natural functions of
TRIMS5a, or of the cytoplasmic bodies in which the TRIM5 proteins
localize'>', are unknown. One TRIMS5 isoform has been shown to
have ubiquitin ligase activity typical of RING-containing proteins'*.
TRIM5 proteins are expressed constitutively in many tissues'’,
consistent with the pattern of expression expected for the HIV-1-
blocking factor in monkeys®.

HeLa cells stably expressing rhesus monkey TRIMS5a
(TRIM5a,,) and control HeLa cells containing empty vector were
incubated with different amounts of recombinant HIV-1-GFP,
SIV-GFP and MLV-GFP. Expression of TRIM5a, resulted in a
marked inhibition of infection by HIV-1-GFP, whereas MLV-GFP
infected control and TRIM5a,,-expressing HeLa cells equivalently
(Fig. 1b, ¢). TRIM5a,, inhibited infection by SIV-GFP less effi-
ciently than that by HIV-1-GFP (Fig. lc). Stable TRIMS5a,y
expression also inhibited the replication of infectious HIV-1 in
HeLa-CD#4 cells, which express the receptors for HIV-1 (ref. 15 and
Fig. 1d). The replication of a simian-human immunodeficiency
virus (SHIV) chimaera, which contains core proteins (including the
capsid protein) of SIV .. (ref. 16), was not inhibited in these
TRIMS5e,-expressing cells. When the infections were done with
eightfold more HIV-1 and SHIV, similar results were obtained
(Supplementary Information). We conclude that expression of
TRIM5a,, specifically and efficiently blocks infection by HIV-1,
and exerts a slight inhibitory effect on infection by SIV .

To investigate the viral target of the TRIM5a,,-mediated restric-
tion, HeLa cells expressing TRIM5a,, or control HeLa cells
were incubated with recombinant HIV-1-GFP, SIV-GEFP,
SIV(HCA-p2)-GFP or HIV(SCA)-GFP. SIV(HCA-p2)-GFP is
identical to SIV-GFP, except that the SIV capsid and adjacent p2
sequences have been replaced by those of HIV-1 (ref. 17), and
SIV(HCA-p2)-GFP has been shown to be susceptible to the block in
Old World monkey cells>”. HIV(SCA)-GFP is identical to HIV-1-
GFP, except that most of the capsid protein has been replaced by that
of SIV®, and HIV(SCA)—GFP has been shown to be less susceptible
than HIV-1 to the block in Old World monkey cells’. We found that
HIV-1-GFP and SIV(HCA-p2)-GFP infections were restricted to
the same extent in TRIM5a.,,-expressing HeLa cells, whereas infec-
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