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EINLEITUNG 1

1. Einleitung

1.1. Prolin und prolinspezifische Enzyme
1.1.1. Peptidyl-Prolylbindungen

Proteine stehen im Mittelpunkt der meisten biologischen Prozesse. Die jeweiligen
Eigenschaften und Funktionen der Proteine werden im wesentlichen durch ihre
dreidimensionale Struktur bestimmt. Die Ausbildung dieser raumlichen Struktur wird durch
die Sequenz der Aminosdurereste festgelegt, deren kovalente Verknipfung zu einer
Polypeptidkette durch Peptidbindungen erfolgt. Diese Bindungen weisen aufgrund ihrer
Resonanzstabilisierung einen partiellen Doppelbindungscharakter auf und stellen deshalb
nahezu planare Struktureinheiten dar. Der Torsionswinkel @ um die C,-N-Bindung kann zwei
stabile Konformationen (cis: ®=0°, trans. ®=180°) einnehmen, wobei das um 10-13 kJmol
energiearmere trans-lsomer, aufgrund sterischer Hinderungen in der cis-Konformation,
deutlich bevorzugt wird (Li et a., 1997; Manea et al., 1997; Radzicka et al., 1988; Scherer et
al., 1998; Yu et a., 1991). Der Anteil der Peptidbindungen, die in der cis-Konformation
vorliegen, betrégt in Proteinen 0.03-0.05 % (Stewart et al., 1990).

Prolin nimmt als einzige Iminosdure unter den 20 proteinogenen Aminosauren eine
Sonderstellung ein. Da das Stickstoffatom der Prolylbindung gleichzeitig Teil eines relativ
starren Pyrrolidinringes ist, kann es nicht als Wasserstoffbriickendonor dienen (Abb. 1.1).
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Abb. 1.1 cis'trans-I somerisierung der Prolylpeptidbindung
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Weiterhin ist die freie Drehbarkeit der N-C,-Bindung um den Winkel ¢ stark eingeschrankt.
Durch eine daraus resultierende vergleichbare sterische Hinderung der Isomeren ist die
Energiedifferenz zwischen dem cis- und dem trans-lsomer der Prolylbindung auf etwa 3-8
kJmol erniedrigt. Dieses fuhrt im Vergleich zu den normalen Peptidbindungen zum Auftreten
eines deutlich htheren Anteils an cis-lsomer (Drakenberg, 1972; Hetzel & Withrich, 1979).
S0 betrégt die Haufigkeit von cis-X 4-Pro-Bindungen in Proteinen etwa 4.8-5.7 % (Macarthur
& Thornton, 1991; Reimer et al., 1998). In kurzen Peptiden konnte sogar ein Anteil von 6-38
% beobachtet werden (Cheng & Bovey, 1977; Grathwohl et a., 1981; Grathwohl & Wuthrich,
1976a; Grathwohl & Wuthrich, 1976b).

Aufgrund seiner einzigartigen Eigenschaften ist Prolin mal3geblich an der Strukturierung von
Proteinen beteiligt. Es wird héufig als N-terminale Begrenzung von o-Helices (Forood et al.,
1993), as Helixbrecher (Gunasekaran et al., 1998) oder in B-Schleifen (Rose et al., 1985)
gefunden. Ein grofl3er Teil der B-Schleifen befindet sich von Ldsungsmittel umgeben auf der
Oberflache von Proteinen, so dass man nicht nur von einer strukturgebenden Funktion

ausgehen kann, sondern auch eine funktionelle Bedeutung wahrscheinlich ist (Kuntz, 1972).

1.1.2. Prolingpezifische Reaktionen

Die besonderen strukturellen Eigenschaften der Prolinreste bedingen vermutlich selektive
konformationelle Anspriiche an enzymatische Reaktionen und Protein-Ligand-Erkennungen.
Dieses hat zur Folge, dass prolinhaltige Substrate von Enzymen oft nicht oder nur mit
geringer Effizienz umgesetzt werden kdnnen. So kann die Anwesenheit eines Prolinrestes
innerhalb einer Polypeptidkette den proteolytischen Abbau durch die meisten Peptidasen und
Proteasen verhindern (Perona & Craik, 1995; Yaron & Naider, 1993). Die Hydrolyse dieser
prolinhaltigen Sequenzen wird durch eine begrenzte Anzahl prolinspezifischer Exo- und
Endopeptidasen katalysiert. Die prolinspezifischen Enzyme kénnen die Peptidbindungen ihrer
Substrate sowohl N-terminal (z.B. Prolidase, Aminopeptidase P, HIV-Protease) als auch C-
terminal vom Prolin  (z.B. Prolinase, Prolin-Iminopeptidase, Prolyl-Oligopeptidase,
Carboxypeptidase P) hydrolysieren (Cunningham & Oconnor, 1997; Medrano et a., 1998;
Yaron & Naider, 1993).

Die Phosphorylierung von Serin- und Threoninresten N-terminal zum Prolin, die von den
meisten Protein-Serin/Threonin-Kinasen nicht katalysiert werden kann (Pinna & Ruzzene,
1996), ist ein weiteres gut untersuchtes Beispiel fur Enzyme, die sich auf die Erkennung und
Umsetzung prolinhaltiger Substrate spezialisiert haben. Die Vertreter  dieser
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prolinspezifischen Kinasen werden in die cyclinabhangigen Proteinkinasen und die Mitogen-
aktivierten Proteinkinasen (MAP Kinasen) eingeteilt.

Die Vermittlung von Protein-Protein-Wechselwirkungen durch spezifische Bindung von
Proteindoménen an hochkonservierte prolinreiche Sequenzen ist eine weitere wichtige
funktionelle Eigenschaft des Prolins (Mahoney et al., 1997; Niebuhr et al., 1997; Staub &
Rotin, 1996; Williamson, 1994). Beispiele fur solche Doménen sind die nach ihren zwel
hochkonservierten Tryptophanresten benannte WW-Domane mit der Erkennungssequenz
XPPxY (Pirozzi et a., 1997; Sudol, 1996) und die in verschiedenen intrazelluldren
Signalproteinen vorkommende Src-Homologie-3-Doméane (SH3) mit einem Bindemotiv der
allgemeinen Form PxxP (Yu et al., 1994).

1.1.3. Peptidyl-Prolyl-cis/trans-1 somerasen

Aufgrund einer gegentiber anderen Peptidbindungen erhdhten Enthalpiebarriere der Rotation
von 80-90 kJmol ist die cigtrans-Isomerisierung der Prolylbindungen ein relativ langsamer
Prozess (Stein, 1993). Dieser kann durch die Peptidyl-Prolyl-cig/trans-|somerasen (PPlasen)
beschleunigt werden (Fischer et al., 1984b). Die Einteilung der PPlasen in die Familien der
Cyclophiline, der FK506 bindenden Proteine (FKBP) (Fischer, 1994; Hamilton & Steiner,
1998; Schiene & Fischer, 2000) und der Parvuline (Rahfeld et al., 1994b) erfolgt nach ihrer
Sequenzhomologie, Substratspezifitét und der Sensitivitdt gegentiber Inhibitoren. Dabel wird
die PPlase-Aktivitdt der Cyclophiline spezifisch durch das zyklische Undecapeptid
Cyclosporin A (Fischer et al., 1989; Handschumacher et al., 1984) und die der FKBP durch
die Makrolide FK506 und Rapamycin inhibiert (Harding et al., 1989; Siekierka et al., 1989).
Die Aktivitét der Parvuline wird durch Juglon inhibiert (Hennig et al., 1998).

Die ubiquitare Verbreitung, hohe phylogenetische Konservierung und intrazellulare
Konzentration der PPlasen (Fischer, 1994; Galat & Metcalfe, 1995; Trandinh et al., 1992)
lassen fur die PPlasen eine Schltisselrolle bel wesentlichen zelluldren Prozessen vermuten. So
wurde aufgrund von Mutageneseexperimenten  (Colley et al.,, 1991) sowie durch
Inhibitionsstudien mit CsA eine Beteiligung der PPlasen an der Proteinfaltung postuliert
(Helekar & Patrick, 1997; Imparl et a., 1995; Lodish & Kong, 1991; Steinmann et al., 1991).
Weitere Beispiele fur biologische Funktionen sind die fur die HIV-Replikation essentielle
Interaktion von cytosolischem Cyclophilinl8 des Wirtes mit dem Gag-Polyprotein des Virus
(Franke et al., 1994; Luban, 1996) sowie die vermutete Beteiligung von FKBP12 am
Nervenwachstum (Lyons et al., 1995; Steiner et al., 1997). Darlber hinaus konnte sowonhl
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eine Bindung von FKBP12 an den EGF-Rezeptor (Lopez-llasaca et al., 1998) als auch an den
TGFB-Typl-Rezeptor (Wang et al., 1994; Wang et al., 1996) nachgewiesen werden.
Weiterhin wurden FKBP als Bindepartner von Ca?*-Kanélen (Brillantes et al., 1994; Cameron
et a., 1997; Shou et a., 1998) sowie als Bestandteil von nichtaktivierten heterooligomeren
Steroidrezeptorkomplexen identifiziert (Yem et al., 1992).

Aus Escherichia coli (E. coli) konnte der Triggerfaktor, eine PPlase, die mit der 50S-
Untereinheit des Ribosoms assoziiert ist, isoliert werden. Das Vorhandensein dieser mit
Ribosomen assoziierten PPlase deutet auf eine Beteiligung von PPlasen an der de novo-
Proteinbiosynthese hin (Stoller et al., 1995). Einige bakterielle FKBP sind wesentlich an der
Ausbildung der Virulenz pathogener Mikroorganismen beteiligt. Ein Beispiel ist das als
»~Macrophage infectivity potentiator® (Mip) bekannte FKBP25 aus dem Erreger der
Legiondrskrankheit Legionella pneumophila (Hacker & Fischer, 1993; Ludwig et a., 1994).
Wahrend die Deletion der Cyclophiline und FKBP nur unter Stressbedingungen zu
phanotypischen Anderungen fiihrt (Dolinski et al., 1997; Gothel et al., 1998), sind einige
PPlasen der Parvulinfamilie, wie z.B. das Ptf1 aus Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae),
essentiell fur die Vitalitdt des Organismus (Hani et al., 1995). Die Deletion des Ptfl in
Hefezellen fuhrt zu einem mitotischen Arrest sowie zur Fragmentierung der Zellkerne in
deren Folge es zum Absterben der Zelle kommt.

Mitglieder der Parvulinfamilie konnten inzwischen sowohl aus Prokaryoten als auch aus
Eukaryoten isoliert werden. Neben dem namengebenden Parvulinl0 aus E. coli wurden aus
Prokaryoten mehrere homologe Proteine mit unterschiedlicher Lokalisation und Funktion
beschrieben (Dartigalongue & Raina, 1998; Rahfeld et al., 1994a; Rahfeld et al., 1994b).

Ein Vertreter der eukaryotischen Parvuline ist das Pinl, welches urspringlich als
Bindungspartner der NIMA Kinase aus Aspergillus nidulans identifiziert wurde (Lu et al.,
1996). Pinl interagiert mit einer Vielzahl regulatorischer Proteine, die an Serin- und
Threoninresten N-terminal zum Prolin phosphoryliert vorliegen, wie z.B. Cdc25, Weel,
Mytl, Plk1 (Shen et al., 1998), rab4 (Gerez et al., 2000), RNA-Polymerase |1 (Albert et al.,
1999) und dem Transkriptionsfaktor NFAT (Liu et a., 2001). In humanem Tumorgewebe
konnte eine Uberexpression von Pinl gezeigt werden (Wulf et al., 2001). Die Uberexpression
von Pinl in HeLaZellen und Extrakten aus Oocyten von Xenopus leavis bewirkt eine
Inaktivierung der Phosphatase Cdc25 und verhindert damit den Eintritt in die Mitose (Lu et
al., 1996; Shen et al., 1998). Die Depletionen des Pinl in HeLa-Zellen fuhrt zu einem Arrest
inder Mitose (Lu et a., 1996).
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1.1.4. Native-state | somerisierung und isomer spezifische Reaktionen

Proteine kdnnen sich unter nativen Bedingungen in mehreren Konformationen befinden.
Diese strukturelle Heterogenitdt ist ofters nur durch die Konformationsdnderung einer
Prolylbindung gekennzeichnet. Das Auftreten eines durch cig/trans-lsomerisierung
hervorgerufenen Konformationsgleichgewichts von Peptidbindungen eines Proteins in seinem
nativen Zustand, wird auch als native-state | somerisierung bezeichnet.

Solche Konformationsanderungen besitzen hauptsachlich fur Proteine, die eine hohe
Flexibilitét fur die Bindung von Liganden bendtigen, eine grof3e funktionelle Bedeutung. So
wird bei der Staphylokokken-Nuklease durch Zugabe von Ca&*-lonen und des im aktiven
Zentrum bindenden Inhibitors Thymidin-3",5 -diphosphat (pdTp) das Konformeren-
gleichgewicht an der Lys-Pro™’
1989; Loh et al., 1991). Auch der cis-Anteil der Peptidbindung Glu-Pro'* des Mannose-

bindenden-Proteins wird durch die Bindung von Ca&*-lonen erhdht (Bouckaert et al., 2000;

-Bindung zugunsten des cis-Isomers verschoben (Evans et al.,

Ng & Weis, 1998). Einige weitere Beispiele fur cig/trans-Gleichgewichte von
Peptidbindungen in nativ gefalteten Polypeptiden sind das Calcium-bindende Protein
Calbindin Dy, (Chazin et al., 1989), das Myotoxin (Okeefe et al., 1996), das Skorpion-Toxin
(Adjadj et al., 1997; Dementieva et al., 1999), das HIV-1 p24-Fragment (Gitti et al., 1996),
das Zytokin Interleukin-3 (Feng et al., 1997), der Gerinnungsfaktor Prothrombin (Evans &
Nelsestuen, 1996), die Adenylatkinase (Sheng et al., 1997), der Angiotensin Il AT1a Rezeptor
(Franzoni et al., 1999), die TB- (transforming growth factor £ binding protein-like) Doméne
(Yuan et a., 1998) und das Vitamin K-abhéngige Protein S (Muranyi et al., 2000).

Die durch eine Rotationsbarriere von 85 kJ/mol getrennten cis- und trans-Konformere kénnen
in vielen enzymatischen Reaktionen und physiologischen Prozessen unterschiedlich reagieren.
Eine solche Isomerspezifitét wurde vor allem fir die Hydrolyse von Peptidbindungen durch
Proteasen gefunden (Yaron & Naider, 1993). So bevorzugen die prolinspezifischen Exo- und
Endopeptidasen, die Peptidbindungen direkt N-terminal oder C-terminal von Prolinresten
hydrolysieren, z.B. Prolidase, Aminopeptidase P, HIV-Protease, Prolylendopeptidase (Lin &
Brandts, 1979a; Lin & Brandts, 1979b; Lin & Brandts, 1983; Vance et al., 1997b) und DP IV
(Fischer et al., 1983) die trans-Konformation. Fir die Endoproteasen Chymotrypsin, Trypsin
(Fischer et al., 1984b; Lin & Brandts, 1985) und Pepsin (Vance et al., 1997a), die Prolin nur
in Sekundarbindungsstellen ihrer aktiven Zentren erkennen, konnte ebenfalls eine Selektivitat
flr das trans-1somer nachgewiesen werden.

Fir den intestinalen H*/Peptid-Symporter PEPT1 in Caco-2-Zellen konnte gezeigt werden,

dass er selektiv nur das trans-Konformer von Dipeptiden bindet und in die Zellen transportiert
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(Brandsch et al., 1998). Ein weiteres Beispiel flr isomerspezifische Reaktionen ist die
Bindung von bestimmten Peptiden an ihre Rezeptoren. Als biologisch aktive Formen der
Peptide wurden sowohl das cis- (Liakopoulou-Kyriakides & Galardy, 1979; Yamazaki et al.,
1993) als auch das trans-Isomer identifiziert (Ottleben et al., 1997). Am Oxytocin-Rezeptor
bindet das Peptidhormon wahrscheinlich in beiden Konformationen. Dabel wirkt das trans-
Isomer als Agonist und das cis-Isomer als Antagonist (Belec et al., 2000). Vor kurzem gelang
auch der Nachweis, dass Antikorper zwischen den cis- und trans-Konformeren von Xaa-Pro-
Bindungen in linearen und zyklischen Peptiden unterscheiden kénnen (Wittelsberger et al.,
2000).

Durch das Auftreten von isomerspezifischen Reaktionen konnte die bereits beschriebene
native-state |somerisierung eine wichtige biologische Bedeutung besitzen. Dieses kann aber
nur der Fall sein, wenn die isomerspezifische Reaktion deutlich schneller als die cigtrans-
Isomerisierung der Peptidyl-Prolyl-Bindung ablauft und es zu einer vorilbergehenden
Abweichung vom thermodynamischen cis/trans-Gleichgewichts kommt. Somit wirde die
cigtrans-lsomerisierung als molekularer Schalter dienen, durch den die Bereitstellung der
biologisch aktiven Konformere gesteuert wird (Fischer, 1994). Fir das Mannose-bindende-
Protein und die Adenylatkinase konnte gezeigt werden, dass PPlasen die cidtrans
|somerisierung von Prolylpeptidbindungen in nativen Proteinen katalysieren konnen (Ng &
Wels, 1998; Sheng et al., 1997).

So kann die Beeinflussung der strukturellen und enzymatischen Eigenschaften von Proteinen
durch katalytisch aktive PPlasen indirekte Hinweise auf isomerspezifische Reaktionen
liefern. Solche Effekte durch PPlasen konnten zum Beispiel fur den EGF- und den TGFj-
Typl-Rezeptor gefunden werden. Dabei wurde bei Verwendung katalytisch inaktiver
FKBP12-Mutanten oder in Anwesenheit der beiden spezifischen FKBP12-Inhibitoren FK506
und Rapamycin kein Einfluss durch PPlasen beobachtet (Chen et al., 1997; Lopez-llasaca et
al., 1998).

1.2. Phosphorylierung von Proteinen

Die posttranslationale Modifikation durch Phosphorylierung ist ein ubiquitér verbreiteter
Regulationsmechanismus im Organismenreich. Die reversible Phosphorylierung st

wesentlich an der Kontrolle von intrazellul&ren Prozessenin Eukaryoten, wie Stoffwechsel,
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Transkription und Translation, Zellteilung und Zellwachstum sowie Membrantransport und
Signaltbertragung beteiligt. Der Phosphorylierungsgrad der Proteine wird sowohl durch
Proteinkinasen, welche die Ubertragung des y-Phosphatrestes von einem Phosphatgruppendo-
nor auf eine Akzeptoraminosaure katalysieren, als auch durch Proteinphosphatasen, welche
die Phosphorsaureester-Bindungen hydrolysieren, bestimmt. Eine Stérung dieses fein
regulierten Gleichgewichts wird bei vielen Krankheiten, wie Alzheimer, Krebs, Diabetes oder
rheumatischer Arthritis beobachtet (Cohen, 2000).

Die herausragende Stellung der Proteinkinasen wird auch durch ihre grof3e Anzahl in
eukaryotischen Genomen verdeutlicht. Das humane Genom enthalt 575 Proteinkinasegene,
die etwa 2 % des gesamten Genoms darstellen (Lander, 2001; Rubin et al., 2000). Diese
Vielzahl von Kinasen fuhrt zur Phosphorylierung von etwa 30-40 % der zelluléren Proteinein
Eukaryoten.

Die gebundenen Phosphatreste induzieren durch die Einfihrung von negativen Ladungen
Verdnderungen in der Konformation der Polypeptidkette und beeinflussen somit die
Eigenschaften der Proteine (Johnson, 1994; Johnson & Richard, 2001). So kann héufig eine
Erhbhung oder Verminderung der enzymatischen Aktivitdt von Proteinen durch
Phosphorylierung beobachtet werden (Johnson & Barford, 1991; Johnson et al., 1996;
Steinberg et al., 1993). Des weiteren kann die Fahigkeit zur Interaktion mit anderen Proteinen
(Faux & Scott, 1996; Hubbard & Cohen, 1993; Muslin et al., 1996) und DNA (Brunet et al.,
1999) sowie die Lokalisation von Proteinen in der Zelle beeinflusst werden (Beals et al.,
1997).

Die Klassifikation der Proteinkinasen kann nach ihrer Akzeptoraminosaure in die
Serin/Threonin-, Tyrosin-, Histidin/Arginin/Lysin-, Cystein- und in die Aspartat/Glutamat-
Kinasen erfolgen. Wéhrend in Prokaryoten die Phosphorylierung an Histidinresten tberwiegt,
werden in Eukaryoten fast ausschlief3lich Serin/Threonin- und Tyrosin-Phosphorylierungen
beobachtet. Als Phosphatgruppendonor dient meistens Adenosin- und nur in seltenen Fallen
Guanosintriphosphat.

Durch die Untersuchung der Aminosauresequenzen verschiedener eukaryotischer Proteinkina-
sen konnte eine Vielzahl von hochkonservierten Resten innerhalb der katalytischen Doméanen
identifiziert werden (Hanks & Hunter, 1995). Wie durch eine Analyse der bis jetzt bekannten
28 Kinasestrukturen gezeigt werden konnte, flhren diese Sequenzmotive zu einer fast
identischen Faltung aller untersuchten katalytischen Domanen (Johnson & Richard, 2001).
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1.2.1. Prolinspezifische Phosphorylierung

Durch ihre Beteiligung an wichtigen biologischen Prozessen wie der Regulation des
Zellzyklus und der intrazelluldren SignalUbertragung sind die prolinspezifischen Proteinkina-
senin letzter Zeit in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen I nteresses gelangt.

Sie katalysieren ausschlief3lich die Phosphorylierung von Serin- und Threoninresten, die sich
unmittelbar N-terminal zu einem Prolinrest befinden. Die Vertreter der prolinspezifischen
Kinasen werden in die Familien der cyclinabhangigen Kinasen (Cyclin-dependent kinases,
CDK) und die der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen) eingeteilt. Die MAP-
Kinasen besitzen eine entscheidende Rolle in Signalkaskaden, die fur die Weiterleitung
extrazellulérer Informationen zum Zellkern verantwortlich sind (Chang & Karin, 2001; Cobb,
1999; Garrington & Johnson, 1999). Die cyclinabhangigen Kinasen sind vor allem an der
Kontrolle des Zellzyklus beteiligt (Dunphy, 1994; King et a., 1994; Morgan, 1997; Nurse,
1997; Nurse, 1999).

Aus der Literatur sind noch zwei weitere Proteinkinasen bekannt, die in der Lage sind N-
terminal zum Prolin gelegene Serin- und Threoninreste zu phosphorylieren. So konnte eine
durch die Glykogensynthase-Kinase-33 (GSK-3p3) kataysierte Phosphorylierung von Ser/Thr-
Pro-Seguenzen am Mikrotubuli-assoziierten Protein 2 und dem Transkriptionsfaktor NFAT
(Bedls et al., 1997) nachgewiesen werden. (Godemann et al., 1999; Sanchez et al., 1996). Die
GSK-3B phosphoryliert im Gegensatz zu den bereits beschriebenen prolinspezifischen
Kinasen auch an Serin- und Threoninresten, die nicht in Nachbarschaft zu einem Prolin
stehen. Von groRerer Bedeutung fur die durch GSK-3f3 katalysierte Phosphorylierung scheint
ein bereits phosphorylierter Rest in P+4 Position zur Phosphorylierungsstelle zu sein (ter Haar
et al., 2001).

Vor kurzem konnte fur die Kinase KIS (kinase interacting with stathmin) durch Untersuchun-
gen an Oligopeptidsubstraten eine deutlich bevorzugte Phosphorylierung von Ser/Thr-Pro-
Motiven beobachtet werden (Maucuer et al., 2000). Diese Kinase zeigt keine Verwandtschaft
zu einer der beiden bekannten Familien prolinspezifischer Kinasen.

Die molekularen Ursachen fir die hohe Substratspezifitdt der prolinspezifischen Kinasen
wurden vor kurzem anhand der RoOntgenkristallstruktur der durch Phosphorylierung
aktivierten CDK2/Cyclin A mit dem Peptidsubstrat HHASPRK aufgeklart (Brown et al.,
1999). Dabei zeigte sich, dass der zur Substrathindungstasche gehdrende Valin'®*-Rest in der
aktivierten CDK2 eine ungewohnliche Konformation annimmt, welche durch eine
entgegengesetzte Orientierung des Carbonylsauerstoffs zum Substrat gekennzeichnet ist.

Diese Konformation wird zusédtzlich durch zwei Wasserstoffbriickenbindungen des
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Sauerstoffatoms zu dem Arginin'*®*-Rest stabilisiert. Somit ist die Bindung eines anderen
Restes aul3er Prolin in P+1-Position wegen einer nichtkompensierten Wasserstoffbriicke vom
Stickstoff im Peptidrickgrat nachteilig.

Die Modellierung der Struktur der aktivierten ERK2 mit dem CDK2-Substrat sowie dem
Dipeptid Thr-Pro weist auf einen &hnlichen Mechanismus zur Bildung der
Prolinbindungstasche hin (Canagaragjah et a., 1997; Johnson & Richard, 2001).

1.2.2. Mitogen-aktivierte Proteinkinasen

In Saugerzellen existieren mindestens finf unterschiedliche, phylogenetisch hochkonservierte
MAP-Kinase-Signalkaskaden (Garrington & Johnson, 1999). Diese versetzen die Zellen in
die Lage, auf Anderungen in der extrazelluldaren Umgebung zu reagieren. Dabei fiihrt die
Bindung der Signalmolekile an  membranstandige  Rezeptoren zu  deren
Konformationsanderung, wodurch das Signal Uber die intrazelluldren Doménen in das
Zellinnere gelangt.

Die anschliefRende SignalUbertragung zum Zellkern erfolgt typischerweise Uber eine
dreistufige Phosphorylierungskaskade (Gutkind, 1998; Su & Karin, 1996; Widmann et al.,
1999). Dabel phosphoryliert eine Ser/Thr-Proteinkinase (mitogen-activated protein kinase
kinase kinase, MAPKKK) eine nachfolgende dualspezifische Kinase (MAPKK), die
wiederum eine MAP-Kinase aktiviert. Dabei kommt es nur zu einer Aktivierung der MAP-
Kinase wenn sowohl das Threonin als auch das Tyrosin in der Konsensussequenz Thr-Xaa-
Tyr durch die MAPKK phosphoryliert wird (Ferrell & Bhatt, 1997). Fir einige Vertreter der
MAP Kinasen konnte nach Aktivierung eine sich anschlief3ende Translokation in den Zellkern
nachgewiesen werden (Khokhlatchev et al., 1998).

Die Regulation der MAPKKK ist dagegen deutlich komplexer und bis jetzt weniger
verstanden, da sie eine grofRe Anzahl von regulatorischen Motiven wie z.B. Pleckstrin-
Homologie-Doméanen (Erkennungsmotive fur SH-3 Doménen), Bindestellen fur GTP-
bindende Proteine, Leuzin-Zipper-Sequenzen zur Dimerisierung sowie Ser/Thr- und Tyr-
Phosphorylierungsstellen  besitzen, die durch eine Vielzahl von verschiedenen
Wechselwirkungspartnern gebunden werden kdnnen (Garrington & Johnson, 1999).

Die bis jetzt bekannten 12 Vertreter der MAP-Kinase-Familie in Sdugern werden in die flnf
Gruppen (Abb. 1.2) der ERK1/2 (extracellular signal regulated kinase), der INK/SAPK (c-
Jun N-terminal kinase, stress-activated protein kinase), der p38 Proteine sowie in die der
ERK3 und ERKS5 eingeteilt (Chang & Karin, 2001; Garrington & Johnson, 1999).
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Abb. 1.2 Mitogen-aktivierte Proteinkinasekaskaden

Die verschiedenen M AP-Kinasekaskaden sind spezifisch fur die Antwort auf unterschiedliche
Stimuli. So erfolgt die Aktivierung der ERK1/2 hauptséachlich durch Signale, die Wachstum
und Differenzierung der Zellen auslésen (Cobb & Goldsmith, 1995; Seger & Krebs, 1995).
Dagegen werden die p38 und JNK vor allem durch Stressinduktoren z.B. ultraviolettes Licht
und osmotischen Schock sowie durch proinflammatorische Zytokine wie den Tumor-
Nekrose-Faktor o und das Interleukin-1 stimuliert (Davis, 2000; Kyriakis & Avruch, 2001,
Kyriakis et al., 1994). Fir die ERK5 konnte eine Aktivierung durch oxidativen Stress,
osmotischen Schock (Zhou et a., 1995) sowie durch Wachstumsfaktoren (English et al.,
1999) nachgewiesen werden. Eine Steigerung der Effizienz und Selektivitdt der
Signaltbertragung wird in einigen Fallen durch die Bindung der drel Glieder der MAP-
Kinasekaskaden an ein gemeinsames Gerlstprotein erreicht (Faux & Scott, 1996; Pawson &
Scott, 1997; Whitmarsh et al., 1998). Ein gut untersuchtes Beispiel fir einen solchen
Regulator von Signalkaskaden stellt das Steb-Protein aus S cerevisae dar, welches
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gleichzeitig die MAPKKK Stell, die MAPKK Ste7 und die MAPK Fus3 bindet (Whitmarsh
& Davis, 1998).

Die physiologischen Substrate der MAP-Kinasen sind vor allem Transkriptionsfaktoren
(Whitmarsh & Davis, 1996; Whitmarsh & Davis, 2000; Yang et al., 1998), andere Kinasen
(Gavin & Nebreda, 1999), Rezeptoren (Morrison et al., 1993) und regulatorische Enzyme
(Van Putten et al., 2001).

Die Regulation der ERK2 erfolgt Uber eine hochkonservierte Mitogen-aktivierte Proteinki-
nasekaskade (Abb. 1.3). Die Signalkaskade wird durch die Bindung von Wachstumsfaktoren
wie z. B. EGF (epidermal growth factor) an die komplementare Rezeptortyrosinkinase (RTK)
initiiert. Dieses Ereignis fuhrt zu einer Oligomerisierung und anschlief3ender Autophospho-
rylierung der RTK (Hunter, 1995). Die dadurch entstehenden Phosphotyrosine dienen als
Bindestelle fur die SH2-Doméne (Sc-homology) des Adapterproteins Grb2, welches
wiederum uUber seine SH3-Domane an prolinreiche Sequenzen des GDP-Austauschfaktors Sos
(son of sevenless) bindet. Sos interagiert mit Ras, das durch den Sos-katalysierten Guanin-
nukleotidaustausch aktiviert wird (Corbalangarcia et al., 1996; Downward et al., 1990;
Hunter, 1995; Schlessinger, 1993). Die GTP-gebundene Form von Ras kann nun die
MAPKKK Raf binden (Avruch et al., 1994). Dadurch kommt es zu einer Translokation von
Raf an die Plasmamembran (Stokoe et a., 1994). Die nachfolgende Aktivierung von Ras kann
auf mehreren Signalwegen erfolgen. So hydrolysiert die Phospholipase vy das
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat in die second messengers I nositol-1,4,5-triphosphat und
Diacylglycerol, welches zu einer gesteigerten Phosphorylierung von Raf durch die Protein
Kinase C fuhrt (Cai et al., 1997). Die Aktivierung von Raf kann aber auch Uber einen Protein
Kinase C unabhéngigen Mechanismus durch Proteine der 14-3-3 Familie oder auch durch
Tyrosinkinasen erfolgen (Crespo et al., 1994; Morrison et a., 1989). Die Phosphorylierung
durch Proteinkinase A fuhrt dagegen zu einer Inaktivierung von Raf (Wu et al., 1993).

Die aktivierte Ser/Thr-Kinase Raf phosphoryliert die dualspezifische Kinase MEK (Seger &
Krebs, 1995). Diese wiederum phosphoryliert die MAP-Kinase ERK2 sowohl am Threonin®®
as auch am Tyrosin'™. Dadurch kommt es zu einem etwa 1000fachen Anstieg der
enzymatischen Aktivitdt der ERK2 (Widmann et al., 1999).
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Abb. 1.3 Die mitogene Raf-MEK-ERK-Kinasekaskade

Als Folge der Phosphorylierung wird eine Dimerisierung der ERK2 und eine anschlief3ende
Translokation in den Zellkern beobachtet. Dabei sinkt die Dissoziationskonstante des Dimers
von 20 puM fur die unphosphorylierte auf 7.5 nM fur die phosphorylierte Form (Cobb &
Goldsmith, 2000). Eine Beeinflussung der enzymatischen Aktivitdt durch die Dimerisierung
konnte jedoch nicht festgestellt werden (Prowse et a., 2000). Die Inaktivierung der MAP-
Kinasen erfolgt hauptsachlich durch dualspezifische Proteinphosphatasen. In Saugern sind bis
jetzt 10 Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Phosphatasen (MKP) beschrieben worden, wobel
die MKP1 und MKP3 spezifisch die Dephosphorylierung der ERK katalysieren (Chu et a.,
1996; Franklin & Kraft, 1997; Mudaet al., 1998).

Mittlerweile konnten fur die ERK eine Vielzahl von Substraten identifiziert werden. Zu ihren
Zielproteinen gehtren u.a. die RSK2/3 (ribosomal 6 kinase) und die MAPKAP Kinase 1
(Richards et al., 1999), die Transkriptionsfaktoren Elk-1, c-Myc, Ets-1 und 2 (Yang et al.,
1998) sowie die Phospholipase A, (Van Putten et al., 2001) und der EGF-Rezeptor (Morrison
et a., 1993).
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1.2.3. Cyclinabhéngige Proteinkinasen

Die Reproduktion in Eukaryoten verlauft als ein zyklischer Prozess in mehreren Phasen (Abb.
1.4). Dabei werden aufgrund biochemischer und morphologischer Merkmale die Phasen der
chromosomalen Replikation (S-Phase), der Segregation und Zellteilung (M-Phase) sowie die
G1- und G2-Phase, die sich zwischen der S- und der M-Phase befinden, unterschieden (Nurse,
2000).

CDK1+ CyclinB

M

Lamine, Histon H1,
Nuclectin, Myosin L
Caldesmon,
Vimentin,
PP1

CDK4/CDK6
+ Cyclin D

Swi6 (SBF), E2F, Rb
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Cyclin A

p537

Cdc347, Sicl,
Far1, Cdc25A

E2F-1
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CDK2+ Cyclin E

CDK2+ Cyclin A

Abb. 1.4 Der eukaryotische Zellzyklus
Es sind die wahrend der Phasen des eukaryotischen Zellzyklus aktivierten CDK/Cyclin-K omplexe mit
ihren Substraten dargestellt.

Die Familie der hochkonservierten cyclinabhéngigen Proteinkinasen besitzt bei der Kontrolle
des Zellzyklus eine Schlisselrolle (Morgan, 1997; Nurse, 1997). In Sdugern existieren
mindestens acht verschiedene CDK (Grana & Reddy, 1995). Jede dieser katalytischen Unter-
einheiten bildet durch Assoziation mit einem bestimmten regulatorischen Cyclin einen in
seinen Eigenschaften und Funktionen sich unterscheidenden CDK/Cyclin-Komplex (Yang &
Kornbluth, 1999). Bis jetzt sind acht verschiedene Gruppen von Cyclinen (A-H) beschrieben
worden. So konnte gezeigt werden, dass die Cycline D1 bis 3 und E die CDK4,CDK6 und
CDK2 aktivieren, wahrend die Cycline A und B eine Rolle bei der Aktivierung der CDK1
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besitzen. Die Funktion einiger dieser Heterodimere wahrend der Zellzyklus-Ubergange ist
schon gut charakterisiert. So sind die CDK4 und CDKG6/Cyclin D-Komplexe am G1/S-
Ubergang, die CDK2/Cyclin A und E-Komplexe an der Initiation sowie dem Fortschreiten der
DNA-Replikation und die CDK1/Cyclin A/B-Komplexe an der Einleitung der Mitose
beteiligt (Nasmyth, 1996; Sherr, 1996; Stillman, 1996). Im Verlauf des Zellzyklus bleibt die
Konzentration der CDK weitgehend konstant, wahrend die der Cycline einem charakteris-
tischen Auf- und Abbau unterworfen ist (Zachariae, 1999). Ein weiterer wichtiger Mechanis-
mus zur Regulation der CDK ist die Bindung von Inhibitoren. So werden z.B. die CDK4 und
6 durch die Proteine p15 bis 19 der INK4-Familie inhibiert (Ekholm & Reed, 2000; Endicott
et al., 1999; Jeffrey et al., 2000).

Die Ser/Thr-Kinase Cdc2 (cell divison cycle 2), auch CDK1 bezeichnet, gehtrt zu den
Schltisselenzymen des Zellzyklus. Die Funktion der Cdc2 besteht vor allem in der Regulation
der Mitose und des G,/M-Ubergangs (King et al., 1994; Nurse, 1997). Zusitzlich konnte aber
auch eine Betelligung an der S-Phase-Initiation nachgewiesen werden (Fisher & Nurse, 1996).
Die vollstandige Aktivierung der Cdc2 am G,/M-Ubergang erfordert nicht nur die Synthese
und Bindung von Cyclin B (Abb. 1.5) sondern auch eine Phosphorylierung des Threonins™*
durch die CAK (Cdc2 activating kinase). Die CAK besteht aus der CDK7 und einem
assoziierten Cyclin H (Solomon, 1994). Durch die Phosphorylierung kommt es zu einer
Konformationsanderung, in deren Folge die Substratbindungstasche zugénglich wird (Brown
et a., 1999). Die Inaktivierung der Cdc2 wéahrend der G,-Phase erfolgt durch weel- und
myk1-katalysierte Phosphorylierung an den Seitenketten des Threonins** und des Tyrosins'™.
Durch die Bindung der Phosphatreste kommt es wahrscheinlich zu einer Beeintrachtigung der
Substratanlagerung (Booher et al., 1997; Lundgren et a., 1991; Mueller, 1995). Erg die
Dephosphorylierung der Cdc2 durch die dualspezifische Phosphatase Cdc25C erméglicht die
Initiation des G,/M-Ubergangs (Strausfeld et al., 1991). Die Regulation der Cdc25C ist
wiederum abhangig von einer Vielzahl von Phosphorylierungen (Furnari et al., 1999; Russell,
1998). Fir den Cdc2/Cyclin B-Komplex konnten noch keine spezifischen Inhibitoren
beschrieben werden.
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Abb. 1.5 Regulation der cyclinabhangigen Proteinkinase Cdc2/Cyclin B

In der Literatur sind schon einige Substrate fir die Cdc2/Cyclin B beschrieben worden. Zu
ihnen gehtren u.a. Histon H1, Caldesmon, Vimentin, Nucleolin, Kernlamine, Numatrin,
Casein Kinase 2, DNA-Polymerase o sowie die Protein Phosphatase 1 (Pines, 1995; Sarcevic
et al., 1997).

1.3. DieRibonuklease T1

Die Ribonuklease T1 (RNase T1) wurde in dieser Arbeit als Modellprotein zur Untersuchung
der Isomerspezifitéat prolinspezifischer Kinasen verwendet, da im Gegensatz zu den bis jetzt
bekannten natirlichen Kinasesubstraten die Konformation ihrer Ser/Thr-Pro-Bindungen
bereits aufgeklart ist.

Die urspringlich aus Takadiastase, einer aus dem Kulturmedium des Schimmelpilzes
Aspergillus oryzae gewonnenen Fraktion, in zwel Isoformen (Gln oder Lys an Position 25)
isolierte Guanin-spezifische RNase T1 gehort zu den am besten untersuchten mikrobiellen
Enzymen (Pace et a., 1991). Es existieren eine Reihe von Kristallstrukturen, die bei
Auflosungen von 1.5-3.2 A bestimmt worden sind und in denen die Substratbindungsstelle
frel oder gebunden an Derivate des Guanosins vorliegt (Arni et a., 1988; Heinemann &
Saenger, 1982; Koepke et al., 1989; Martinez-Oyanedel et al., 1991). Die RNase T1 ist ein
kleines globuléres Protein aus 104 Aminosauren (M, = 11085 Da). Das gefaltete Protein
enthdlt ein kurzes doppelstrangiges, antiparalleles Faltblatt, auf das eine viereinhalb
Windungen lange o-Helix folgt. Daran schliefdt sich ein aus funf Strangen zusammengesetztes

antiparalleles 3-Faltblatt an (Abb. 1.6).
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Das Protein wird durch zwei Disulfidbriicken, welche im nativen Protein eng benachbart
liegen, stabilisiert. Die Cys*-Cys™-Bindung ist dem Losungsmittel zu etwa 90% zugénglich,
wahrend die Cys’-Cys'*-Bindung vollstandig im Inneren verborgen ist. Daher ist es durch
selektive Reduktion mdglich, ein Derivat der RNase T1 zu gewinnen, in dem nur die Cys*-
Cys"-Disulfidbriicke gespalten vorliegt (Pace & Creighton, 1986; Pace et al., 1988).

10 20 30 40 50 60
\ \ \ \ \ \
ACDYTCGSNCYSSSDVSTAQAAGYQLHEDGETVGSNSYPHKYNNYEGFDFSVSSPYYEWP

70 80 90 100
\ \ \ \
ILSSGDVYSGGSPGADRVVFNENNQLAGVITHTGASGNNFVECT

Abb. 1.6 Struktur der Ribonuklease T1 aus Aspergillus oryzae

Durch das Offnen der 2-10-Disulfidbriicke wird die Konformationsstabilitat der RNase T1 um
etwa 3 kcal/mol erniedrigt.

Aufgrund ihrer elektrophoretischen Eigenschaften und mittels Fluoreszenzuntersuchungen
konnte gezeigt werden, dass die teillweise reduzierte RNase T1 in einer &hnlichen
Konformation wie das Wildtyp-Protein gefaltet bleibt (Pace & Creighton, 1986). Auch die
Untersuchungen der C2S/C10N-Variante durch CD-Spektroskopie und 2D-NMR ergaben,
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dass die Sekundarstruktur und die Konformation der Prolylbindungen nicht verdndert waren
(Mayr et a., 1994). Diese Variante zeigte eine beinahe unveranderte enzymatische Aktivitét.
Die RNase T1 besitzt zwel potentielle Phosphorylierungsstellen fur prolinspezifische
Proteinkinasen: die Serin®-Prolin®-Bindung in der cis-Konformation und die Serin%-
Prolin”-Bindung in der trans-Konformation (Abb. 1.6). Aus der Literatur gibt es bisher keine
Hinweise, dass die RNase T1 in vivo phosphoryliert vorliegt.

Dartber hinaus enthdlt die RNase T1 noch zwei weitere durch prolinspezifische Kinasen nicht
phosphorylierbare Prolylbindungen: die Tyrosin®®-Prolin®*-Bindung in der cis-Konformation
und die Tryptophan™-Prolin®®-Bindung in der trans-Konformation (Arni et al., 1988;
Martinez-Oyanedel et al., 1991). Der Tyrosin®®-Rest befindet sich im aktiven Zentrum des
Enzyms. Diese Region ist in alen homologen eukaryotischen RNasen konserviert
(Heinemann & Hahn, 1989). Im Gegensatz dazu befindet sich die Ser™*-Pro®-Bindung in
einer flexiblen Region auf der Oberflache des Proteins, die nur wenige Kontakte zu anderen
Bereichen der Polypeptidkette aufweist. In der verwandten RNase C2 aus Aspergillus
clavatus ist die cis-Ser™*-Pro>>-Bindung durch eine trans-Gly>*-Asn>-Bindung ausgetauscht.
Auch die Gly**-Asn>-Bindung der RNase T1-S54G/P55N-Mutante, in welcher die cis-Ser®*-
Pro>-Bindung ersetzt worden ist, befindet sich ebenfalls in der trans-Konformation. Diese
Variante besitzt im Vergleich zum Wildtyp-Protein eine nahezu unveranderte Struktur und
thermodynamische Stabilitét (Kiefhaber et al., 1990a).

Untersuchungen an der RNase T1 haben einen bedeutenden Beitrag zum Verstandnis der
Faltung von Proteinen geleistet. Die Ruckfaltung der RNase-T1 verlauft in drei Phasen, einer
schnellen, die weniger als eine Sekunde andauert, und zwei sehr langsamen, die erst im
Minuten- bzw. Stundenbereich beendet sind. Die beiden langsamen Phasen kdnnen durch die
trans nach cis |somerisierungen der Ser™*-Pro>>-Bindung sowie der Tyr®-Pro®-Bindung
erklart werden (Kiefhaber et al., 1990b; Kiefhaber et al., 1990c). Die erste langsame Phase
wird bei der Rickfaltung der RNase T1-S54G/P55N-Variante nicht mehr beobachtet. Die
Ruickfaltung dieser Variante ist nur noch von der trans nach cis Isomerisierung der Tyr®-

Pro*-Bindung abhangig.
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1.4. Zielstellung der Arbeit

Die Phosphorylierung von Ser/Thr-Pro-Motiven wird durch prolinspezifische Proteinkinasen
katalysiert. Diese haben aufgrund ihrer Beteiligung an wichtigen zelluléren Prozessen, wie der
Regulation des Zellzyklus und der intrazelluldaren Signaltibertragung, in letzter Zeit grof3es
wissenschaftliches Interesse erlangt. Zu ihnen gehdren die Familien der cyclinabhangigen-
und der Mitogen-aktivierten Kinasen. Alle Vertreter dieser Familien phosphorylieren ihre
Substrate ausschliefBlich an Serin- oder Threoninresten, die sich N-terminal zu einem
Prolinrest befinden.

Durch die einzigartigen Eigenschaften des Prolins bilden die Peptidyl-Prolylbindungen cis-
und trans-Isomere von vergleichbarer thermodynamischer Stabilitdt. Diese sich ineinander
umwandelnden Isomere von Proteinen oder Oligopeptiden kdnnen durch Enzyme
unterschiedlich stark gebunden werden. Am Beispiel von Proteasen konnte bereits gezeigt
werden, dass Enzyme zwischen den beiden Konformeren der Prolin enthaltenden
Polypeptidkette unterscheiden konnen. Zu untersuchen, ob auch prolinspezifische
Proteinkinasen zwischen dem ciss und dem transisomer der Ser/Thr-Pro-Bindung
unterscheiden kénnen, war ein hauptsachliches Ziel dieser Arbeit. Die |somerspezifitét sollte
zuerst anhand von Oligopeptidsubstraten nachgewiesen und anschlief3end an Protein-
substraten bestétigt werden.

Wenn die Phosphorylierung von Proteinsubstraten isomerspezifisch verlauft, sollte der
Einfluss von verschiedenen Peptidyl-Prolyl-cig/trans-1somerasen auf die Katalyse untersucht
werden. Dabei konnten die PPlasen zu einer beschleunigten Bereitstellung des
phosphorylierbaren Konformers der Ser/Thr-Pro-Bindung beitragen. Sollte dieses der Fall
sein, konnte die PPlase-Aktivitdt, durch eine Beeinflussung der Phosphorylierungs-
geschwindigkeit, als Sonde zur Detektion von native-state Isomerisierungen in nativen
Proteinen dienen. Eine Katalyse der cidtrans-lsomerisierung von Prolylbindungen in
gefalteten Proteinen durch PPlasen konnte bereits fir einige Beispiele nachgewiesen werden.
In diesem Zusammenhang wére es interessant, durch isomerspezifische Phosphorylierung die
Konstanten der Prolylisomerisierung in Proteinen zu bestimmen. Eine weitere Anwendung
isomerspezifischer Kinasen konnte ihr Einsatz zur Aufklarung der Konformation von Ser/Thr-
Pro-Motiven in Proteinen sein. Darliber hinaus wére es auch interessant zu untersuchen, ob
die isomerspezifische Phosphorylierung im Zusammenspiel mit PPlasen ein neuartiges

Regulationsprinzip von Proteinen darstellt.
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2. Material und Methoden

2.1. Verzeichnisder verwendeten M aterialien

2.1.1. Verwendete Chemikalien

Adenosintriphosphat (ATP)
Acetonitril
Acrylamid/Bisacrylamid
Ammoniumpersulfat (APS)
Ammoniumsulfat

Ampicillin

Coomassie Brilliantblau R250
Dimethylsulfoxid (DM SO)
Dithiothreitol

Essigsaure

Ethanol
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formaldehyd (37 %ig)
Glycerin
Guanidiniumhydrochlorid
Kieselgel 60r2s54 (Schichtdicke0.2 mM)
Magnesiumchlorid
2-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumthiosulfat
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Silbernitrat

TEMED

Trifluoressigsaure (TFA)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Boehringer Mannheim (Mannheim)
Fluka (Deisenhofen)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Boehringer Mannheim (Mannheim)
Serva (Heidelberg)

Sigma (Deisenhofen)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Boehringer Mannheim (Mannheim)
Merck (Darmstadt)

Sigma (Deisenhofen)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Serva (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)
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2.1.2. Verwendete Proteine

Cdc2/Cyclin B New England Biolabs (Beverly, USA)
o-Chymotrypsin Boehringer Mannheim (Mannheim)
EglinC Sigma (Deisenhofen)

ERK?2 New England Biolabs (Beverly, USA)
Markermix 4 und 5 Serva (Heidelberg)
Rinderserumalbumin (BSA) Serva (Heidelberg)

2.1.3. Radiochemikalien

[v-*P]ATP (4500 Ci/mmol) ICN (Eschwege)
[v-*P]ATP (3000 Ci/mmol) ICN (Eschwege)

Von Dr. J. Rahfeld, Dr. B. Konig und Dr. G. Stoller (MPG, Halle) wurden die in dieser Arbeit
verwendeten PPlasen freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Die Klone fir die in dieser
Arbeit untersuchten RNase T1-Varianten stammten aus den Arbeitsgruppen von Prof. F.X.
Schmid (Universitét Bayreuth) und Prof. U. Hahn (Universitét Leipzig).

Die verwendeten Peptide Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np, Abz-C;l/s-Ser-Pro-Arg-Clys-Nty-N H>
und ihre phosphorylierten Derivate wurden von der Arbeitsgruppe Dr. M. Schutkowski/Dr. F.
Bordusa (MPG, Halle) synthetisiert und zur Verfigung gestellt.

2.2. Proteinchemische Analyse
2.2.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE wurde nach der Methode von Laemmli (Laemmli, 1970) durchgefiihrt. Die
jewellig verwendeten Acrylamidkonzentrationen sind den Abbildungsbeschreibungen zu

entnehmen. Die Anférbung der Gele erfolgte durch Silberféarbung.

2.2.2. Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die verwendeten Losungen und Puffer entsprachen bis auf den SDS- und Mercaptoethanol-
Zusatz der Methode nach Laemmli. Im Gegensatz zu Abschnitt 2.2.1. wurden die Proben
nicht vor dem Auftragen erhitzt. Die Durchfihrung der nativen Polyacrylamid-
Gelelektrophorese erfolgte mit 12.5 %igen Gelen bei einer konstanten Stromstérke von 12

mA. Um eine Denaturierung der Proteine wahrend des Laufes zu verhindern, wurde die
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Elektrophorese-Apparatur auf 4 °C gekihlt. Die Detektion der Proteine erfolgte durch
Coomassie-Blau Farbung (Fairbanks et al., 1971).

2.2.3. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in Gemischen erfolgte nach der Methode von
Bradford (Bradford, 1976) mit BSA as Standard. Die Ermittlung der Konzentration
gereinigter Proteine mit bekannten Extinktionskoeffizienten erfolgte spektrophotometrisch.
Die Konzentration des katalytisch aktiven a-Chymotrypsins wurde durch Titration mit 4-
Nitrophenylacetat bestimmt (Werner, 2001).

2.3. Untersuchung der | somer spezifitat von Proteinkinasen an Peptidsubstraten
2.3.1. Herstellung von cis-Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np

Die Herstellung von cis-Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np erfolgte mittels isomerspezifischer
Proteolyse (Fischer et al., 1984a) durch o-Chymotrypsin. Das Prinzip dieser Methode beruht
auf einer ausschlief3lichen Hydrolyse des trans-1somers prolinhaltiger Peptide. Durch Zugabe
von o-Chymotrypsin (170 pM) zu einer aquilibrierten Mischung aus cis- und trans-
Konformer des Peptids Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np (1.7 mM in 50 mM Trig/HCI pH 7.5)
wurde die Reaktion gestartet. Nach einer Reaktionszeit von einer Minute war das trans-
Isomer vollstandig an der 4-Nitroanilidbindung hydrolysiert. Anschliel3end wurde das
Chymotrypsin mit einem 1.4fachen molaren Uberschuss an Eglin C (Stammlésung 1.16 mM
in 0.5 mM HCI) inaktiviert. Das verbleibende cis-Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np isomerisiert
nach einem Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung bis zur Wiedereinstellung des cigtrans-
Gleichgewichtes. Zur Ermittlung der Geschwindigkeitskonstante kqps der cig/trans
|somerisierung wurden nach verschiedenen Zeiten Aliquote entnommen und der Anteil des
trans-lsomers mittels isomerspezifischer Proteolyse bestimmt. Dazu wurde ein 3.5facher
molarer Uberschuss von Chymotrypsin gegenilber dem im Ansatz vorhandenen Eglin C
zugegeben. Die Messung des freigesetzten 4-Nitroanilids erfolgte bei 390 nm am
Diodenarray-Photospektrometer HP8452. Alle Reaktionen wurden bei 0 °C in einem
Wasser/Eis-Bad durchgefiihrt.
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2.3.2. Untersuchung der Isomerspezifitat der ERK 2

Zur Untersuchung der Isomerspezifitét diente das Pentapeptid Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np
als Substrat (Abb. 2.1). Cis-Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np wurde durch isomerspezifische
Proteolyse, wie in Punkt 2.3.1 beschrieben, hergestellt. Wahrend der anschlief3enden
Einstellung des cis/trans-Gleichgewichtes wurden nach verschiedenen Zeiten Aliquote
entnommen und mit ERK2 (80 nM) in Anwesenheit von 100 pM radioaktiven [y-**P]ATP (60
Ci/mmol) inkubiert. Die beschriebenen Reaktionen wurden alle in 50 mM TrigHCI pH 7.5, 2
mM DTT, 10 mM MQgCI, bei 0 °C durchgefthrt. Nach dreimindtiger Phosphorylierung
wurden die Kinasereaktionen durch Zugabe von Trifluoressigsaure abgestoppt. In einigen
Experimenten wurde zur Beschleunigung der cis/trans-lsomerisierung vor Entnahme (0.5
min) der Aliquote humanes FKBP12 (0.5 uM) zugesetzt. Zur spezifischen Inhibition des
hFKBP12 wurde 20 uM FK506 zugegeben.

cis/trans Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np

Isomerspezifische
Proteolyse durch a-Chymotrypsin

[ cis Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np ] [trans Pro-Arg-Ser-Pro-Phe] +[ NH-Np]

l

Inhibition der Proteolyse durch Eglin C

l

Entnahme von Aliquoten wahrend der
Einstellung des cis/trans-Gleichgewichts
Phosphorylierung durch ERK2 in Gegenwart
von radioaktiv markiertem ATP

Trennung der Phosphorylierungsansatze
durch Dinnschichtchromatographie

Autoradiographie des abgetrennten
Pro-Arg-Ser(OPO4H,)-Pro-Phe-NH-Np

Abb. 2.1 Prinzip des angewandten Tests zur Untersuchung der | somerspezifitat der ERK 2

Die Phosphorylierungsansétze wurden durch Dinnschichtchromatographie unter Verwendung
von Kieselgel 60gs4-Fertigplatten (Schichtdicke 0.2 mm) und dem Laufmittelsystem
Butanol/Wasser/Essigsaure/Ethanol (2:4:1:1, v/v) getrennt. Anschlief3end wurde die Matrix
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einer Autoradiographie mittels Intensifying Screen unterzogen. Die Quantifizierung der
Autoradiographie erfolgte mit dem Fujifilm BAS 2500 der Firma Raytest (Straubenhardt).
Das chemisch phosphorylierte Peptid Pro-Arg-Ser(OPOsH,)-Pro-Phe-NH-Np diente als

Referenz fir die diinnschichtchromatographische Trennung.

2.3.3. Untersuchung eines disulfidverbriickten Peptidsubstrats

Fur weitere Untersuchungen zur Aufklérung der Isomerspezifitét von Proteinkinasen wurde

das disulfidverbriickte Peptidsubstrat Abz-CysSer-Pro-Arg-CysNty-NHz verwendet. Bel

Peptiden der allgemeinen Form -Cys-Xa&Pro-Xaa-Cys- liegt die Xaa-Pro-Bindung zu fast
100 % in der cis-Konformation vor. Nach Spaltung der Disulfidbricke mittels DTT stellt sich
ein |somerengleichgewicht aus cis- und trans-Isomer ein (Abb. 2.2). Das eingesetzte intern
gequenchte Peptidsubstrat besitzt am N-Terminus einen 2-Aminobenzoesdure-Rest als
Fluorophor und am C-Terminus dient ein 3-Nitrotyrosin-Rest als fluoreszenzldschende
Gruppe (Quencher). Dabel wird durch einen intramolekularen Energielibertragungsmechanis-
mus (strahlungsloser Resonanzenergietransfer) die Fluoreszenzausbeute der fluorogenen
Gruppe deutlich verringert. Durch Spatung der Disulfidbindung und anschlief3ender
Prolylisomerisierung kommt es zu einer VergrolRerung des rdumlichen Abstands zwischen
Fluorophor und Quencher und damit zum Wegfall des fluoreszenzldschenden Effekts. Die so
erzielte Signalanderung wurde zur Messung der Geschwindigkeitskonstante  Kgps der

cigtrans-1somerisierung ausgenutzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer 1 mM Stamml6-

sung des Peptids Abz-C)}s-Ser-Pro-Arg-Cys-Nty-NHz zu einer Dithiothreitol-L6sung (0.5 bis
10 mM in sterilfiltriertem 25 mM Tris/HCI-Puffer pH 7.5) gestartet. Die Peptidkonzentration
im Ansatz betrug 10 pM. Nach erfolgter Anregung bei 320 nm wurde die
Fluoreszenzénderung bei 420 nm an einem F3010-Fluoreszenzspektrometer (Hitachi, Japan)
detektiert. Die Anregungs- und Emissionsbandbreite betrug jeweils 5 nm. Die Messungen
wurden bei 2 °C durchgefihrt.

In einigen Fallen wurde vor dem Start der Reaktion humanes Cyclophilin1l8 (1 pM)
zugegeben. Als Kontrolle diente Cyclophilinl8 (1 uM), das mit seinem spezifischen Inhibitor
Cyclosporin A (40 uM) vorinkubiert wurde.
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SH
Q SH
Arg Cys schnelle Arg Cys reversible Arg Cys
Disulfidspal tung Prolylisomerisierung
Pro S 0T L b Qe Q
S F
Ser Cys Ser Cys S
E SH SH Cys
F

Abb. 2.2 Reversible cigtrans-lsomerisierung intern gequenchter Fluoreszenzsubstrate nach
Aufspaltung der Disulfidbr licke.

Die sich vollstandig in cis-Konformation befindende Xaa-Pro-Bindung isomerisiert nach Aufspaltung
der Disulfidbindung mittels reduzierender Agenzien (DTT, TCEP) in ein Isomerengemisch von cis
und trans. Das Peptid besitzt an seinen Termini einen Fluorophor (F) und e nen Quencher (Q). Durch
Verschiebung des cistrans-Gleichgewichts und der damit verbundenen groReren réumlichen
Entfernung zwischen Fluorophor und Quencher beim trans-lsomer kommt es zu einer deutlichen
Signal erhéhung.

2.3.4. Untersuchung der Isomer spezifitat der Ser/Thr-Kinase Cdc2/Cyclin B

Die Untersuchung der Isomerspezifitdt der prolinspezifischen Ser/Thr-Kinase Cdc2/Cyclin B

erfolgte mit dem disulfidverbriickten, intern gegquenchten fluorogenen Peptidsubstrat

Abz-C)}erer-Pro-Arg-Cys-Nty-N H,. Zum Start der Reaktion wurde eine Peptidstammldsung
von 10 mM zehnfach in einer 100 mM Dithiothreitol-Lésung (in 50 mM Tris/HCI pH 7.5)
verdinnt. Wéhrend der anschlief3enden cig/trans-lsomerisierung des gedffneten Peptids
wurden zu verschiedenen Zeiten Aliquote entnommen und mit Cdc2/Cyclin B inkubiert. Die
Phosphorylierungsansétze enthielten jeweils 200 uM Peptid, 20 nM Cdc2-Kinase und 100
UM radioaktiv markiertes [y-**PJATP (50 Ci/mmol). Alle Reaktionen erfolgten in 50 mM
TrigHCI, 20 mM DTT, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM EGTA pH 7.5 bei 2 °C. Die
Phosphorylierungsansatze wurden durch Zugabe von Trifluoressigsdure (1 %) nach 4 min
abgestoppt und anschlief3end, wie im Abs. 2.3.2 beschrieben, diinnschichtchromatographisch
getrennt und ausgewertet. Das chemisch phosphorylierte Peptid Abz-Cys-Ser(OPO3H>)-Pro-
Arg-Cys-Nty-NH, diente als Referenz in der diinnschichtchromatographischen Trennung.

2.4. Untersuchung desM odellproteins RNase T1
2.4.1. Praparation der rekombinanten RNase T1-Varianten

Zur Prgparation der periplasmatisch sezernierten RNase T1-Varianten (P73V, S54G/PS5N,
Wildtyp) wurde 1 Liter LB-Medium (100 pg/ml Ampicillin enthaltend) mit 50 ml einer
Ubernachtkultur angeimpft und bis zum Erreichen einer ODgoonm = 0.5 bei 37 °C geschiittelt.
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Nach Induktion mit ImM PTG wurden die Kulturen weitere 20 Stunden (P73V-Variante nur
5 h) bei 37 °C geschiittelt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (15 min, 4°C, 6000 x g) in
einer J2-HC Beckman-Zentrifuge (Palo Alto, USA) geerntet. Zum Aufschluss des Periplas-
mas wurden die Zellpellets in Puffer (20 mM Piperazin pH 6.0, 5 mM EDTA, 30 %
Saccharose) resuspendiert und 45 min bei 4 °C kréaftig geschittelt. Der Periplasmaaufschluss
wurde in 6 Volumen PE-Puffer (20 mM Piperazin pH 6.0, 5 mM EDTA) aufgenommen und
anschlieRend zentrifugiert (15 min, 4°C, 6000 x g). Der Uberstand wurde auf eine Anionen-
austauscher-Saule (Fractogel EMD-DEAE 650(M)) aufgetragen. Nach dem Waschen der
Saule mit 400 ml PE-Puffer wurden die gebundenen Proteine mit einem Salzgradienten von O
- 400 mM NaCl, (500 ml) bei einer Flussrate von 2 mi/min eluiert. Die RNase T1 enthalten-
den Fraktionen (Nachweis durch SDS-PAGE) wurden vereinigt, tber Nacht in Spectrapor
3000-Schlauchen dialysiert und anschlief3end in einer Filtron-Zelle (Omegacell, 3 kDa
Ausschlussvolumen) auf 2.5 ml eingeengt und auf eine Fractogel TSK HW-55(S)-
Gelfiltrationssaule (95 x 1.6 cm, &quilibriert mit PE-Puffer) mit 0.5 ml/min aufgetragen.

2.4.2. Reduktion und S-Carboxymethylierung

Die Expression und Reinigung der RNase T1-Varianten erfolgte wie im Abschnitt 2.4.1.
beschrieben. Das gereinigte, disulfidverbriickte Protein (5 mg/ml) wurde fir 60 min in 200
mM TrigHCI, 7M GdmCI, 200 mM DTT pH 8.7 reduziert und entfaltet. Anschlief3end wurde
das Reaktionsgemisch mit lodacetat (100 mM) 5 min im Dunkeln inkubiert. Die S-carboxy-
methylierte RNase T1 wurde danach Uber eine ,Fast Desalting®- Saule am Smart-System
(Pharmacia, Uppsala, Schweden) entsalzt und in 100 mM Tris/HCI pH 8.0 umgepuffert.

2.4.3. Ruckfaltung der S-carboxymethylierten RNase T1

Fur die Ruckfaltungsexperimente wurde die S-carboxymethylierte RNase T1 (RCM-T1), die
unter Niedrigsalzbedingungen (100 mM TrigHCI pH 8.0) vollstandig entfaltet vorliegt,
verwendet. Die Ruckfaltung der RCM-T1 wurde durch eine 50fache Verdinnung der ent-
falteten Form in einen 2M NaCl enthaltenden Messansatz initiiert. Die Messungen erfolgten
unter kontinuierlichem Rihren des Ansatzes mit einem F3010-Fluoreszenzspektrometer
(Hitachi, Japan) bel 6 °C. Als Messsignal diente die Fluoreszenzanderung bel 320 nm
(Spaltbreite 5 nm) nach einer Anregung bei 268 nm (Spaltbreite 1.5 nm). Die
Endkonzentration der RCM-T1 in der Klvette betrug 2 uM.
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2.4.4. Phosphorylierung der RNase T1 durch ERK 2

Zur Untersuchung der Isomerspezifitét der durch die ERK2 katalysierten prolinspezifischen
Phosphorylierung an Proteinsubstraten wurde die RNase T1 verwendet. Die Ribonuklease T1
wurde als Modellprotein gewéhlt, da im Gegensatz zu den meisten bis jetzt bekannten
nattrlichen MAP-Kinase-Substraten die Konformationen der putativen Phosphorylierungs-
stellen bereits bekannt sind.

Alle beschriebenen Phosphorylierungen der RNase T1-Varianten wurden mit einer
kommerziell erhdtlichen ERK2 (New England Biolabs, Beverly, USA) durchgefiinrt. Sofern
nicht anders vermerkt, enthielten die Phosphorylierungsansatze 25 uM RNase T1, 50 nM
Kinase, 300 pM [y-**P] ATP (10 Ci/mmol), 10 % (v/v) Glycerin, 10 mM MgCl,, 1 mM
EGTA, 2 mM DTT und 50 mM Trig/HCI pH 7.5. Die Phosphorylierungen wurden unter
kontinuierlichem Schiitteln bei 30 °C durchgefiihrt. Die Ansétze wurden nach 10 bis 90 min
mit SDS-Probenpuffer abgestoppt und 3 min bei 95 °C inkubiert. Um einen linearen
Zusammenhang zu gewahrleisten, wurden die Phosphorylierungszeiten so gewahlt, dass nicht
mehr als 5 % des Substrates phosphoryliert werden konnten. Zur Bestimmung der
Anfangsgeschwindigkeiten wurden mindestens nach zwei verschiedenen Zeiten Aliquote
entnommen. Die Trennung der Phosphorylierungsansétze erfolgte durch 17.5 %ige SDS
PAGE. Anschlief3end wurde das SDS-Polyacrylamidgel einer Autoradiographie mittels eines
Intensifying Screen unterzogen. Die Detektion der Radioaktivitét erfolgte mit dem Fujifilm
BAS 2500 der Firma Raytest (Straubenhardt). Die Bestimmung der Konzentration der
phosphorylierten RNase T1 erfolgte durch Quantifizierung der Radioaktivitét mit Hilfe eines
jeweils zum Gel mitgefiihrten [y-*P] ATP-Standards.

Zur Bestimmung der kinetischen Konstanten Ky und Ve wurden die Phosphorylierungs-
geschwindigkeiten bei sechs Substratkonzentrationen im Bereich von 0.5 bis 250 uM
gemessen. Die kinetischen Konstanten wurden aus einer Lineweaver-Burk-Darstellung durch
Regression ermittelt. Die Effekte der verschiedenen PPlasen auf die Phosphorylierung der
RNase T1 wurden in einem Konzentrationsbereich von 0.05 bis 50 uM der jeweiligen PPlase
untersucht. Die Abhéngigkeit der Initialgeschwindigkeit der Phosphorylierung von der ERK2
Konzentration wurde zwischen 20 und 140 nM gemessen. Die Auswertung der Messdaten
sowie die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit dem Softwareprogramm
SigmaPlot 4.0 (Jandel Corp., Chicago USA). Fur die Berechnung der kinetischen Konstanten
der cidtranslsomerisierung aus den Auftragungen der Anfangsphosphorylierungs-
geschwindigkeiten gegen die Substrat- sowie Kinasekonzentration wurde das

Softwareprogramm Dynafit (Kuzmic, 1996) verwendet.



MATERIAL UND METHODEN 27

2.4.5. Phosphorylierung der RCM-T1-Varianten in Abhangigkeit vom Grad der Faltung

In weiteren Untersuchungen wurde die Abhangigkeit der Phosphorylierungsgeschwindigkeit
vom Ruckfaltungsgrad der carboxymethylierten RNase T1-Varianten (RCM-T1-wt, RCM-
T1-S54G/P55N) untersucht. Die Rickfaltung der RCM-T1-Varianten wurde wie im Abschnitt
2.4.3 beschrieben mit 2 M Natriumchlorid gestartet und durch Fluoreszenzanderung bei 320
nm verfolgt. Wéhrend der Riickfaltung wurden zu verschiedenen Zeiten Aliquote entnommen
und fir 10 Minuten mit ERK2 (50 nM) in Anwesenheit von 100 pM [y-*P]ATP (50
Ci/mmol) phosphoryliert. Die Endkonzentration der carboxymethylierten RNase T1 im
Ansatz betrug 20 uM. Die beschriebenen Reaktionen wurden alle bei 6 °C durchgefihrt.

2.5. Identifizierung der Phosphorylierungsstellen
2.5.1. Anionenaustausch-Chromatographie des Phosphorylierungsansat zes

Die Trennung der Phosphorylierungsansidtze wurde mittels Anionenaustauschchromar
tographie an einer MonoQ-Saule am SMART-System von Pharmacia Biotech (Freiburg)
durchgeftihrt. Die Elution der RNase T1 erfolgte mit einem linearen Natriumchlorid-
Gradienten (0 bis 400 mM, 2ml, 50 min) bei 10 °C. Es wurden Fraktionen von 50 pl
gesammelt. Die RNase T1 enthaltenden Fraktionen wurden durch SDS-PAGE und
anschlief3ender Silberfarbung sowie durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie identifiziert.

25.2. RP-HPLC

Zur Vorbereitung der massenspektrometrischen Untersuchungen wurden die RNase T1-
Phosphorylierungsansétze durch RP-HPLC entsalzt und die ERK2 sowie das ATP abgetrennt.
Die RP-HPLC wurde mit einer Nucleosil 500-5C3z-PPN Saule (125 x 2 mm) von Macherey-
Nagel (Duren, BRD) durchgefiihrt. Die Saule wurde mit 0.09 % TFA in 1 % Acetonitril (v/v)
aquilibriert. Die Proteine wurden mit einem linearen Gradienten von 20-50 % Acetonitril in
0.08 % wassriger TFA bei 40 °C und einer Flussrate von 0.2 mi/min in 30 min eluiert. Die
abgetrennte RNase T1 wurde 3 Stunden in 100 mM Ammoniumcarbonat pH 8.5 mit Trypsin
(Endkonzentration 250 pg/ml) verdaut. Das erhaltene Peptid, welches die beiden
Phosphorylierungsstellen enthielt, wurde einer weiteren Proteolyse durch o-Chymotrypsin
unterzogen. Die Spaltprodukte wurden mittels RP-HPLC aufgetrennt und durch
massenspektrometrische Fragmentierung untersucht. Die phosphorylierten Peptide wurden

welterhin mit einem 476A Gasphasensequenzer der Firma Applied Biosystems (Foster City,
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USA) sequenziert. Die Aminosauresequenzierung wurde freundlicherweise von P. Rucknagel
(MPG, Halle) durchgeftihrt. Das Molekulargewicht der nach tryptischem Verdau erhaltenen
Peptide wurde mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie bestimmt.

2.5.3. Bestimmung des M olekulargewichts mittelsMALDI-TOF-M S

Die massenspektrometrischen Analysen wurden freundlicherweise von Dr. A. Schierhorn
(MPG, Halle) durchgefuhrt. Die MALDI-TOF Massenspektren wurden an einem Reflex
Massenspektrometer der Firma Bruker (Bremen, BRD), ausgestattet mit einem N,-UV Laser
(8337 nm), im linearen Modus durchgefthrt. PSD-Spektren (post source decay) zur
Sequenzierung einzelner Peptide wurden im Reflektormodus aufgenommen. Als Matrix
diente eine gesdttigte Losung Sinapinsdure in einem Acetonitril/Methanol/Wasser-Gemisch
im Verhaltnis 3:2:5 (v/v/v).

2.5.4. ESI- Massengpektrometrie

Die ESI-Massenspektren der phosphorylierten Peptide wurden an einem VG BIO-Q Tripel-
Quadrupol Spektrometer der Firma Fisons Instruments (Manchester, GB) aufgenommen.

2.6. Messung der Phosphorylierung von Peptidsubstraten durch RP-HPLC

Die Bestimmung der katalytischen Konstanten fur die Phosphorylierung der Peptide Pro-Arg-
Ser-Pro-Phe-NH-Np, Ac-Val-Ser-Ser-Pro-Tyr-Tyr-NH, und Ac-Gly-Gly-Ser-Pro-Gly-Ala
NH> durch ERK2 erfolgte mittels RP-HPLC. Die Phosphorylierung wurde durch Zugabe von
ERK2 (24 nM) zu einer Peptidlésung von 0.1 bis 20 mM gestartet. Nach 30, 60, 90 min
wurden Aliquote entnommen, durch Zugabe von 25 %iger (v/v) TFA abgestoppt und mittels
RP-HPLC an einem LC-10A HPLC System der Firma Shimadzu (Kyoto, Japan) analysiert.
Die mit der eingesetzten Kinasekonzentration erzielten Phosphorylierungsumsétze von
maximal 10 % gewdhrleisteten Uber den gesamten Inkubationszeitraum eine lineare
Abhangigkeit. Die Puffer und Substrate wurden im Wasserbad bei 30 °C temperiert.

Die Trennung der phosphorylierten Peptide erfolgte an einer Nucleosil 300-5 Cyg Saule (125 x
3 mm) der Firma Macherey-Nagel (Duren, BRD) mit einem 30minttigen linearen Gradienten
von 1 bis 30 % Acetonitril in 0.08 %iger wassriger TFA. Die Flussrate betrug 0.5 ml/min. Die
Detektion der Peptide erfolgte bei 215 nm. Die Quantifizierung der Umsétze erfolgte durch
Integration der Peakflachen mittels der HPLC-Software von Shimadzu. Durch Vorversuche
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konnte ein linearer Zusammenhang zwischen eingespritzter Peptidmenge und beobachteter
Peakflache im untersuchten Bereich sichergestellt werden.

Die Berechnung der Konzentration des durch die Kinase phosphorylierten Peptides erfolgt
anschlief3end durch Multiplikation der im Ansatz eingesetzten Substratkonzentration mit dem
Verhdltnis der Peakflache des phosphorylierten Peptides zur Summe der Peakflachen aus
phosphorylierten und unphosphorylierten Peptid. Die Kinaseaktivité wurde aus der linearen
Auftragung der Konzentration an phosphoryliertem Peptid gegen die Inkubationszeit
bestimmt. Zur Ermittlung der kinetischen Konstanten Ky und Vimax wurden die
Phosphorylierungsgeschwindigkeiten mit Peptidkonzentrationen im Bereich zwischen 0.05
bis 15 mM bestimmt.

2.7. Bestimmung der RNase T 1-Aktivitat

Zur Messung der RNase T1-Aktivitdt wurde hochmolekulare RNA (3 mg/ml) aus Hefe
(Worthington Biochemical Corp.) verwendet. Dazu wurden 10 nM RNase T1 mit einer RNA-
Losung (3 mg/ml in 50 mM Trig/HCI, 2 mM EDTA pH 7.5) 15 min bei 37 °C inkubiert. Die
noch vorhandene hochmolekulare RNA und das Enzym wurden anschlief3end mit eiskalter
Perchlorsaure (6 %)/Lanthannitrat (0.5 %)-Mischung ausgeféllt und 20 min bei 0 °C
inkubiert. Die nach der Zentrifugation der Proben (13000 rpm, 10 min) verbleibenden, durch
RNase T1 freigesetzten saureldslichen Oligonukleotide, wurden mit einem Specord S10
Spektrometer (Carl Zeiss Jena) bei 260 nm detektiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Untersuchung der cis/trans-1somer spezifitat prolinspezifischer Proteinkinasen
3.1.1. Isomergpezifitdt der MAP-Kinase ERK 2

Wie his jetzt an einigen Beispielen gezeigt wurde, konnen sich die cis- und die trans-Isomere
der Peptidyl-Prolylbindung in enzymatischen Reaktionen unterschiedlich verhalten.

Die Frage, ob auch die prolinspezifische Proteinkinase ERK2 zwischen den cis- und den
trans-Isomer der Ser/Thr-Pro-Bindung unterscheiden kann, wurde mit dem Pentapeptid Pro-
Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np, welches die Konsensussequenz (Pro-Xaa-Ser/Thr-Pro) fur die
Erkennung durch ERK2 enthdlt, untersucht. Mit diesem Peptid war es mdglich, gentigend
hohe Phosphorylierungsausbeuten nach kurzen Inkubationszeiten zu erreichen. Die
Bestimmung der katalytischen Konstanten fr die Phosphorylierung durch ERK2 ergab einen
kea-Wert von 1:10* s* und einen K -Wert von 690 uM bei 0 °C. In wassriger Losung bei pH
7.5 liegt das verwendete Substrat als ein Gemisch aus beiden Konformeren vor. Der durch
isomerspezifische Proteolyse ermittelte cis-Gehalt betrug 16.5 + 0.2 %.

Zur Untersuchung der cig/trans-lsomerspezifitdét der ERK2 wurde das cis-lsomer des
Peptidsubstrats durch isomerspezifische Proteolyse mittels o-Chymotrypsin hergestellt. Diese
Methode beruht darauf, dass a-Chymotrypsin das Peptid nur an der 4-Nitroanilidbindung
hydrolysieren kann, wenn die Ser-Pro-Bindung in der trans-Konformation vorliegt (Fischer et
al., 1984a). AnschliefRend wurde die Proteasereaktion durch Zugabe eines 1.4fachen molaren
Uberschusses an Eglin C schnell abgestoppt. Das verbleibende Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np,
in welchem die Ser-Pro-Bindung in der cis-Konformation vorliegt, isomerisiert nach einem
Geschwindigkeitsgesetz  erster Ordnung bis zur Wiedereinstellung des cidtrans
Gleichgewichtes. Um die Geschwindigkeit der cig/trans-Isomerisierung zu senken, wurden
adle Experimente bei 0 °C durchgefuhrt. Bei dieser Temperatur betrug die
Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung fur die cis/trans-Isomerisierung des Peptids 2.08 +
0.08 - 10° s, Zur Bestimmung dieser Konstante wurden die cis-Gehalte nach definierten
Zeiten der Gleichgewichtseinstellung, durch erneute isomerspezifische Proteolyse ermittelt

und die erhaltenen Ergebnisse nach einem Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung angepasst.
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Um zu untersuchen, ob die Konformation der Ser-Pro-Bindung im Substrat einen Einfluss auf
die durch ERK2 katalysierte Phosphorylierung hat, wurde das cis-Isomer des Peptids Pro-
Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np wie oben beschrieben hergestellt. Nach verschiedenen Zeiten der
cigtrans-lsomerisierung wurden Aliguote entnommen und mit ERK2 in Gegenwart von
radioaktiv markiertem ATP inkubiert.

® L4 .

1 5 9 21 (min)

Abb. 3.1 Autoradiographie des durch Dulnnschichtchromatographie abgetrennten
Phosphorylier ungsprodukts Pro-Arg-Ser (OPO3zH)-Pro-Phe-NH-Np
Cis-Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np wurde durch isomerspezifische Hydrolyse hergestellt. Wahrend der
Einstelung des cis/trans-Gleichgewichts wurden Aliquote nach 1, 5, 9, 21 min entnommen und fur 3
min mit ERK2 in Gegenwart von [y-**P] radioaktiv markiertem ATP phosphoryliert und anschlieRend
durch Autoradiographie analysiert (Abs. 2.3.2.).

Die phosphorylierten Aliquote wurden anschlief3end mittels DUnnschichtchromatographie
getrennt und autoradiographisch analysiert (Abb. 3.1). Der einzige Unterschied, der zwischen
den entnommenen Proben bestand, war die veranderte | somerenzusammensetzung des Peptids
infolge der Gleichgewichtseinstellung. Wenn die cis- und die trans-Konformere unterschied-
liche Substrateigenschaften besitzen, sollte es zu einer Veranderung der Phosphorylierungs-
geschwindigkeit in Abhangigkeit von der cig/trans-1somerisierung kommen.

Wie in Abb. 3.2 dargestellt, erhoht sich die Anfangsgeschwindigkeit der Phosphorylierung
mit zunehmender 1somerisierungszeit. Wahrend dieser Zeit steigt der Antell destrans-Isomers
von 0 auf 835 %. Die Anpassung der gemessenen Enzymaktivitdéten nach einem
Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung ergab eine Geschwindigkeitskonstante von 1.95 +
0.13 - 10® s, welche nahezu identisch mit der direkt gemessenen Konstante fiir die cis/trans-
|somerisierung war. Diese Ergebnisse weisen auf eine absolute |somerspezifitét der ERK2 fir

das trans-1somer der Ser-Pro-Bindung hin.
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Abb. 3.2 Abhéngigkeit der Anfangsgeschwindigkeit der Phosphorylierung von der
| somer enzusammensetzung

Cis-Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np isomerisiert bei 0 °C his zur Einstdlung des cigtrans
Gleichgewichtes. Wahrend der Isomerisierung wurden zu verschiedenen Zeiten Aliquote entnommen
und fir 3 min mit ERK2 (80 nM) in Anwesenheit von 100 uM radioaktiven [y-*P]ATP (50 Ci/mmol)
inkubiert (o). Nach dem Abstoppen der Reaktion mit TFA wurden die Phosphorylierungsansétze
mittels  DUnnschichtchromatographie  getrennt.  Die  Quantifizierung der  anschlie3enden
Autoradiographie erfolgte mit dem Fujifilm BAS 2500.

Die Bestimmung der cis-Gehalte (o) erfolgte mittels isomerspezifischer Proteolyse durch Zugabe

eines 3.5fachen molaren Uberschusses an o-Chymotrypsin gegenilber dem vorhandenen Eglin C. Die
Freisetzung des 4-Nitroanilids wurde spektrophotometrisch verfolgt.

3.1.2. Einflussder PPlase hFK BP12 auf die Phosphorylierung

PPlasen katalysieren die cig/trans-Isomerisierung von Peptidyl-Prolyl-Bindungen in Peptiden
und Proteinen. Durch die beschleunigte Einstellung des cig/trans Gleichgewichts konnten die
PPlasen die Phosphorylierung des Peptids beeinflussen.

In weiteren Experimenten wurde der Einfluss der humanen PPlase FKBP12 (hFKBP12)
untersucht. Die PPlase zeigt eine Spezifitatskonstante von kea/Km = 2.9 - 10° M™ - s? fiir das
verwendete Peptidsubstrat. Dies erlaubte schon den Einsatz katalytischer Mengen an
hFKBP12 (Substrat/hFKBP12-Verhdltnis = 500), um die Einstellung des cidtrans
Gleichgewichtes stark zu beschleunigen.

Unmittelbar nach dem Abstoppen der isomerspezifischen Proteolyse wurde das reine cis-
Peptidsubstrat 30 Sekunden in Gegenwart der PPlase vorinkubiert und wie oben beschrieben
phosphoryliert. In Anwesenheit des hFKBP12s ist die Anfangsgeschwindigkeit der

Phosphorylierung im Vergleich zur isomerasefreien Kontrolle um das 4.5fache erhéht (Abb.
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3.3 A). Bel Zugabe von hFKBP12 wird das cis/trans-Gleichgewicht schon wahrend der Vor-
inkubation eingestellt, d.h. durch hFKBP12 werden 100 % cis-lsomer sehr schnell in ein
Gemisch aus 83,5 % trans- und 16,5 % cis-Isomer umgewandelt. Dabei gleicht die Phospho-
rylierungsgeschwindigkeit in Gegenwart der PPlase derjenigen Geschwindigkeit, die mit

einem Ansatz nach vollstandiger Gleichgewichtseinstellung erreicht wird.
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Abb. 3.3 Einfluss der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-1somerase hFKBP12 auf die ERK 2-katalysierte
Phosphorylierung des Peptids Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np

(@) Das cislsomer des Peptids Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np wurde mit 80 nM ERK2 (A) in
Abwesenheit, (B) in Gegenwart der PPlase und (C) in Anwesenheit von hFKBP12 und seinen
spezifischen Inhibitor FK506 phosphoryliert. (D) Die Phosphorylierungsgeschwindigkeit wurde mit
einem, nach 30minitiger Inkubation bei 0 °C, vollstandig aquilibrierten Ansatz gemessen.

(b) 1 mM Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np wurden in 50 mM Trig/HCI pH 7.5, 0.5 mM ATP, 2 mM
DTT, 10 mM MgCl, bei 30 °C in Gegenwart von 500 nM BSA oder hFKBP12 mit 24 nM ERK2
inkubiert. Nach drei verschiedenen Zeiten wurden Aliguote abgestoppt und mittels HPLC analysiert.
Die Auswertung erfolgte wie unter Abs. 2.6. beschrieben.

Der beobachtete Effekt des hFKBP12 wird durch den spezifischen Inhibitor FK506
vollstdndig verhindert. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen bestétigen die eindeutige
Bevorzugung des trans-1somers durch die ERK2.

Um zu Uberprifen, ob der Einfluss des hFKBP12 auf die Phosphorylierung ausschlief3lich auf
die Isomerisierung des Substrats und damit auf die Bereitstellung einer hoheren
Substratkonzentration zurtickzuftihren ist und nicht auf einer direkten Aktivierung der ERK2
beruht, wurde die Kinaseaktivitét in Gegenwart der PPlase gegenuber dem &quilibrierten
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Peptid Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np gemessen. Da die Phosphorylierungsgeschwindigkeiten
in An- und Abwesenheit des hFKBP12s etwa gleich grol3 waren (Abb. 3.3 B), kann eine

Beeinflussung der ERK 2 durch die PPl ase ausgeschlossen werden.

3.1.3. Isomerspezifitat der Serin/Threonin-Kinase Cdc2/Cyclin B

Zur Aufklarung der Isomerspezifitét der prolinspezifischen Ser/Thr-Kinase Cdc2/Cyclin B

wurde ein neuer Test unter Verwendung des disulfidverbriickten, intern gequenchten

fluorogenen Peptidsubstrats Abz-Cys-Ser-Pro-Arg-Cys—Nty—NHz entwickelt. Dabel diesem

disulfidverbriickten Peptid der allgemeinen Form -CysXaa-Pro-Xaa-CyS die Ser-Pro-
Bindung zu anndhernd 100 % in der cis-Konformation vorliegt, existieren fir die
Untersuchungen der Isomerspezifitdt jewells einheitliche Ausgangsbedingungen. Nach
Spaltung der Disulfidbricke mittels DTT isomerisiert das Peptid bis zur Einstellung des
cigtrans-Gleichgewichts. Dabel konnte eine Abhangigkeit der 1somerisierungsgeschwindig-
keit von der verwendeten DTT-Konzentration beobachtet werden (Abb. 3.4). Fir die
nachfolgenden Untersuchungen der |somerspezifitat wurde ein 100facher Uberschuss an DTT
gegenuiber dem Substrat eingesetzt, da hthere Konzentrationen an Reduktionsmittel zu einer

tellweisen Inhibierung der Cdc2/Cyclin B fuhrten.
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Abb. 3.4 Abhangigkeit der Geschwindigkeitskonstante kqs der cistrans-|somerisierung vom
eingesetzten DT T/Substrat-Ver haltnis.

Das DTT wurde in einem 50-2000fachen Uberschuss gegenilber dem Substrat eingesetzt. Die
Experimente wurden wie im Abs. 2.3.3. beschrieben bel 10 °C durchgefiihrt. Die Konstanten wurden
durch Anpassung der Messkurven nach eéinem Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung bestimmt.
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Die Messung der Geschwindigkeitskonstante kops der cig/trans-Isomerisierung wurde Uber die
Anderung der Fluoreszenz bei 420 nm nach einer Anregung bei 320 nm verfolgt (Abb. 3.5),
da das eingesetzte intern gequenchte Peptidsubstrat am N-Terminus einen 2-Aminobenzoe-
sdure-Rest als Fluorophor und am C-Terminus ein 3-Nitrotyrosin-Rest als fluoreszenz-
I6schende Gruppe (Quencher) besitzt. Somit ist die Fluoreszenzausbeute im geschlossenen
Zustand der Disulfidbindung deutlich verringert. Nach Spaltung der Disulfidbindung und
anschlief3ender Prolylisomerisierung kommt es durch den Wegfall des fluoreszenzldschenden
Effekts zu einer deutlichen Signalerhdhung als Folge der VergroRerung des raumlichen
Abstands zwischen Fluorophor und Quencher beim trans-lsomer. Die Ermittlung der
Geschwindigkeitskonstanten kops der cigtrans-Isomerisierung ergab bel einem 100fachen
Uberschuss des DTT gegentiber dem Substrat und 2 °C einen Wert von 3.75 £ 0.2 -10° s™.
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Abb. 3.5 Prolylisomerisierung des intern gequenchten Fluoreszenzsubstrates Abz-Cys-Ser-Pro-
Arg-Cys-Nty-NH; nach Aufspaltung der Disulfidbriicke bei 2 °C.

Die Reaktion wurde durch Zugabe einer 10 mM Stammldsung des Peptids zu einer Dithiothreitol-
Losung (10 mM in sterilfiltriertem 25 mM Tris/HCI-Puffer) gestartet. Die Peptidkonzentration im
Ansatz betrug 100 uM. Nach Anregung bei 320 nm wurde die Fluoreszenzanderung bel 420 nm an
einem F3010-Fluoreszenzspektrometer detektiert.

Zur Untersuchung der Isomerspezifitét der prolinspezifischen Ser/Thr Kinase Cdc2/Cyclin B

wurde das intern gequenchte fluorogene Peptidsubstrat Abz-C)}erer-Pro-Arg-Cys-Nty-NHz
verwendet. Obwohl dieses Peptid nicht die optimale Konsensussequenz (-Ser/Thr-Pro-
Xaa-Lyg/Arg-) fur die Erkennung durch die Cdc2 Kinase enthdlt, konnten geniigend hohe
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Phosphorylierungsausbeuten erzielt werden. Die Bestimmung der katalytischen Konstanten
fir die Phosphorylierung ergab einen keg-Wert von 0.5 + 0.05 -10° s* und einen Ky-Wert
von 200 £+ 10 uM bei 2°C.

Abb. 3.6 Untersuchung der Abhéngigkeit der
Enzymaktivitat der Cdc2/Cyclin B von der
eingesetzten DT T-K onzentration

Histon H1 (50 puM) wurde in 50 mM Trig/HCI
pH 7.5, 1-200 mM DTT, 500 uM [y-*P] ATP (1
Ci/mmal), 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM
EGTA mit 10 nM Cdc2/Cyclin B bei 30 °C 10
min phosphoryliert. Die Ansétze wurden mittels
SDS-Page getrennt. Die Detektion des phos-
phorylierten Histons erfolgte durch Autoradio-

graphie.
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Um die Isomerisierungsgeschwindigkeit so weit wie moglich zu verlangsamen, erfolgten alle
Experimente zur Untersuchung der cis/trans-Isomerspezifitét der Cdc2/Cyclin B bei 2 °C. Die
Reaktion wurde durch Spaltung der Disulfidbriicke des Peptids mittels eines 100fachen
Uberschusses von DTT gestartet. Die Peptidkonzentration wurde so gewahlt, dass die DTT-
Konzentration im Phosphorylierungsansatz 20 mM nicht Ubersteigt. Hohere Konzentration
von DTT fuhrten zu einer deutlichen Inhibierung der Kinaseaktivitét (Abb. 3.6).

Wahrend der cig/trans-1somerisierung des getdffneten Peptids wurden zu verschiedenen Zeiten
Aliquote entnommen und mit Cdc2/Cyclin B in Anwesenheit von radioaktiv markiertem ATP
phosphoryliert. Die Phosphorylierungsansétze wurden wie im Abs. 2.3.2. beschrieben
dinnschichtchromatographisch getrennt und ausgewertet. Dabei konnte eine Zunahme der
Phosphorylierungsgeschwindigkeiten im Verlauf der cis/trans-1somerisierung (Abb. 3.7), das
heil3t mit steigendem trans-Isomeranteil des Peptids, beobachtet werden. Die Auftragung der
gemessenen Enzymaktivitdéten gegen die Isomerisierungszeit wurde nach einem
Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung angepasst. Die berechnete
Geschwindigkeitskonstante von 3.8 + 0.2 - 10° s? ist identisch zur direkt gemessenen
Konstante fUr die cis/trans-1somerisierung. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen weisen auf

eine Spezifitét der Cdc2/Cyclin B Kinase fur das trans-1somer hin.
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Abb. 3.7 Abhangigkeit der Anfangsgeschwindigkeit der Phosphorylierung von der | someren-
zusammensetzung des Peptidsubstrates Abz-Cys-Ser-Pro-Arg-Cys-Nty-NH.

Die Disulfidbriicke des Peptidsubstrats wurde durch einen 100fachen Uberschuss an DTT gedffnet.
Wahrend der folgenden Einstellung des cis/trans-Gleichgewichts wurden zu verschiedenen Zeiten
Aligquote entnommen und mit der Ser/Thr-Kinase Cdc2/Cyclin B bei 2 °C phosphoryliert. Die Ansétze
wurden wie im Abs. 2.3.2. beschrieben diinnschichtchromatographisch getrennt und ausgewertet. Die
Messwerte wurden nach einem Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung angepasst.

3.1.5. Einfluss von Cyclophilin18 auf die Phosphorylierung des Peptidsubstrates

Die Einstellung des cig/trans-Gleichgewichts des Peptidsubstrates Abz-Cys-Ser-Pro-Arg-Cys-
Nty-NH, wurde durch die humane PPlase Cyclophilinl8 (Cypl8) am effektivsten
beschleunigt.

Um den Einfluss der PPlase-Katalyse auf die Phosphorylierung zu untersuchen, wurde das
Peptid nach Offnung der Disulfidbriicke mittels DTT 1 min mit Cyp18 vorinkubiert und
anschlieRend in Gegenwart von [y-**PJATP fir 4 min phosphoryliert. Wie in der Abb. 3.8
dargestellt, ist die Phosphorylierungsgeschwindigkeit in Gegenwart der Isomerase im
Vergleich zum Kontrollversuch ohne Cypl8 deutlich erhdht. Durch 30mindtige
Vorinkubation des Cypl8 mit dem spezifischen Inhibitor Cyclosporin A (CsA) wird der
Effekt vollstandig unterdriickt.

Dadie PPlase zu einer beschleunigten Einstellung des cig/trans-Gleichgewichts und damit zu
einem erhohten trans-Isomeranteil fuhrt, ist die Steigerung der enzymatischen Aktivitét der
Cdc2/Cyclin B in Gegenwart des Cypl8 ausschliefdlich auf eine Bevorzugung des trans-

| somers zuriickzufthren.
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Abb. 3.8 Einfluss der humanen Peptidyl-Prolyl-cistrans-Isomerase Cyclophilinl8 auf die
Phosphorylierung des Peptids Abz-Cys-Ser-Pro-Arg-Cys-Nty-NH, nach erfolgter Offnung der
Disulfidbricke

(a) Das Peptidsubstrat wurde unmittelbar nach Offnung der Disulfidbriicke (A) in Abwesenheit, (B)
in Gegenwart der PPlase (1 uM) und (C) mit Cypl8 und dem spezifischen Inhibitor CsA (40 uM)
phosphoryliert. Als Kontrolle diente ein Phosphorylierungsansatz mit vollstéandig aquilibrierten Peptid

(D).
(b) Beschleunigung der cig/trans-lsomerisierung von Abz-Cys-Ser-Pro-Arg-Cys-Nty-NH, durch 1uM
Cyp18. Die Messung erfolgte wie unter 2.3.3. beschrieben bei 2 °C.

3.2. Untersuchungen zur Phosphorylierung der Ribonuklease T1
3.2.1. RNase T1 alsModédlprotein zur Untersuchung der | somer spezifitat

Durch Untersuchungen mit dem Oligopeptidsubstrat Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np konnte,
wiein Abs. 3.1 beschrieben, eine Selektivitét der Mitogen-aktivierten Proteinkinase ERK2 flr
das trans-1somer nachgewiesen werden.

In Proteinen wird ein relativ hoher Anteil (>5 %) von Ser/Thr-Pro-Bindungen in der cis-
Konformation gefunden (Reimer et al., 1997). Deshalb wurde in weiteren Experimenten
Uberprift, ob die mit Peptiden gefundene | somerspezifitat auch fur die Phosphorylierung von
Proteinsubstraten gilt. Des weiteren wurde der Einfluss von PPlasen auf die Phosphorylierung

von Proteinen untersucht.
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Da fur die meisten der zur Zeit bekannten natlrlichen MAP-Kinase-Substrate die
Konformation der Phosphorylierungsstellen nicht bekannt ist, wurde eine Strukturdaten-
banksuche nach Proteinen, die Serin/Threonin-Prolin-Bindungen in der cis-Konformation
enthalten, durchgefuhrt. Zu den etwa 100 Treffern der Suche gehorten u.a. die Ribonuklease
T1, die Reverse Transkriptase aus HIV, die Carboanhydrase |1, das Insulin sowie das Cholera-
und das Cobratoxin. Fur keines der gefundenen 100 Proteine wurde bis jetzt eine
Phosphorylierung durch Proteinkinasen untersucht oder in der Literatur beschrieben.

Dadie RNase T1 und einige ihrer Varianten in der Arbeitsgruppe vorhanden waren, wurde sie
als Modellprotein fir weitere Untersuchungen verwendet.

Die urspriinglich aus Takadiastase, einer aus dem Kulturfiltrat des Aspergillus oryzae
gewonnenen Fraktion, isolierte RNase T1 ist ein kleines globuléres Protein aus 104
Aminosauren (M, = 11085 Da). Sie besitzt zwei potentielle Phosphorylierungsstellen fir
prolinspezifische Proteinkinasen: die Serin®-Prolin®®-Bindung in der cis-Konformation und

die Serin"%-Prolin"-Bindung in der trans-Konformation.

e - zweifach .
. ] ; '.qeinfach } phosphoryliert

127

phosphorylierte RNase T1 (uM)

0,0 ¢

ol b e b e e e b e b e b e e b
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Abb. 3.9 Zeitverlauf der ERK 2-katalysierten Phosphorylierung der RNase T1

25 uM RNase wurden bei 30 °C in Gegenwart von 50 nM ERK2, 300 uM [y-*P] ATP (10 Ci/mmol)
phosphoryliert. Nach mehreren Zeiten wurden Proben enthommen und mit SDS-Probenpuffer
abgestoppt und wie in Abs.2.4.4. beschrieben getrennt und analysiert.

Es ist die einfach () und zweifach (o) phosphorylierte RNase T1 dargestelt. Oben ist die
Autoradiographie des SDS-Gels dargestdlt. Die untere Bande entspricht der einfach und die obere
Bande der zweifach phosphorylierten RNase T1.
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3.2.2. Nachweis der ERK 2-katalysierten Phosphorylierung der RNase T1

Schon die ersten Vorversuche zeigten, dass die RNase T1 durch die MAP-Kinase ERK2
phosphoryliert werden kann. Die Autoradiographie der Trennung der Phosphorylierungsan-
sétze mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese zeigte zwei radioaktiv markierte RNase
T1-Banden (Abb. 3.9). Beide Banden waren zu einem jeweils hoheren Molekulargewicht
gegenuber der unphosphorylierten RNase T1, die mittels Silberfarbung sichtbar gemacht
wurde, verschoben. Dabel entspricht die untere Bande der einfach phosphorylierten und die

obere Bande der zweifach phosphorylierten RNase T1.
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Abb. 3.10 I dentifizierung der Phosphorylierungsstellen

(A) MALDI-Massenspektrum eines Phosphorylierungsansatz (500 uM RNase T1 mit 500 nM ERK2
in 50 mM Tris/HCI pH 7.5 6h bei 30 °C phosphoryliert)

(B) Trennung des Phosphorylierungsansatzes mittels HPLC wie unter 2.4.3 beschrieben. (Die
phosphorylierte RNase T1 ist mit einem Pfeil markiert)

(C) MALDI-Massenspektrum der abgetrennten hauptsachlich zweifach phosphorylierten RNase T1.
(D) Tryptischer Verdau der abgetrennten phosphorylierten RNase T1. Die molaren Massen 4086, 4166
und 4246 entsprechen den unphosphorylierten sowie den einfach und zwefach phosphorylierten
Peptid YNNYEGFDFSVSSPYYEWPILSSGDV Y SGGSPGADR
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Zur genauen ldentifizierung der Phosphorylierungsstellen wurden die Phosphorylierungsan-
sétze durch RP-HPLC entsalzt und nachfolgend einem tryptischen Verdau unterzogen. Das
erhaltene zweifach phosphorylierte Hydrolyse-Produkt YNNYEGFDFSVSSPYYEWPILSS
GDVYSGGSPGADR wurde durch RP-HPLC isoliert und anschlief3end mittels o-
Chymotrypsin proteolytisch verdaut (Abb. 3.10). Die beiden entstandenen Peptide
YNNYEGFDFSVSSPYYEWPILSSGDVY und SGGSPGADR wurden mittels RP-HPLC
getrennt und durch massenspektrometrische Fragmentierung untersucht.

Die massenspektrometrische Analyse ergab, dass die RNase T1 an beiden Erkennungs-
sequenzen fur prolinspezifische Kinasen phosphoryliert vorliegt. Das heifdt, die RNase T1
wurde sowohl an der Serin®*-Prolin®-Bindung in der cis-Konformation as auch an der

Serin"*-Prolin”-Bindung in der trans-Konformation durch die ERK2 phosphoryliert.

3.2.3. Einflussder Disulfidbrtcken auf die Phosphorylierung der RNase T1

Zur Optimierung der Phosphorylierung wurden verschiedene Reaktionsbedingungen getestet.
Dabei konnte festgestellt werden, dass in Gegenwart der reduzierenden Verbindung DTT (20
mM) die Phosphorylierungsgeschwindigkeit um einen Faktor von 20 erhoht ist (Abb. 3.11).
Die RNase T1 besitzt zwei Disulfidbricken, welche im gefalteten Protein eng benachbart
sind. Die Cys*-Cys™-Bindung ist dem Lésungsmittel zu etwa 90% zuganglich, wahrend die
Cys>-Cys'®-Bindung vollstandig im Inneren verborgen liegt. Das DTT bewirkt
wahrscheinlich eine Reduktion der Cys*-Cys'®-Bindung, in deren Folge die Flexibilitat der
RNase T1 zunimmt und sich damit auch die Zugénglichkeit der Phosphorylierungsstellen fir
die Kinase verbessert. Der Einfluss der Disulfidbriicken auf die Substrateigenschaften wurde
auch fur die carboxymethylierte RNase T1-wt (RCM-wt-T1) untersucht.

Abb. 3.11 Einfluss von DTT und S-Carboxy-
methylierung auf die Phosphorylierung der
RNaseT1

Die Phosphorylierung wurde mit 25 uM RNase T1
(A) in Abwesenheit, (B) in Gegenwart von 20 mM
DTT sowie (C) mit 25 puM zuriickgefalteter
carboxymethylierter RNase T1 wie unter Abs.
2.4.4. beschrieben durchgefiihrt. Es wurde jewells
die Bande der einfach phosphorylierten RNase
ausgewertet.
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Die S-carboxymethylierte Form liegt unter Niedrigsalzbedingungen (100 mM Tris/HCI pH
8.0) vollstandig entfaltet vor. Durch Zugabe von 2M NaCl kann die RCM-wt-T1
zurlickgefaltet werden. Die Phosphorylierungsgeschwindigkeit mit der zurlckgefalteten
RCM-wt-T1 als Substrat war um etwa das 50fache gegentiber der unbehandelten RNase T1
gesteigert (Abb. 3.11).

T == Abb. 3.12 Bestimmung der RNase-Aktivitat in An-
und Abwesenheit von DTT

Die Messung der RNase-Aktivitét erfolgte (A) in
Abwesenheit und (B) in Gegenwart von 25 mM DTT
wie unter Abs. 2.7. beschrieben.
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Um Hinweise auf mdgliche strukturelle Verénderungen der mit DTT behandelten RNase T1
zu erhalten, wurde in den folgenden Untersuchungen getestet, ob die Laufeigenschaften in der
nativen Polyacrylamid-Gelelektrophorese sowie die Aktivitét der RNase T1 durch die Zugabe
von DTT verandert werden konnen. Die gegeniiber hochmolekularer Hefe-RNA gemessene
RNase T1-Aktivitdt wurde durch DTT-Konzentrationen bis zu 25 mM nicht beeinflusst
(Abb. 3.12).

Abb. 3.13 Einflussvon DTT auf die L aufeigenschaften der RNase T1 im nativen Gdl.

Die native Gelelektrophorese wurde wie unter 2.2.2. beschrieben mit eéinem 12.5 %-igen Gel bei einer
konstanten Stromstarke von 12 mA durchgefiihrt. Die RNase T1 (5 pg) wurde vor dem Auftragen auf
das Gel in An- und Abwesenheit (Bahn 2 bzw. 1) von 20 mM DTT fir 15 min bel 30 °C inkubiert. Die
Bahn 3 enthidlt entfaltete S-carboxymethylierte RNase T1 (2 ug). Die Detektion der Proteine erfolgte
durch Coomassie-Blau Férbung.
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Die Laufeigenschaften der mit DTT behandelten RNase T1 im nativen Polyacrylamid-Gel
waren im Vergleich zu einer unbehandelten Probe unverédndert. Die vollstandig entfaltet
vorliegende S-carboxymethylierte RNase T1 lauft dagegen bel einem deutlich hdheren
Molekulargewicht (Abb. 3.13).

Alle weiteren Untersuchungen zur Phosphorylierung der RNase T1 wurden in Gegenwart von

20 mM DTT vorgenommen.

Zur Bestimmung der Stochiometrie der Phosphorylierungsreaktion wurde die RNase T1 10
Stunden unter kontinuierlichem Schitteln bei 30 °C mit der ERK2 in Anwesenheit von
radioaktiv. markiertem ATP inkubiert. Um eine Enzyminaktivierung sowie eine
Autohydrolyse des ATP wahrend der langen Inkubationszeit ausschlief3en zu kénnen, wurde
jewells nach 5 und 10 Stunden neue Kinase bzw. neues ATP zugegeben. Nach etwa 10
Stunden konnte keine zusétzliche Phosphorylierung mehr erzielt werden.

Die ermittelte Phosphorylierungsstochiometrie betrug etwa 0.4 mol Phosphat je mol RNase
T1. Das entspricht einem Phosphorylierungsgrad von ca 20 % bezogen auf beide
Phosphorylierungsstellen.
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Abb. 3.14 Elutionsprofil der Trennung eines RNase T1-Phosphorylierungsansatzes mittels
Anionenaustausch-Chromatogr aphie.

Die Elution der RNase T1 erfolgte mit einem linearen NaCl-Gradienten (0-400 mM NaCl, 2ml, 50
min) bel 10 °C. Die eingezeichneten Pfeile entsprechen den Elutionsvolumina der unphosphorylierten
(1), der einfach (2) und der zweifach (3) phosphorylierten RNase T1-wt. Die Detektion der Proteine
erfolgte durch 17.5 %ige SDS-PAGE und anschlie3ende Silberfarbung.

Um zu untersuchen, ob der geringe Phosphorylierungsgrad auf einer Produkthemmung oder
auf einer nicht phosphorylierbaren Form der RNase T1 beruht, wurde der tGber 10 Stunden
phosphorylierte Ansatz mittels Anionenaustausch-Chromatographie an einer MonoQ-Séule
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am SMART-System getrennt. Dabei konnte die unphosphorylierte RNase T1 von der einfach
und zweifach phosphorylierten abgetrennt werden (Abb. 3.14).

Die abgetrennte unphosphorylierte RNase T1 konnte mit ERK2 phosphoryliert werden (Abb.
3.15). Die Phosphorylierungsgeschwindigkeit mit der durch Anionenaustausch-
Chromatographie getrennten RNase T1 als Substrat sowie die Ribonuklease-Aktivitat waren
um etwa 25 % gegenuber einer noch unbehandelten RNase-Probe vermindert.
Untersuchungen mit reiner phosphorylierter RNase T1 konnten nicht durchgefiihrt werden, da

diese Fraktionen noch einen 50 %igen Anteil an unphosphoryliertem Protein enthielten.
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Abb. 3.15 Vergleich der RNase T1-Ausgangsprobe (graue Balken) mit der aus dem
Phosphorylier ungsansatz abgetr ennten unphosphorylierten RNase T1 (weil3e Balken).

(A) Vergleich der RNase-Aktivitét. Die Aktivitat der RNase T1 wurde wie unter Abs. 2.7. beschrieben
bestimmt. Die Konzentration der RNase T1 im M essansatz betrug jeweils 10 nM.

(B) Vergleich der ERK2-katalysierten Phosphorylierung der beiden RNase T1-Proben. Die
Kinaseaktivitdt wurde bel einer RNase T1-Konzentration von jeweils 1 uM bestimmt.

In weiteren Experimenten wurde die Abhéngigkeit des Phosphorylierungsgrads von der
eingesetzten RNase T1-Konzentration untersucht. Dazu wurde die RNase T1 wie oben
beschrieben 10 Stunden mit der MAP-Kinase ERK 2 phosphoryliert.

N
N

Abb. 3.16 Abhangigkeit der maximal erreichbaren
Phosphorylierung von der eingesetzten Substrat-
konzentration

Die RNase T1 wurde 10 Stunden bel 30 °C mit ERK2
phosphoryliert. Nach dieser Zetdauer wurde keine
zusdtzliche Phosphorylierung mehr  erreicht.  Zur
Auswertung wurde der Gesamt-Phosphateinbau aus
der Summe der beiden RNase T1-Banden berechnet.
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Wie in Abb. 3.16 zu sehen ist, nimmt die Phosphorylierungsausbeute mit steigender RNase
T1-Ausgangskonzentration ab. Wahrend bel dem Einsatz von 5 pM Substrat noch ein
Phosphorylierungsgrad von tber 20 % beobachtet wird, kann mit 130 uM RNase T1 nur noch
eine Ausbeute von 8 % erreicht werden.

Die erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass der geringe Phosphorylierungsgrad auf eine

Produkthemmung zurtckzufthren ist.

3.2.5. Kinetische Charakteriserung der RNase T1-Phosphorylierung

3.2.5.1. Untersuchungen zur Phosphorylierung der RNase T1-Varianten

Die RNase T1-wt wird an den beiden Phosphorylierungsstellen fur prolinspezifische
Proteinkinasen phosphoryliert (Abs.3.2.2.). In der gefalteten RNase T1-wt befindet sich die
Ser™-Pro®-Bindung in der cis-Konformation und die Ser’?-Pro”-Bindung in der trans-
Konformation (Pace et al., 1991). Zur weiteren Charakterisierung der durch die MAP-Kinase
katalysierten RNase T1-Phosphorylierung wurden auch die Varianten untersucht, in denen
jewells eine Phosphorylierungsstelle eliminiert worden ist.

In der S54G/P55N-V ariante ist das Serin durch ein Glycin und das Prolin durch ein Asparagin
ausgetauscht worden. Diese Mutante besitzt nur noch die Ser”>-Pro”-Bindung in der trans-
Konformation. Die Struktur und Stabilitét dieser Variante sind fast identisch mit der RNase
T1-wt (Kiefhaber et al., 1990a). Die zweite Mutante P73V, in der das Prolin gegen ein Valin
ersetzt worden ist, kann nur noch an der Ser™-Pro®-Bindung in der cis-Konformation
phosphoryliert werden, da an der Serin’’-Phosphorylierungsstelle die minimale
Konsensussequenz fir prolinspezifische Kinasen (-Ser-Pro-) nicht mehr besteht.. Diese
Variante ist um etwa 8.5 kJ/mol destabilisiert und zeigt eine um 60 % reduzierte RNase T1-
Aktivitét gegentiber Hefe-RNA (Schindler et a., 1996).

Beide Varianten werden nur noch einfach durch die ERK2 phosphoryliert. Die
Autoradiographie des SDS-Gels zeigt jewells nur eine phosphorylierte Bande (Abb. 3.17).
Die beiden einfach phosphorylierten Formen laufen im SDS-Gel bei gleichem
Molekulargewicht und kénnen im Fall der RNase T1-Wildtyp nicht unterschieden werden.
Auch durch Massenspektrometrie konnten nur einfach phosphorylierte Formen detektiert

werden.
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RNaseT1 wt  S54G/PS5N P73V

Abb. 3.17 Autoradiogr aphie eines SDS-Gels mit den drei phosphorylierten RNase T1-Varianten.
Die RNase T1-wt wird an den Resten Ser® und Ser”® phosphoryliert. Die untere Bande entspricht der
einfach phosphorylierten und die obere der zweifach phosphorylierten Form. Die S54G/P55N- und die
P73V-Variante werden durch die ERK2 nur noch einfach phosphoryliert. Die beiden einfach
phosphorylierten Formen laufen im SDS-Gdl auf ener Hohe und kdnnen im Fall des Wildtyp-Proteins
nicht unterschieden werden.

3.2.5.2. Bestimmung der kinetischen Konstanten der Phosphorylierung

Sowohl fur die drel RNase T1-Varianten als auch fur die S-carboxymethylierte RNase T1-wt
(RCM-wt-T1) wurden die katalytischen Konstanten der Phosphorylierung ermittelt. Die
RCM-wt-T1 liegt unter den verwendeten Phosphorylierungsbedingungen vollstandig entfaltet
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Abb. 3.18 v/S Char akteristiken fir verschiedene RNase T 1-Varianten

Die Phosphorylierung wurde mit 50 nM ERK2 wie im Abs. 2.4.4. beschrieben durchgefiihrt und
anschlieflend detektiert. Die Kinaseaktivitéat der ERK2 wurde gegenlber der S-carboxymethylierten
RNase T1-wt (RCM-wt-T1) (o), der RNase T1-P73V-Variante (o), der RNase T1-S54G/P55N-
Variante (o) und der RNase T1-wt (A) bestimmt. Es wurden jeweils die Banden der einfach
phosphorylierten Formen ausgewertet.
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Zur Bestimmung der kinetischen Konstanten Ky und Ve wurden die Phosphorylierungs-
geschwindigkeiten bei mindestens sechs RNase T1-Konzentrationen im Bereich von 0.5 bis
250 uM gemessen. Die Anfangsanstiege wurden durch lineare Regression ermittelt. Um einen
linearen Zusammenhang zu gewdahrleisten, wurden die Phosphorylierungszeiten so gewéhilt,
dass nicht mehr als 5 % des Substrates phosphoryliert werden konnten. Die kinetischen
Konstanten wurden anschliefend mittels Lineweaver-Burk-Darstellung durch lineare
Regression ermittelt.

Wiein Abb. 3.18 und Tab. 1 gezeigt wird, stellt die ungefaltete S-carboxymethylierte RNase
T1 das beste Substrat fur die prolinspezifische MAP-Kinase ERK2 dar. Sie wird mit einer
S5fach hoheren katalytischen Effizienz (kea/Ky) als die native RNase T1-Wildtyp
phosphoryliert. Die mit der RNase T1-S54G/P55N-Variante und dem Wildtyp-Protein
gemessenen kea/Ky-Werte waren in vergleichbarer Grofl3e. Dagegen war die katalytische
Effizienz der MAP-Kinase gegentiber der RNase T1-P73V-Variante, die nur noch die
Phosphorylierungsstelle in der cis-Konformation besitzt, 2.5fach erhoht im Vergleich zum
Wildtyp und der S54G/P55N-V ariante.

Tabelle 1: Vergleich der kinetischen Konstanten der Phosphorylierung durch ERK2 fir
verschiedene RNase-T1-Varianten als Substrat

Substrat Kwm Keat Keat /K
(M) (s (M* s
RCM-wt-T1 7,75-10° 1,96 - 10™ 2530
RNase T1-P73V 8,29 -10° 1,02 - 10" 1228
RNase T1-S54G/P55N 2,59 - 10 1,10 - 10" 425
RNase T1-wt 1,31 - 10" 6,19 - 10? 471

Diese Ergebnisse stehen im scheinbaren Widerspruch zu der gezeigten trans-1somerspezifitat
der ERK2, da die S54G/P55N-Variante mit der verbleibenden Phosphorylierungsstelle in der
trans-Konformation deutlich schlechter durch die ERK2 phosphoryliert wird.

3.2.5.3. Einflussder Sekundarbindestellen auf die Aktivitat der ERK 2

Fur Proteinkinasen ist bekannt, dass die Aminosdurereste in unmittelbarer N&he zur
Phosphorylierungsstelle eine grof3e Bedeutung fur die Erkennung der Substrate besitzen.
Weitere Experimente sollten kldren, ob die hthere katalytische Effizienz der ERK2 gegentiber
der P73V-Variante durch eine bessere Zuganglichkeit der Phosphorylierungsstelle fur die
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Kinase aufgrund sterischer Hinderungen oder durch eine Bevorzugung der Aminosaurereste
an den Sekundérbindestellen zustande kommt.

Zur Untersuchung des Einflusses der zur Phosphorylierungsstelle  benachbarten
Aminosaurereste auf die Kinaseaktivitdt wurden fUr die aus der RNase T1 abgeleiteten
Oligopeptide Ac-Val-Ser-Ser**-Pro>>-Tyr-Tyr-NH, und Ac-Gly-Gly-Ser%-Pro”-Gly-Ala-NH,
die kea/ Km-Werte der Phosphorylierung bestimmt. Dazu wurden die Peptidsubstrate bei 30 °C
mit ERK2 inkubiert. Nach verschiedenen Zeiten wurden Aliquote entnommen, durch
Ansduern abgestoppt und mittels RP-HPLC analysiert. Die Kinaseaktivitaten wurden aus den
Peakflachen berechnet.

Da in dem gemessenen Konzentrationsbereich (0.5-15 mM) keine Substratséttigung erreicht
werden konnte, war eine Bestimmung der katalytischen Konstanten V max und Ky allerdings
nicht moglich. Der Einsatz hoherer Substratkonzentration wurde durch die Loslichkeit der
Peptide limitiert. Dadurch konnten nur die Spezifitdtskonstanten ke/Ky zum Vergleich der
Peptidsubstrate herangezogen werden, die bei Verwendung kleiner Substratkonzentrationen

(S << Ky) direkt aus den gemessenen I nitialgeschwindigkeiten berechnet werden kénnen.

Tab.2: Vergleich der beiden aus den Phosphorylierungsstellen der RNase T1-wt abgeleiteten
Peptidsubstrate.

Peptid Keat /K (M- )
Ac-Val-Ser-Ser-Pro-Tyr-Tyr-NH, 253.6+ 10
Ac-Gly-Gly-Ser-Pro-Gly-Ala-NH, 20.3+15

Die Ergebnisse der Aktivitdtsmessungen (Tab. 2) zeigten eine deutliche Bevorzugung des
Peptidsubstrats Ac-Val-Ser-Ser-Pro-Tyr-Tyr-NH, durch die ERK2. Die Sequenz dieses
Peptids entspricht der verbleibenden Ser>*-Pro®-Phosphorylierungsstelle der RNase T1-
P73V-Variante. Die Spezifitatskonstante war im Vergleich zu dem Substrat Ac-Gly-Gly-Ser-
Pro-Gly-Ala-NH,, welches aus der Ser’®- Phosphorylierungsstelle abgeleitet wurde, um etwa
das Neunfache erhéht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen kdnnten eine Erkléarung fur die

bevorzugte Phosphorylierung der RNase T1-P73V-Variante liefern.
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3.3. Untersuchungen zur native-state |somerisierung der RNase T1

3.3.1. Phosphorylierungsgeschwindigkeit ist durch Prolylisomerisierung limitiert

Die Analyse der Phosphorylierungsstellen und die Untersuchungen der RNase T1-Varianten
haben gezeigt, dass die RNase T1 an den beiden Erkennungssequenzen fur prolinspezifische
Kinasen phosphoryliert werden kann. Das heifdt, die RNase T1-wt wird sowohl an der Serin™-
Prolin®-Bindung in der cis-Konformation als auch an der Serin®-Prolin”>-Bindung in der
trans-Konformation durch die ERK2 phosphoryliert. Dabei war die katalytische Effizienz der
ERK2 gegentiber der RNase T1-P73V-Variante, die nur noch die Phosphorylierungsstelle in
der cis-Konformation enthielt, deutlich hoher im Vergleich zu der S54G/P55N-Variante.
Diese im Widerspruch zu der absoluten trans-1somerspezifitét der ERK2 stehenden Resultate
deuten darauf hin, dass entweder die Phosphorylierung der RNase T1 nicht vollsténdig
isomerspezifisch verlauft oder dass die cis-Serin®*-Prolin>-Bindung auch einen kleinen trans-
|someranteil besitzt.

Um zu klaren, ob die Serin®-Prolin®-Phosphorylierungsstelle sich in  einem
konformationellen Gleichgewicht befindet, wurde die Abhangigkeit der Initial-
geschwingdigkeit der Phosphorylierung von der eingesetzten Kinasekonzentration untersucht.

Die Kinaseaktivitdten wurden bei einer konstanten RNase T1-Konzentration von 10 uM
gemessen. Um einen linearen Zusammenhang zu gewdhrleisten, wurden die
Phosphorylierungszeiten so gewahlt, dass nicht mehr als 5 % des Substrates phosphoryliert
werden konnten. Zur Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeiten wurden nach zwel
verschiedenen Zeiten Aliguote entnommen. Die Kinase wurde im Konzentrationsbereich von
20 bis 140 nM variiert.

Die Auftragung der Initialgeschwindigkeiten gegen die Kinasekonzentrationen zeigte fir die
RNase T1-wt und die RNase T1-P73V-Variante einen hyperbolen Verlauf (Abb. 3.19).
Dieses Verhalten weicht von den fir Enzymreaktionen normalerweise zu erwartenden ab, da
keine direkte Proportionalitét zwischen der Geschwindigkeit des Substratumsatzes und der
Zahl der Enzymmolekiile besteht. Solche Abweichungen haben ihre Ursache 6fters in einer
konzentrationsbedingten Assoziation bzw. Dissoziation des Enzyms. Fir die aktive MAP-
Kinase ERK2 ist bekannt, dass sie bel Konzentrationen von Uber 20 nM in einer dimeren

Form vorliegt.
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Abb. 3.19 Abhangigkeit der Initialgeschwingdigkeit der Phosphorylierung von der eingesetzten
ERK2-K onzentration

Die Kinaseaktivitdt wurde durch lineare Regression aus der Auftragung der Konzentration an
phosphorylierter RNase T1 gegen die Inkubationszeit ermittelt. Die Phosphorylierung wurde mit 10
UM RNase T1-wt (A) bzw. RNase T1-P73V (B) wie im Abschnitt 2.4.4. beschrieben durchgefiihrt.
Fir die Bestimmung der Aktivitdt gegenlber der RNase T1-Wildtyp wurde die Einfach-
Phasphorylierung ausgewertet.
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Um zu untersuchen, ob eine Beeinflussung der Phosphorylierungsgeschwindigkeit aufgrund
einer Dimerisierung der ERK2 vorliegt oder ob das abweichende Verhalten substratbedingt
ist, wurde die Abhangigkeit von der Kinasekonzentration auch mit dem Oligopeptid Pro-Arg-
Ser-Pro-Phe-NH-Np gemessen. Dabei zeigt die Auftragung der Initialgeschwingdigkeiten

gegen die eingesetzten Enzymkonzentrationen den erwarteten linearen Verlauf (Abb. 3.20)

16

Abb. 3.20 Phosphorylierung des Peptidsubstrats Pro-
Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np in Abhéngigkeit von der
eingesetzten ERK 2-K onzentration

Die Phosphorylierung wurde bei 30 °C mit 1 mM Peptid,
500 pM [y-*2P] ATP (5 mCi/mmol) in 50 mM Tris pH
7.5, 10 mM MgCl; durchgefihrt. Zur Bestimmung der
Initialgeschwindigkeit wurden zu zwe verschiedenen
6 Zeéten Aliquote entnommen. Die Trennung und
Auswertung erfolgten wiein Abs. 2.4.4. beschrieben.
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Auch fur die S54G/P55N-Variante konnte ein linearer Verlauf ermittelt werden (Daten nicht
gezeigt). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die beobachtete Abweichung vom linearen
Verhalten bei der Untersuchung der Kinaseabhangigkeit nicht durch eine Oligomerisierung
der ERK2 zustande kommt, sondern substratbedingt ist.

Das abweichende Verhalten im Fall der RNase T1-wt und der P73V-Variante kann
maoglicherweise durch eine der Phosphorylierungsreaktion vorgelagerte, geschwindigkeits-
bestimmende cig/trans-Isomerisierung erklart werden.

Da auch die Ser>*-Pro>-Bindung durch die trans-isomerspezifische ERK2 phosphoryliert
werden kann, liegt diese Bindung wahrscheinlich zu einem kleinen Anteil in der trans
Konformation vor. Bel hohen Kinasekonzentrationen wird das phosphorylierbare trans-
Isomer der Ser”*-Pro™-Bindung sehr schnell verbraucht und muss somit standig durch
cigtrans-lsomerisierung erneuert werden. Wenn die isomerspezifische Phosphorylierung
deutlich schneller ablauft als die Prolylisomerisierung, kommt es zu einer voribergehenden
Abweichung vom cigtrans-Gleichgewicht, in deren Folge die Nachlieferung des
phosphorylierbaren trans-1somers geschwindigkeitsbestimmend wird. Dieses hétte zur Folge,
dass die Phosphorylierungsgeschwindigkeit ab einer bestimmten ERK?2-Konzentration direkt

von der cigtrans-Isomerisierung der cis-Ser-Pro-Bindung abhangig sein wiirde.
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3.3.2. PPlasen beschleunigen die Phosphorylierung der RNase T1

3.3.2.1 Einfluss von Cyclophilin18 auf die Phosphorylierung der RNase T 1-wt

Die Untersuchung der Abhangigkeit der Initialgeschwindigkeiten der Phosphorylierung von
der Kinasekonzentration zeigte fur die RNase T1-wt und die RNase T1-P73V-Variante eine
Abweichung vom normalerweise fur Enzymreaktionen zu erwartenden linearen Verhalten. Da
durch Untersuchungen mit dem Peptidsubstrat Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np eine absolute
Spezifitdt der ERK2 fir das trans-Isomer der Serin-Prolin-Peptidbindung nachgewiesen
werden konnte (Abs. 3.3.1.), ist der fUr die Phosphorylierung der RNase T1-P73V-Variante
beobachtete hyperbole Verlauf wahrscheinlich auf eine vorgelagerte, geschwindigkeits-
bestimmende cis nach trans | somerisierung der Ser>*-Pro™-Bindung zuriickzufiihren.

Um diese Hypothese zu bestétigen, wurde der Einfluss von PPlasen auf die Phosphorylierung
der RNase T1 untersucht. PPlasen katalysieren die cigtrans-Isomerisierung von Peptidyl-
Prolyl-Bindungen. Wenn die cis nach trans |somerisierung der Ser>*-Pro>>-Bindung im nativ
gefalteten Protein geschwindigkeitsbestimmend fir die Kinasereaktion ist, konnten die
PPl asen die Phosphorylierung der RNase T1 beeinflussen.
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Abb. 3.21 Zeitverlauf der Phosphorylierung in An- und Abwesenheit von 500 nM Cyp18

Die Phosphorylierung wurde mit 25 uM RNase T1-wt und 50 nM Kinase wie im Abs. 2.4.4
beschrieben durchgefiihrt; () mit Cypl8- (o) ohne Cypl8-Zusatz. Die gestrichelte Linie stellt das
Verhdltnis der Aktivitdten mit/ohne Cypl8-Zugabe dar. Nach verschiedenen Zeiten wurden Aliquote
entnommen, mit Probenpuffer abgestoppt und durch SDS-PAGE getrennt. Die Detektion der
phosphorylierten RNase T1-Banden efolgte durch Autoradiographie. Fir die Abbildung 3.19 A
wurde die Bande der einfach phosphorylierten und fir die Abb. 3.19 B die Bande der zweifach
phosphorylierten RNase T1-wt ausgewertet.
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In den folgenden Untersuchungen wurde der Einfluss der rekombinanten humanen PPlase
Cyp18 auf die Phosphorylierung untersucht. Dazu wurde vor dem Start der Kinasereaktion,
der durch Zugabe des radioaktiv markierten ATP erfolgte, der Phosphorylierungsansatz mit
Cypl8 drei Minuten lang vorinkubiert. Die Phosphorylierung wurde wie im Abs. 2.4.4.
beschrieben bei 30 °C durchgefihrt.

Der Einfluss der PPlase Cypl8 ist in Abb. 3.21 dargestellt. Dabei ist zu erkennen, dass die
Phosphorylierungsgeschwindigkeit durch 0,5 uM Cypl18 sowohl in der ersten als auch in der
zweiten Phosphorylierungsstufe etwa auf das Doppelte erhoht wird. Der Effekt des
Cyclophilins wurde durch den spezifischen Inhibitor Cyclosporin A aufgehoben. Auch die
Experimente mit der katalytisch inaktiven Cyclophilin18-F113A-Variante, welche keinen
Einfluss auf die Phosphorylierung zeigte, bestétigten die absolute Abhangigkeit der
beobachteten Effekte von der katalytischen Aktivitdt der PPlase (Daten nicht gezeigt).

Wie bereits beschrieben wurde, konnte die Kinaseaktivitdt gegeniiber der RNase T1 in
Anwesenheit von DTT auf etwa das 20fache gesteigert werden. Um einen genligend hohen
Phosphorylierungsumsatz zu erreichen, wurden daraufhin alle Versuche in Gegenwart von 20
mM DTT durchgefiihrt. Um zu untersuchen, ob die Beschleunigung der Phosphorylierung
durch Cypl8 von der verwendeten DTT-Konzentration abhangig ist, wurden die
Phosphorylierungsgeschwindigkeiten in An- und Abwesenheit der PPlase bei zwel
verschiedenen DT T-Konzentrationen gemessen.
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Abb. 3.22 Beschleunigung der Phosphorylierung durch Cypl18
Die Phosphorylierung wurde mit 25 uM RNase T1-wt als Substrat wie im Abs. 2.4.4. beschrieben (A)

in Anwesenheit von 1 mM DTT und (B) von 20 mM DTT durchgefiihrt. Die Konzentration der PPlase
betrug 500 nM.
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Dabei konnte kein Einfluss des Dithiothreitols auf die Cypl8 vermittelte Beschleunigung der
Phosphorylierung beobachtet werden. Die Phosphorylierungsgeschwindigkeit in Gegenwart
des Cyclophilins war im Vergleich zur PPlase-freien Kontrolle sowohl bei 1mM DTT als
auch bei 20 mM DTT im Ansatz auf jeweils das Doppelte erhoht (Abb. 3.22).

3.3.2.2. Einfluss von Cyclophilin18 auf die Phosphorylierung der RNase T1-Varianten

In weiteren Untersuchungen sollte geklart werden, welche der beiden Phosphorylierungsstel-
len der RNase T1-wt in Gegenwart von Cypl8 beschleunigt phosphoryliert wird. Dazu
wurden die Effekte des Cyclophilins auf die Phosphorylierung der beiden Varianten, die

jewells nur noch eine Phosphorylierungsstelle enthielten, untersucht.

Variante: Wildtyp S54G/P55N P73Vv
Konformation der
Phosphorylierungsstelle(n): cis und trans trans cis
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Abb. 3.23 Einfluss von Cyp18 auf die ERK2-Aktivitat gegenliber verschiedenen Varianten der
RNase T1.

Die Phosphorylierung wurde bel 30 °C wie im Abs. 2.4.4. beschrieben durchgefiihrt. Die
Konzentrationen der RNase T1-Varianten betrugen jeweils 25 uM. Unmittelbar vor dem Start der
Phosphorylierungen wurden 500 nM Cyp18 zugegeben. 100 % entsprechen der Kinaseaktivitét ohne
Cypl8-Zusatz gegentiber der jeweiligen RNase Variante. Im Fall der RNase T1-wt wurde die Bande
der einfach phosphorylierten Form ausgewertet.

Die Phosphorylierung der RNase T1-Varianten wurde wie im Abs. 2.4.4. beschrieben
durchgeftihrt. Dabei erfolgte die Zugabe des Cyclophilins unmittelbar vor dem Start der
Reaktion. Um zu kontrollieren, ob die katalytische Aktivitdéd der PPlase fur die
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Beschleunigung der Phosphorylierung notwendig ist, wurde der spezifische Inhibitor
Cyclosporin A (CsA) eingesetzt. Dazu wurde das Cyclophilin 30 Minuten mit einem 50fachen
Uberschuss an CsA vorinkubiert. Zur Ermittlung der Initialgeschwindigkeiten wurden zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten Aliguote entnommen.

Die Aktivitdt der ERK2 gegeniiber der P73V-Variante (verbliebene Phosphorylierungsstelle
in der cis-Konformation) ist in Gegenwart des Cypl8 auf etwa das Doppelte erhoht (Abb.
3.23). Die mit der RNase T1-wt als Substrat gemessene Beschleunigung der Phosphorylierung
in Anwesenheit der PPlase ist vergleichbar hoch. Dagegen wird die Phosphorylierungs-
geschwindigkeit mit der RNase T1-S54G/P55N-Variante als Substrat  (verbliebene
Phosphorylierungsstelle in der trans-Konformation) durch Cypl18 nur um 20 % beschleunigt.
Die Effekte der PPlase wurden durch den spezifischen Inhibitor Cyclosporin A vollstandig
aufgehoben. Das Cyclosporin A allein hatte keinen Einfluss auf die Kinaseaktivitét.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Erhdhung der Phosphorylierungs-
geschwindigkeit in Gegenwart von Cypl8 hauptséachlich auf die beschleunigte cis nach trans
|somerisierung der Ser®*-Pro™-Bindung zuriickzufiihren sein kénnte, welche nachfolgend

durch ERK2 phosphoryliert werden kann.

e ——6———0 Abb. 3.24 Vergleich der Phosphorylierung
» der RNase T1-P73V in An- und Abwesen-
heit von Cyclophilinl8
Die Phosphorylierung wurde mit 20 pM
RNase T1 in Abwesenheit (e) und Gegenwart
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Der Zeitverlauf der Phosphorylierung der RNase T1-P73V-Variante in Gegenwart von Cypl8
ist in Abb. 3.24 dargestellt. In Anwesenheit der PPlase wurde eine deutliche Beschleunigung
der Phosphorylierungsreaktion beobachtet. Wahrend bei Zugabe von Cypl8 schon nach 120
min die maximal mogliche Phosphorylierung erreicht wird, kommt es mit dem PPlase-freien

Ansatz erst nach etwa zehn Stunden zur Beendigung der Reaktion.
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Dabei bewirkt das Cypl8 jedoch keine Erhéhung des Phosphorylierungsgrads. Die maximale
Phosphorylierungsausbeute betrug sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit der PPlase
16 %.

Der Einfluss des Cypl8 auf die in Abs. 3.3.1. untersuchte Abhangigkeit der Anfangs-
phosphorylierungsgeschwindigkeit von der Kinasekonzentration wurde in weiteren
Experimenten bestimmt. Dabei konnte sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit der
PPlase ein hyperboler Verlauf beobachtet werden (Abb. 3.25). Das Verhdltnis zwischen den
Kinaseaktivitdten in An- und Abwesenheit des Cyclophilins nimmt mit steigenden ERK?2-
Konzentrationen zu. Wahrend bei einer ERK2-Konzentration von 50 nM die
Phosphorylierung durch Cypl8 um den Faktor 2.4 beschleunigt ist, wird bei einer
Kinasekonzentration von 5 nM nur eine 1.3fache Beschleunigung beobachtet.
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Abb. 3.25 Abhéangigkeit der I nitialgeschwingdigkeit der Phosphorylierung von der eingesetzten
ERK 2-K onzentration in An- und Abwesenheit der PPl ase Cypl8.

Die Kinaseaktivitdt wurde durch lineare Regression aus der Auftragung der Konzentration an
phosphorylierter RNase T1 gegen die Inkubationszeit ermittelt. Die Phosphorylierung wurde mit 10
UM RNase T1-wt in An (a)- bzw. Abwesenheit (e) von 500 nM Cypl8 wie im Abschnitt 2.4.4.
beschrieben durchgefiihrt. Fir die Bestimmung der Aktivitdt wurde die Einfach-Phosphorylierung der
RNase T1-wt ausgewertet. Die gestrichelte Linie stellt das Verhéltnis der beiden Kurven dar.

3.3.2.3. Einfluss weiterer PPlasen auf die Phosphorylierung

Der Einfluss anderer PPlasen auf die Phosphorylierung der RNase T1 wurde in weiteren
Untersuchungen getestet. Dazu wurde die Phosphorylierung in Gegenwart von 1 uM der
jewells zu untersuchenden PPlase wie in Abs.2.4.4. beschriecben gemessen. In diesen

Experimenten wurde die RNase T1-wt als Substrat verwendet.
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Abb. 3.26 Einfluss verschiedener PPlasen auf die ERK2-katalysierte RNase T1-wt-
Phosphorylierung.

Die Phosphorylierung wurde in Gegenwart von 1 pM PPlase wie in Abs. 2.4.4. beschrieben
durchgefiihrt. Die verwendete RNase T1-wt-Konzentration betrug 25 uM. Es wurde jeweils die
einfach phosphorylierte Bande der RNase T1-wt zur Auswertung verwendet.

Die ERK2-Aktivitét gegeniiber der RNase T1-wt wird durch das FK506-bindende Protein 25
aus Legionella pneumophila (FKBP25) um etwa das Zweifache erhdht. Der Effekt durch des
FKBP25 ist vergleichbar mit der Beschleunigung der Phosphorylierung, die in Gegenwart von
Cyp18 beobachtet wird. In Anwesenheit des Triggerfaktors aus E. coli konnte nur ein geringer
Effekt auf die Phosphorylierung der RNase T1 detektiert werden. Keinen Einfluss auf die
Phosphorylierung hatten bei einer eingesetzten Konzentration von jeweils 1 uM das E. coli
Parvulin 10 und das humane FKBP12 (Abb. 3.26).

3.2.6.4. Konzentrationsabhéngige Beschleunigung der Phosphorylierung

Die Abhangigkeit der Beschleunigung der RNase T1-Phosphorylierung von der Cypl8- und
FKBP25-Konzentration zeigt, dass die Kinaseaktivitéat bereits durch katalytische Mengen der
PPlasen deutlich erhoht wird (Abb. 3.27). So kann schon eine 35 %ige Erhthung der
Phosphorylierungsgeschwindigkeit bei einem RNase T1/PPlase-Verhdltnis von 500
beobachtet werden. Durch den Einsatz von PPlase-Konzentrationen tber 2 uM konnte kein

zusatzlicher Effekt auf die Phosphorylierung mehr erreicht werden.
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Bei den verwendeten Versuchsbedingungen wurde mit dem FKBP25 ein maximaler
Beschleunigungsfaktor von 2.8 beobachtet. In Gegenwart des Cypl8 konnte die
Phosphorylierungsgeschwindigkeit um das 2.5fache beschleunigt werden.
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Abb. 3.27 Konzentrationsabhangige Beschleunigung der RNase T 1-wt-Phosphorylierung durch
Cyp18 und FKBP25

Die Phosphorylierung wurde in Gegenwart von 50 nM — 1000 nM FKBP25 (A) bzw. Cypl8 (B) wie
in Abs. 2.4.4. beschrieben durchgefiihrt. Die verwendete RNase T1-wt-K onzentration betrug 25 uM.

3.3.2.5. Effekte verschiedener FK BP25-Varianten

Mit dem Legionella pneumophila FKBP25 konnten innerhalb der untersuchten PPlasen die
groften Effekte auf die Phosphorylierung der RNase T1 erreicht werden. In weiteren
Experimenten wurde daraufhin der Einfluss verschiedener FKBP25-Varianten untersucht
(Abb. 3.28). Dabel wurde mit der Wildtyp-lsomerase die Kinaseaktivitét gegeniber der
RNase T1-wt am effektivsten erhoht, wahrend die katalytisch inaktive FKBP25-Tyr185Ala
Variante keinen Einfluss auf die Phosphorylierung zeigte. In den Bakterienzellen liegt die
aktive Form des FKBP25 als Dimer vor. Mit der in einer monomeren Form vorliegenden
FKBP25-M 38,42E-V ariante wurde ein deutlich geringerer Effekt im Vergleich zum FKBP25-
wt beobachtet. Auch die Beschleunigung der Phosphorylierung durch das katalytische
Fragment des FKBP25 (Aminosduresequenzbereich 77 bis 213) war um etwa 30 % gegentiber
dem Wildtyp-FKBP25 verringert.
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Abb. 3.28 Einfluss verschiedener FKBP25-Varianten auf die Phosphorylierung der RNase T1-
wt.

Die Phosphorylierung wurde in Gegenwart von 500 nM der FKBP25-Varianten wie in Abs. 2.4.4.
beschrieben durchgefiihrt. Die verwendete RNase T1-wt-Konzentration betrug 25 pM. ESs wurde
jeweils die einfach phosphorylierte Bande der RNase T1-wt ausgewertet. 100 % Aktivitét entsprechen
der Phosphorylierungsgeschwindigkeit ohne FKBP25-Zusatz.

Fur einen Kontrollversuch wurde das FKBP25-wt 30 Minuten mit einem 50fachen
Uberschuss des spezifischen FKBP-Inhibitors Rapamycin vorinkubiert. Wie in Abb. 3.28
gezeigt, wird der Effekt des FKBPs in Anwesenheit des Inhibitors vollsténdig aufgehoben.
Dieses Ergebnis weist ebenfalls darauf hin, dass die kataytische Aktivité der PPlase

essentiell fur die Aktivierung der Phosphorylierung ist.

3.2.6.6. Einfluss von Cyclophilin18 auf die Phosphorylierung der RCM-wt-T1

Unter Niedrigsalzbedingungen (50 mM TrissHCI pH 7.5) liegt die S-carboxymethylierte
RNase T1-wt (RCM-T1-wt) vollsténdig entfaltet vor. In der entfalteten Form befinden sich
die vier Prolylbindungen fast ausschliefdlich in der trans-Konformation. In weiteren
Experimenten wurde untersucht, ob auch die Kinaseaktivitd gegentber der RCM-T1-wt
durch die PPlase Cypl8 beschleunigt werden kann. Dabei wurde die ERK2-Aktivitdt sowohl
gegenuber der entfalteten als auch gegeniber der zurlickgefalteten RNase T1 gemessen (Abb.
3.29).



ERGEBNISSE 60

A B

16 100

T

— ~ 80
] l 2 - ]
(%] ’ T (%]
* *
= = T
£ E eof
3 g
= 080 S
x4 ® 40f
] ]
(%] 0
g g
E 04} £
< 2 0l

0,0 0

Cyp1l8 - + - +

Abb. 3.29 Einfluss von Cyclophilin18 auf die Phosphorylierung der entfalteten und der mit 2 M
NaCl zur iickgefalteten carboxymethylierten RNase T 1-wt.

Die Phosphorylierung wurde mit 25 uM (A) entfalteter carboxymethylierter und (B) zurlickgefalteter
RNase T1-wt bel 30 °C wie unter Abs. 2.4.4. beschrieben durchgefiihrt. Die Kinaseaktivitéat gegeniber
der zuriickgefalteten RNase T1 wurde in Gegenwart von 1 M NaCl gemessen. Die Cyclophilin-
Konzentration im Ansatz betrug 5 uM.

Die Ruckfaltung der RCM-wt-T1 erfolgte bei 30 °C durch Zugabe von 2 M Natriumchlorid.
Die Phosphorylierung der zurlckgefalteten RCM-wt-T1 wurde bei einer NaCl-
Endkonzentration von 1 M durchgeftihrt. Bei dieser Konzentration ist die gegeniiber dem
ERK2-Standardsubstrat MBP (Myelin Basic Protein) gemessene Kinaseaktivitdt um etwa 50
% verringert (Daten nicht gezeigt).

Die Kinaseaktivitét gegentber der entfalteten RCM-wt-T1 konnte durch die Zugabe von
Cyclophilinkonzentrationen bis zu 5 uM nicht beeinflusst werden (Abb. 3.29). Im Gegensatz
dazu wurde die Phosphorylierungsgeschwindigkeit mit der zurtickgefalteten RCM-T1-wt als
Substrat durch 5 puM Cypl18 um ungeféhr 30 % im Vergleich zum PPlase-freien Ansatz
beschleunigt.

Keinen Einfluss hatte das Cyclophilin auf die Phosphorylierung der carboxymethylierten
RNase T1-S54G/P55N-Variante, in welcher die Phosphorylierungsstelle in der cis
Konformation eliminiert ist. So wurde sowohl mit der vollstandig entfalteten als auch mit der
zurlickgefalteten  carboxymethylierten  S54G/P55N-Variante keine  Erhdhung  der
Kinaseaktivitéat in Gegenwart der PPlase detektiert (Daten nicht gezeigt).



ERGEBNISSE 61

3.3.3. Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten der native-state | somerisierung

Die ERK2-Aktivitét gegeniber der RNase T1-wt konnte, wie im Abs. 3.3.2. beschrieben,
durch katalytische Konzentrationen der Peptidyl-Prolyl-cigtrans-Isomerasen Cypl8 und
FKBP25 um anndhernd das Dreifache erhtht werden. Durch Untersuchungen der Varianten
mit nur einer Phosphorylierungsstelle wurde gezeigt, dass die Steigerung der ERK2-Aktivitat
in Gegenwart der PPlasen auf eine beschleunigte Phosphorylierung der Ser>*-Pro-Bindung,
die in der gefalteten RNase T1 in der cis-Konformation vorliegt, zuriickzufihren ist. Da mit
dem Oligopeptidsubstrat Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np eine absolute Selektivitdt der ERK2
fUr das trans-1somer nachgewiesen werden konnte, deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass
die cis-Ser®-Pro>>-Phosphorylierungsstelle in einem konformationellen Gleichgewicht mit
einem kleinen trans-1someranteil steht.

Die ausschlieRliche Phosphorylierung des trans-Konformers der Ser>*-Pro®-Bindung fiihrt zu
einer voribergehenden Abweichung vom thermodynamischen cigtrans-Gleichgewicht. Die
Peptidyl-Prolyl-cis/trans-1somerasen katalysierten die Einstellung dieses Gleichgewichts und
tragen damit wahrscheinlich zu einer beschleunigten Bereitstellung des phosphorylierbaren
trans-lsomers der Ser™-Pro>-Bindung bei. Der Einfluss der PPlasen auf die
Phosphorylierung der RNase T1 weist darauf hin, dass die cis nach trans Isomerisierung der
Ser™-Pro®-Phosphorylierungsstelle - geschwindigkeitsbestimmend fiir die nachfolgende
Kinasereaktion ist.

Auch die Untersuchungen zur Abhangigkeit der Initialgeschwindigkeit von der eingesetzten
Kinasekonzentration (Abs. 3.3.1) deuten darauf hin, dass die Phosphorylierungsgeschwin-
digkeit durch eine vorangeschaltete, cis/trans-lsomerisierung der Ser™*-Pro>-Bindung
bestimmt wird. Somit sollte es moglich sein, die Geschwindigkeitskonstanten der
Prolylisomerisierung direkt aus der gemessenen Kinasereaktion zu ermitteln.

Die Berechnung der kinetischen Konstanten der cis/trans-|somerisierung fiir die Ser>*-Pro™-
Peptidbindung erfolgte mit Hilfe des Software-Programms Dynafit (Kuzmic, 1996) nach dem
Reaktionsschema (1). Zur Bestimmung der Konstanten wurden die Phosphorylierungs-
experimente mit der RNase T1-P73V-Variante ausgewertet (Abb. 3.18 und 3.19 B), da diese
Variante nur noch die Phosphorylierungsstelle in der cis-Konformation besitzt.

Zuerst wurde die Abhangigkeit der Initialgeschwindigkeit von der ERK2-Konzentration nach
Gleichung (1) angepasst. Die durch das Programm ermittelten Geschwindigkeitskonstanten
wurden anschlief3end als Startbedingungen fir die Anpassung der Abhangigkeit der

Initialgeschwindigkeit von der RNase T1-Konzentration verwendet.
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Die Konstante k, wurde fur die beiden Anpassungen als Startbedingung vorausgesetzt und
nicht durch Dynafit berechnet. Sie entspricht den Quotienten aus V yax (Maximalgeschwindig-
keit) und der verwendeten Enzymkonzentration und ist deshalb nicht von der cigtrans
| somerisierung der Ser>*-Pro®-Phosphorylierungsstelle abhangig.

Die berechneten kinetischen Konstanten, die fur beide Abhangigkeiten gute Anpassungen
ergaben, sind in Tabelle 3 dargestellt. Mit Hilfe dieser vier berechneten Konstanten wurden
anschliefend die Kurven der v/S-Charakteristik sowie die der ERK2-Konzentrations-
abhangigkeit durch Dynafit simuliert. Wie die Abb. 3.30 A und B zeigen, ergeben die beiden

durch Simulation erhaltenen Kurven eine gute Korrelation mit den gemessenen Werten.

K. k k
Sis <k— Stans + E <k—l ES 2' P + E (1)
t 1

Gleichung 1: Phosphorylierung der RNase T1-P73V-Variante

Die Ser™-Pro”-Phosphorylierungsstelle befindet sich im Gleichgewicht hauptsichlich in der cis-
Konformation. Da die ERK2 ausschliefdlich die Phosphorylierung des trans-Konformers katalysiert,
muss der trans-lsomeranteil sténdig durch cis/trans-Isomerisierung nachgeliefert werden. Wenn die
isomerspezifische Kinasereaktion deutlich schneller abléuft als die Prolylisomerisierung, kommt es zu
einer voriibergehenden Abweichung vom cis/trans-Gleichgewicht, in deren Folge die Nachlieferung
des phosphorylierbaren trans-I somers geschwindigkeitsbestimmend wird.

Sés bzw. Syas entsprechen der  Konzentration des Substrates mit  der  Ser™-Pro™-
Phosphorylierungsstelle in der cis- bzw. trans-Konformation, E —der ERK2-Konzentration und P- der
phosphorylierten RNase T1-P73V.

Tab. 3: Kinetische Konstanten fiir die cig'trans-Isomerisierung und Phosphorylierung der Ser>-
Pr0°>-Peptidbindung.

Die Geschwindig-keitskonstanten wurden durch das Software-Programm Dynafit aus der
Abhangigkeit der Initialgeschwindigkeit von der ERK2-Konzentration sowie aus der VIS
Charakteristik der P73V-Variante nach Gleichung (1) ermittelt.

Konstante

kc—>t

kt—>c

ki

Ka

ka

1.-10%st

5.8.10*% st

0.265 nM*. st

53¢t

0.062 st
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Abb. 3.30 Vergleich der experimentell bestimmten Phosphorylierungsgeschwindigkeiten mit
den durch das Programm Dynafit berechneten theoretischen Werten.

Die Kurven wurden gemald der Reaktionsgleichung (1) unter Verwendung der in Tabele (3)
dargestdlten K onstanten durch das Programm Dynafit fur die Abhéngigkeit der Initial geschwindigkeit
von der ERK2-Konzentration (A) und fir die Abhangigkeit der Initialgeschwindigkeit von der
Konzentration der RNase T1-P73V-Variante berechnet (B). (A) wurde be ene konstanten
Substratkonzentration von 10 uM und (B) bel einer festen ERK 2-K onzentration von 50 nM gemessen.
Die (o) entsprechen den Werten die durch Simulation aus den kinetischen Konstanten berechnet
worden sind und die (A) den gemessenen Werten.

Mit Hilfe der durch das Dynafit-Programm berechneten kinetischen Konstanten der cistrans-
|somerisierung ke und k.. konnten die Isomerenanteile der Ser™*-Pro>-Bindung nach

Gleichung (2) ermittelt werden.

Scis ’ kcisatrans = Srans ’ ktransacis

Sg% = Scis + Srans

K — ktransacis
kcisatrans
P [0p]= Sras .q0p— 00 )
trans
gesam 1+ K

Der mittels Gleichung (2) berechnete trans-1someranteil der Ser>*-Pro>-Phosphorylierungs-
stelle der RNase T1-P73V-Variante betragt 0,017 %.
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3.3.4. Phosphorylierung der RNase T1 in Abhéangigkeit vom Grad der Rickfaltung

Die RNase T1 wird im gefalteten Zustand durch zwei Disulfidbriicken stabilisiert. Zur
Untersuchung der Abhangigkeit der ERK2-Aktivité vom Faltungsgrad des Substrats wurden
die S-carboxymethylierten Formen der RNase T1-wt (RCM-wt-T1) und der RNase T1-
S54G/P55N (RCM-(Pro55)-T1) verwendet. Diese Varianten
Bedingungen (50 mM Tris/HCI pH 8.0) vollstandig entfaltet vor.

liegen unter nativen

Die Ruickfaltung der carboxymethylierten RNase T1-Varianten wurde durch Anderung des
Salzgehaltes von 0 auf 1 M NaCl induziert. Die Detektion der Faltung erfolgte durch Messung
der Fluoreszenzanderung bei 320 nm nach Anregung bei 268 nm.

Die Ruckfaltung der RCM-wt-T1 verlauft in drei Phasen, einer schnellen, die in der Mischzeit
beendet ist, und zwei sehr langsamen, die 10 bzw. 50 min (bei 8 °C) andauern.

Die RNase T1 besitzt vier Peptidyl-Prolylbindungen, von denen zwei in der cis-Konformation
(Tyr®-Pro®-, Ser™*-Pro>-Bindung) und zwei in der trans-Konformation (Ser>-Pro”-, Try™-
Pro®) vorliegen.
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Abb. 3.31 Abhangigkeit der Kinaseaktivitdét vom Faltungsgrad der S-carboxymethylierten
Formen der RNase T1-wt (A) und der RNase T1-S54G/P55N-Variante (B)

Die Detektion der salzinduzierten Rickfaltung der RNase T1-Varianten erfolgte nach Abs. 2.4.3.
durch Messung der Fluoreszenzanderung bel 320 nm nach Anregung bei 268 nm. Die Fluoreszenz der
nativen Form entspricht 100 % und die der denaturierten 0 %.

Wahrend der Ruckfaltung wurden zu verschiedenen Zeiten Aliquote enthommen und mit 50 nM
ERK?2 phosphoryliert. Die Phosphorylierung wurde wie im Abs. 2.4.5 beschrieben durchgefiihrt. Die
Konzentration der RNase T1-Varianten im Ansatz betrug jeweils 20 uM. Die Kinaseaktivitét (e)
gegeniiber dem Wildtyp (A) nimmt wahrend der Riickfaltung um 180 pM - s ab. Dagegen verringert
sich die Aktivitét gegeniiber der P55N-Variante (B) nur um 10 pM - s*. Alle hier beschriebenen
Experimente erfolgten bei einer Temperatur von 6 °C.
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Die beiden langsamen Phasen werden durch die trans nach cis Isomerisierungen der Ser™-
Pro>>-Bindung sowie der Tyr*®-Pro*-Bindung bestimmt. Die erste langsame Phase wird bei
der Rickfaltung der RCM-(Pro55)-T1-Variante nicht mehr beobachtet. Die Rickfaltung
dieser Variante ist nur noch von der trans nach cis |somerisierung der Tyr®-Pro*-Bindung
abhangig. In diesem Fall kann die Geschwindigkeitskonstante der cis/trans-Isomerisierung
der Tyr®-Pro*-Bindung direkt aus der langsamen Faltungsphase durch Messung der
Fluoreszenzénderung bel 320 nm und anschlief3ender Anpassung an ein Reaktionsmodell
erster Ordnung ermittelt werden. Der unterschiedliche Verlauf der langsamen
Ruckfaltungsphasen der beiden Varianten ist aus den Abbildungen 3.31 A und B deutlich zu
erkennen.

Um zu untersuchen, ob die Kinaseaktivitét vom Faltungszustand der RNase T1 abhéngig i,
wurden wahrend der salzinduzierten Rickfaltung zu verschiedenen Zeiten Aliquote entnom-
men und 10 Minuten mit ERK2 phosphoryliert. Sowohl die Ruckfaltung als auch die
Phosphorylierung wurden bei 6 °C durchgefiihrt.

Die Abb. 3.30 zeigt, dass die Kinaseaktivitéat gegentiber der S-carboxymethylierten RNase
T1- Wildtyp mit zunehmender Ruckfaltung deutlich abnimmt. Dabei betrug die Aktivitét der
ERK2 mit der zurlickgefalteten RCM-wt-T1 nur noch 8 % der Kinaseaktivitét, die mit der
vollstandig ungefalteten RNase gemessen wurde.

Um zu kldren, welchen Anteil die einzelnen Phosphorylierungsstellen (Ser® und Ser’?) an der
Verringerung der Kinaseaktivitét wahrend der Rickfaltung haben, wurde auch die RCM-
(Pro55)-T1-Variante untersucht. Diese Variante enthdlt nur noch die Ser’?-Pro’-
Phosphorylierungsstelle, die sich sowohl im gefateten als auch entfalteten Protein
hauptsachlich in der trans-Konformation befindet.

Auch mit dieser Variante wurde eine Abnahme der Phosphorylierungsgeschwindigkeit in
Korrelation zur Rickfaltung festgestellt. Diese Resultate deuten daraufhin, dass die
Zuganglichkeit der Ser’®-Pro”*-Phosphorylierungsstelle fir die ERK2 mit zunehmender
Ruckfaltung schlechter wird. Wahrend die Kinaseaktivitdt mit der carboxymethylierten
RNase T1-Wildtyp um 92 % im Verlauf der Rickfaltung abnimmt, verringert sich die
Aktivitédt gegenlber der RCM-Pro55-T1-Variante nur um etwa 50 %.

Der Vergleich der Kinaseaktivitdten gegeniber den beiden RNase-T1-Varianten im
entfalteten und zuriickgefalteten Zustand zeigt, dass der Anteil der Ser™-Pro>-
Phosphorylierung in der entfalteten RNase T1 fast 90 % betragt, wahrend er nach erfolgter
Ruckfaltung nur noch 50 % ausmacht. Die deutliche Abnahme der Kinaseaktivitét gegentiber
der S-carboxymethylierten Wildtyp-RNase T1 im Verlauf der Rickfaltung ist somit fast
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ausschlieBlich auf eine verminderte Phosphorylierung der  Ser®*-Pro>>-Bindung
zurlckzufuhren.

Ob diese deutliche Verringerung der Kinaseaktivitdt gegeniiber der Ser™-Pro>-
Phosphorylierungsstelle in der gefalteten RNase T1-wt ausschlief3lich durch die trans nach cis
Isomerisierung dieser Bindung zustande kommt oder ob eine stéarkere Behinderung der
Zuganglichkeit im Vergleich zur Ser"?-Pro”-Bindung vorliegt, kann anhand dieser Ergebnisse

nicht ausgesagt werden.
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4. Diskussion

4.1. Isomer spezifitat prolinspezifischer Proteinkinasen

Die einzigartigen Eigenschaften der Aminosdure Prolin fihren zum gleichzeitigen Auftreten
von cis- und trans-Isomeren der Peptidyl-Prolyl-Bindung sowohl in nativen Proteinen als
auch in Oligopeptiden und partiell gefalteten Polypeptiden (Adjadj et al., 1997; Cheetham et
al., 1998; Evans et al., 1987; Gitti et al., 1996; Ng et al., 1998). Diese beiden koexistierenden
Konformere konnen in biochemischen Reaktionen unterschiedlich reagieren. Solche
isomerspezifischen Prozesse wurden bis jetzt vor allem fir Proteasereaktionen und Protein-
Ligand-Interaktionen gefunden (Brandsch et al., 1998; Charbonnier et al., 1999; Stoddard &
Pietrokovski, 1998; Yaron & Naider, 1993). Auch die Beeinflussung der Signaltibertragung
von Transmembranrezeptoren durch katalytisch aktive PPlasen lieferte indirekte Hinweise auf
isomerspezifische Reaktionen (Chen et al., 1997; Lopez-llasaca et a., 1998).

Im Verlauf dieser Arbeit wurde unter Verwendung eines Oligopeptidsubstrates erstmals
gezeigt, dass die Phosphorylierung von Ser/Thr-Pro Motiven durch prolinspezifische Kinasen
isomerspezifisch verlauft. Zur Untersuchung der Isomerspezifitdt der MAP-Kinase ERK2
wurde das Pentapeptid Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np als Substrat verwendet. Mit diesem
Peptid wurden nach kurzen Inkubationszeiten sowohl ausreichend hohe Phosphorylie-
rungsausbeuten als auch eine genligend schnelle isomerspezifische Proteolyse durch o-
Chymotrypsin erzielt.

Da die Protease ausschliefdlich das trans-Konformer des Substrats hydrolysiert, war es
maoglich, wahrend der nach dem Stopp der Proteolyse folgenden Einstellung des cigtrans-
Gleichgewichts die Initialgeschwindigkeiten der Phosphorylierung in Abhangigkeit von der
| somerenzusammensetzung zu untersuchen. Um die Isomerisierungsgeschwindigkeit so weit
wie mdglich zu verlangsamen, wurden alle Experimente bei O °C durchgefihrt.

Mit dieser Methode konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt der ERK2 gegentiber dem
Peptidsubstrat mit fortschreitender cis nach trans |somerisierung zunimmt. Dabel erreichte die
Kinaseaktivitat mit der vollsténdigen Einstellung des cis/trans-Gleichgewichts eine Séttigung.
Die aus den Phosphorylierungsgeschwindigkeiten berechnete Konstante der cigtrans
|somerisierung korreliert sehr gut mit dem direkt gemessenen Wert.

Da der einzige Unterschied zwischen den Phosphorylierungsansétzen in der verénderten
|somerenzusammensetzung des Peptidsubstrats bestand, sollte keine Abhangigkeit der

Phosphorylierungsgeschwindigkeit von der Prolylisomerisierung beobachtet werden, wenn
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die Kinase nicht in der Lage ist, zwischen dem cis- und dem trans-Konformer der Peptidyl-
Prolyl-Bindung zu unterscheiden.

Die Isomerspezifitdt der ERK2 wurde unter Verwendung der PPlase hFKBP12 welter
untersucht. Durch die Katalyse der cigtrans-Isomerisierung wurde das Peptid schon wéahrend
der Mischzeit wieder vollstandig aquilibriert. Unter diesen Bedingungen gleicht die Phospho-
rylierungsgeschwindigkeit in Gegenwart der PPlase derjenigen Geschwindigkeit, die mit
einem Ansatz nach vollstandiger Gleichgewichtseinstellung erreicht wird. Die Inhibition des
FKBP12 durch das FK506 verdeutlichte die Notwendigkeit einer katalytisch aktiven PPlase
fir die auf die Initialgeschwindigkeiten der Phosphorylierung gezeigten Effekte. Die
Ergebnisse der Untersuchungen mit dem Peptidsubstrat Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np deuten
auf eine absolute Isomerspezifitédt der MAP-Kinase ERK2 fir das trans-1somer der Ser-Pro-
Bindung hin.

In weiteren Untersuchungen konnte auch die Isomerspezifitdt der cyclinabhangigen
Proteinkinase Cdc2/Cyclin B aufgeklart werden. Da die Phosphorylierungsausbeuten mit
dem fir die ERK2 eingesetzten Substrat zu gering waren, wurde ein neuer Test unter

Verwendung des disulfidverbriickten, intern gequenchten fluorogenen Peptidsubstrats

Abz-C))erer-Pro-Arg-Cys-Nty-NHz entwickelt. Da bei diesem disulfidverbrickten Peptid die
Ser-Pro-Bindung zu fast 100 % in der cisKonformation vorliegt, existieren fir die
Untersuchung der |somerspezifitdt jeweils einheitliche Ausgangsbedingungen. Ein weiterer
Vorteil dieser Methode besteht in dem Einsatz von hoheren Peptidkonzentrationen, da die
substratlimitierende isomerspezifische Proteolyse entféllt. Auch die cis/trans-Isomerisierung
nach Spaltung der Disulfidbriicke mittels DTT kann tiber die Anderung der Fluoreszenz bei
420 nm nach einer Anregung bei 320 nm leicht verfolgt werden. Der Nachteil des Tests liegt
in der Verwendung von hohen Konzentrationen an Reduktionsmittel, die zu einer
Beeinflussung der katalytischen Aktivitét der Proteinkinasen fihren kénnen.

Mit dieser Methode konnte auch fir die prolinspezifische Kinase Cdc2/Cyclin B eine absolute
Selektivitét fur das trans-1somer der Ser/Thr-Pro-Bindung nachgewiesen werden. Dabei war
die aus den Phosphorylierungsexperimenten berechnete Geschwindigkeitskonstante beinahe
identisch mit der durch Fluoreszenzmessungen direkt bestimmten Konstante fur die cistrans-
| somerisierung.

Die Untersuchungen zur cigtrans-Isomerspezifitét der ERK2 und der Cdc2/Cyclin B weisen
darauf hin, dass nicht nur die Primarsequenz und die Zuganglichkeit der
Phosphorylierungsstelle, sondern auch die Konformation der Ser/Thr-Pro-Bindung

entscheidend fur die Erkennung durch prolinspezifische Kinasen ist.
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Auch die wéahrend der Anfertigung dieser Arbeit publizierte Rontgenkristallstruktur der
phosphorylierten CDK2 im Komplex mit der regulatorischen Untereinheit Cyclin A und dem
Peptidsubstraa HHASPRK weist auf eine selektive Bindung des trans-Isomers durch die
prolinspezifische Kinase hin (Brown et al., 1999). Fir die MAP-Kinase ERK2 existieren noch
keine substratgebundenen Strukturen. Durch Modellierung der durch Phosphorylierung
aktivierten ERK2-Struktur mit dem Peptid Thr-Pro-Ala konnte jedoch gezeigt werden, dass
die Kinase nur das trans-Konformer binden sollte (Canagargjah et al., 1997). Diese Daten
bestdtigen die an dem Peptidsubstrat Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np  experimentell
nachgewiesene trans-1somerspezifitét der Proteinkinase.

Die Isomerspezifitdt der prolinspezifischen Proteinkinasen scheint ein weit verbreitetes
Prinzip zu sein. Sowohl die Untersuchungen mit den beiden verschiedenen cyclinabhangigen
Proteinkinasen als auch die Experimente mit der MAP-Kinase ERK2 zeigten jeweils eine
Bevorzugung des trans-Konformer prolinhaltiger Peptide. Diese Ubereinstimmung kann
maoglicherweise durch die dhnlichen Katalysemechanismen der prolinspezifischen Kinasen
und durch die hohe phylogenetische Konservierung der Proteinstrukturen erklart werden.

| somerspezifische Enzymreaktionen wurden bis jetzt ausschliefdlich fur Proteasen beschrieben
(Yaron & Naider, 1993). Vor kurzem konnte mit Proteinphosphatasen gezeigt werden, dass
auch die Dephosphorylierung an phosphorylierten Ser/Thr-Pro-Motiven abhangig von der
Konformation des Peptidriickgrates ist. Dabel konnte sowohl fir die Protein Phosphatase 1
als auch fur die Protein Phosphatase 2A eine absolute Bevorzugung des trans-Isomers
nachgewiesen werden (Werner, 2001). Die Alkalische Phosphatase, deren hauptsachliche
physiologische Funktion nicht in der Dephosphorylierung von Proteinen besteht, ist auch in
der Lage, Phosphatreste an Proteinsubstraten zu hydrolysieren (Chan & Stinson, 1986). Im
Unterschied zu den beiden untersuchten Proteinphosphatasen akzeptiert die Alkalische
Phosphatase sowohl die cis- als auch die trans-Konformation der phosphorylierten Ser/Thr-
Pro-Bindung in einem Peptidsubstrat (Zhou et al., 2000). Mdogliche Erkléarungen dafir
konnten die sehr breite Substratspezifitét und ein Katalysemechanismus, der im Gegensatz zu
den Proteinphosphatasen Uber ein kovalentes Zwischenprodukt abléuft, sein. Die
Substraterkennung durch die Alkalische Phosphatase hangt wahrscheinlich nicht von den
Wechselwirkungen mit dem Ruckgrat der Polypeptidkette, sondern hauptséchlich von der
Erkennung des Phosphatrestes an der Seitenkette ab (Coleman, 1992; Holtz & Kantrowitz,
1999).
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4.2. RNase T1 alsM odéllprotein zur Untersuchung der cis/trans-Isomer spezifitat

Die Peptidbindungen liegen wegen ihres partiellen Doppelbindungscharakters entweder in der
cis- oder der trans-Konformation vor. Dabel wird eine deutliche Bevorzugung des trans-
Isomers gefunden. Nur die beiden Konformere der Peptidyl-Prolyl-Bindung sind durch eine
relative Stabilisierung des cis-lsomers von vergleichbarer Energie. Im Vergleich zu den
normalen Peptidbindungen wird deshalb neben der energetisch glnstigeren trans
Konformation auch ein merklicher Anteil der entsprechenden cis-Konformation im
Gleichgewicht beobachtetet.

In kurzen prolinhaltigen Peptiden konnten bis zu 50 % cis-Konformer gefunden werden
(Fischer, 2000). Die Analyse von Proteinstrukturen ergab, dass zwischen 5.2 % und 6.5 %
aller Peptidyl-Prolyl-Bindungen in der cis-Konformation vorliegen. Dagegen befinden sich
die nicht prolinhaltigen Peptidbindungen nur zu einem Anteil von 0.03 % bis 0.05 % in der
cis-Konformation (Jabs et a., 1999; Macarthur & Thornton, 1991; Stewart et al., 1990).

Die Konformationen der Ser/Thr-Pro-Motive der natlrlichen Substrate von prolinspezifischen
Kinasen sind grofdtenteils noch nicht bekannt. Der durch Datenbankanalysen und aus
thermodynamischen Daten geschétzte cis-Anteil dieser Motive liegt zwischen 5 und 20 %
(Reimer et al., 1997; Reimer et al., 1998; Zhou et d., 2000).

Die Frage, ob auch diese cis-Ser/Thr-Pro-Bindungen phosphoryliert werden kdnnen, wurde
anhand des Modellproteins RNase T1 untersucht. Die Identifizierung der
Phosphorylierungsstellen durch tryptischem Verdau und anschlief3ende massenspektrometri-
sche Analyse sowie die Untersuchungen zur Phosphorylierung der RNase T1-Varianten haben
gezeigt, dass die RNase T1 an beiden Erkennungssequenzen fur prolinspezifische Kinasen
durch ERK2 phosphoryliert werden kann.

Dabei wird die Ribonuklease sowohl an der Ser>*-Pro>>-Bindung, die in der gefalteten RNase
T1 in der cis-Konformation vorliegt, as auch an der Ser’®-Pro”*-Bindung, die sich in der
trans-Konformation befindet, phosphoryliert.

Fur eine mdgliche physiologische Bedeutung der RNase T1-Phosphorylierung liegen aus der
Literatur noch keine Hinweise vor. Bis jetzt existieren jedoch einige Beispiele fur eine durch
Phosphorylierung vermittelte Regulation von Enzymen, die an der Synthese, Prozessierung
und dem Abbau von RNA beteiligt sind. So wird die E. coli RNase |11 nach einer Infektion
durch den Bakteriophagen T7 an mehreren Serinresten phosphoryliert. Diese
Phosphorylierung fuhrt zu einem vierfachen Ansteigen der RNase-Aktivitdt (Mayr &
Schweiger, 1983; Nicholson, 1999).
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Ein gut untersuchtes Beispiel ist auch die Phosphorylierung der C-terminalen Doméne (CTD)
der groRen RNA-Polymerase |l-Untereinheit. Die durch die prolinspezifische Kinase
CDK7/Cyclin H katalysierte Phosphorylierung bewirkt wahrscheinlich den Ubergang aus der
Initiationsphase in die Elongationsphase der Transkription(Fisher & Morgan, 1994).

Die Kinaseaktivitdt der ERK2 gegeniuber der RNase T1 konnte in Anwesenheit der
reduzierenden Agens Dithiothreitol deutlich erhdht werden. Die Ribonuklease T1 wird durch
zwei Disulfidbriicken, welche im gefalteten Protein in unmittelbarer raumlicher Nahe liegen,
stabilisiert. Die Cys*-Cys' -Disulfidbindung ist dem Lésungsmittel zu etwa 90% zugénglich,
wahrend die Cys™-Cys'®-Bindung vollstandig im Inneren verborgen ist. So konnte durch
selektive Reduktion mit 25 mM DTT ein Derivat der RNase T1 gewonnen werden, in dem
nur die Cys>-Cys'®-Disulfidbriicke gespalten vorlag (Pace & Creighton, 1986; Pace et 4.,
1988).

Eine mdgliche Erklarung fir die Effekte des DTTs auf die Phosphorylierung kdnnte die
Entstehung eines solchen RNase T1-Derivats sein. Durch die Spaltung der Cys*-Cys™-
Bindung kommt es wahrscheinlich zu einer Erhdhung der Flexibilitdt der RNase T1, in deren
Folge die Zuganglichkeit fur die MAP-Kinase deutlich verbessert wird. Die Konfor-
mationsstabilitét der RNase T1 nimmt durch das Offnen der Cys*-Cys'-Disulfidbriicke um
etwa 3 kcal/mol ab (Pace et a., 1991). Das Laufverhalten der mit 20 mM DTT behandelten
RNase T1 zeigte wéhrend der nativen Polyacrylamid-Gelelektrophorese keinen Unterschied
zu einer unbehandelten Probe. Auch die RNase T1-Aktivitét desmit DTT reduzierten Proteins
war anndhernd unverandert.

Diese Ergebnisse werden auch durch die Untersuchungen von Pace et al. bestétigt. Dabel
konnte anhand der Laufeigenschaften in der Gelelektrophorese sowie durch Fluoreszenz-
messungen gezeigt werden, dass die teilweise reduzierte RNase T1 in einer &hnlichen
Konformation wie das Wildtyp-Protein gefaltet bleibt (Pace & Creighton, 1986).

Auch die Untersuchungen der RNase T1-C2S/C10N-Variante mittels CD- und 2D-NMR-
Spektroskopie ergaben, dass die Sekundarstruktur sowie die Konformation der Peptidyl-
Prolyl-Bindungen in Abwesenheit der Cys>-Cys'°-Disulfidbriicke unverandert waren (Mayr et
al., 1994). Diese Variante zeigte eine um etwa 20 % verminderte RNase T1-Aktivitat.

Die an den vier Cysteinresten S-carboxymethylierte RNase T1 liegt dagegen unter scheinbar
nativen Bedingungen (0.1 M Tris/HCI pH 7.5) vollstandig entfaltet vor. Im Gegensatz zu der
tellweise reduzierten RNase T1 war diese Variante in der nativen Polyacrylamid-Gelelektro-

phorese zu einem deutlich htheren Molekulargewicht verschoben.
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Die RNase T1 konnte an beiden Erkennungssequenzen flr prolinspezifische Proteinkinasen
durch ERK2 phosphoryliert werden. Die ermittelte Phosphorylierungsstochiometrie nach
beendeter Kinasereaktion betrug etwa 0.4 mol Phosphat je mol RNase T1. Das entspricht
einem Phosphorylierungsgrad von etwa 20 % bezogen auf beide Phosphorylierungsstellen.
Dieser geringe Phosphorylierungsgrad beruht hauptséchlich auf einer Hemmung durch das
Phosphorylierungsprodukt. Das Vorhandensein einer nicht phosphorylierbaren RNase T1-
Form kann wahrscheinlich ausgeschlossen werden. So konnte die von einem ausreagierten
Phosphorylierungsansatz mittels Anionenaustausch-Chromatographie abgetrennte
unphosphorylierte RNase T1 anschliefiend erneut durch die MAP-Kinase phosphoryliert
werden. Dabei war die Kinaseaktivitét gegentiber der abgetrennten RNase T1 im Vergleich zu
einer noch unbehandelten RNase Probe um etwa 25 % vermindert. Auch die RNase T1-
Aktivitdt war um etwa den gleichen Betrag verringert. Diese Tatsache kann wahrscheinlich
durch eine tellweise Denaturierung der RNase T1 wahrend der Reinigung erkléart werden.
Auch die Ergebnisse der Untersuchung der Abhangigkeit des Phosphorylierungsgrads von der
eingesetzten RNase T1-Konzentration deuten auf eine Produkthemmung hin. Dabei wurde
eine Abnahme der Phosphorylierungsausbeute mit steigender RNase T1-Ausgangs
konzentration beobachtet.

In der Literatur sind ebenfalls Beispiele fur eine Inhibition der MAP-Kinase durch
Produkthemmung beschrieben worden. So betrégt die Stéchiometrie der Phosphorylierung
des Myelin Basic Proteins durch ERK2 weniger als 0.4 mol gebundenes Phosphat je mol
Protein. Die Phosphorylierung des Myelin Basic Proteins gehort dabei zu den am effektivsten
katalysierten Reaktionen der ERK2 (Erickson et al., 1990; Jacobs et al., 1999).

Die RNase T1-wt wird durch die prolinspezifische Kinase sowohl am Serin** als auch am
Serin’® phosphoryliert. Durch die Untersuchungen zur Phosphorylierung der RNase T1-
Varianten, die jeweils nur noch eine Phosphorylierungsstelle enthielten, konnte die Katalyse
der ERK2 gegeniiber den beiden Ser-Pro-Bindungen verglichen werden.

Die Kinaseaktivitét gegeniber der RNase T1-P73V-Variante war deutlich erhéht im
Vergleich zum Wildtyp (Tab. 1). Die katalytische Effizienz gegeniber der S54G/P55N-
Variante und der RNase T1-wt war in vergleichbarer Hohe. Diese Ergebnisse scheinen im
Widerspruch zu der an dem Peptidsubstrat Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np gefundenen
absoluten Spezifitdt der ERK2 flUr das trans-Konformer der Ser/Thr-Pro-Bindung zu stehen,
da die RNase T1-P73V-Variante, die nur noch die sich grofitenteils in der cis-Konformation
befindende Ser>*-Pro™-Bindung besitzt, deutlich effektiver phosphoryliert wird als die
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S54G/P55N-Variante, die nur noch die Phosphorylierungsstelle in der trans-Konformation
aufweist.

Die niedrigere katalytische Effizienz gegentiber der S54G/P55N-Variante konnte durch eine
vergleichsweise schlechtere Zuganglichkeit der trans-Ser’?-Pro’®-Phosphorylierungsstelle fiir
die Kinase, aufgrund sterischer Hinderungen, erklart werden. Auch die deutlich erhéhte
Aktivitédt der ERK2 gegentiber der vollstandig entfaltet vorliegenden S-carboxymethylierten
RNase T1-wt weist auf eine gehinderte Zugéanglichkeit der Phosphorylierungsstellen im
gefalteten Protein hin.

Eine weitere Ursache fiur die Bevorzugung der RNase T1-P73V-Variante konnte eine durch
den Aminosiureaustausch hervorgerufene Anderung der Eigenschaften des Proteins
darstellen. So ist die Konformationsstabilitét der P73V-Variante im Vergleich zum Wildtyp
und zu der S54G/P55N-Variante um etwa 8.5 KJmol vermindert. Die Destabilisierung der
RNase T1-Variante kénnte zu einer erhdhten Flexibilitét des Proteinrtickgrates und damit zu
einer verbesserten Zuganglichkeit der Phosphorylierungsstelle fuhren. Auch die RNase T1-
Aktivitdt gegenuber Hefe-RNA war um 60% reduziert. Dagegen konnte mittels CD-
Messungen im Fern- und Nah-UV-Bereich gezeigt werden, dass die Sekundér- und
Tertiarstruktur der P73V-Variante fast unverandert ist. Auch die Fluoreszenzspektren des
Wildtyps und der P73V-Variante sind beinahe identisch (Schindler et al., 1996).

Eine weitere Erklarung fiir eine bevorzugte Phosphorylierung der Ser>*-Pro>-Bindung konnte
eine unterschiedlich gute Erkennung der Sekundérbindestellen durch die Kinase liefern. Dazu
wurden die Kinaseaktivitdten gegenuber den Oligopeptidsubstraten, die von den beiden
RNase T1-Phosphorylierungsstellen abgeleitet worden sind, gemessen. Der Vergleich der
Aktivitdtsmessungen zeigte eine deutliche Bevorzugung des Peptidsubstrats Ac-Val-Ser-Ser-
Pro-Tyr-Tyr-NH, durch die MAP Kinase. Die Sequenz dieses Peptids entspricht der
verbleibenden Ser™*-Pro*-Phosphorylierungsstelle der RNase T1-P73V-Variante. Die
Spezifitétskonstante war im Vergleich zu dem Substrat Ac-Gly-Gly-Ser-Pro-Gly-Ala-NH,,
welches aus der Ser’>- Phosphorylierungsstelle abgeleitet wurde, um etwa das Neunfache
erhoht. Die Kinaseaktivitéten gegeniiber den beiden RNase T1-Varianten unterschieden sich
etwa um den Faktor drei. Diese Ubereinstimmung der Ergebnisse deutet darauf hin, dass die
effizientere Phosphorylierung der P73V-Variante durch die Proteinkinase ERK2
hauptsachlich durch eine bessere Erkennung der Sekundérbindestellen erklért werden kann.
Die katalytische Effizienz der Kinase gegentiber den kurzen Peptiden war deutlich niedriger
als die, die mit den RNase T1-Varianten beobachtet worden ist. Diese Resultate korrelieren

mit Untersuchungen, die eine deutlich effizientere Phosphorylierung von Proteinsubstraten
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verglichen zu Peptiden durch die ERK2 gezeigt haben. So wird das aus der Myelin Basic
Protein-Aminosauresequenz  abgeleitete Peptid ATGPLSPGPFGRR mit einer 600fach
niedrigeren Geschwindigkeit phosphoryliert als das Myelin Basic Protein. Die Ursachen
dafr liegen vor allem in einem drastisch hoheren Ky-Wert fir das Peptidsubstrat.

Die katalytische Effizienz der Phosphorylierung des Myelin Basic Proteins ist mit einem Key
/Km-Wert von 10° M. s* eine der hichsten beschriebenen fir Substrate der ERK2 und
Proteinkinasen im allgemeinen (Prowse et al., 2000). Im Vergleich dazu wird die RNase T1-

wt mit einer 2000fach niedrigeren Effizienz phosphoryliert.

4.3. Konformationelle Heter ogenitat der nativen RNase T1

Im Widerspruch zu der an einem Peptidsubstrat nachgewiesenen trans-1somerspezifitét der
ERK2 wird die RNase T1-wt sowohl an der trans-Serin">-Prolin™-Bindung als auch an der
Serin®*-Prolin®-Bindung, die im gefalteten Protein in der cis-Konformation vorliegt, durch
die MAP-Kinase phosphoryliert. Eine Erklarung fur diese Tatsache ist, dass die sich
hauptsichlich in der cis-Konformation befindende Ser>*-Pro™-Bindung auch einen geringen
trans-Isomeranteil besitzt. Die Untersuchung der Abhangigkeit der Initialgeschwingdigkeit
der Phosphorylierung von der eingesetzten Kinasekonzentration unterstiitzt diese Hypothese.
Die Auftragung der Anfangsgeschwindigkeiten gegen die ERK?2-Konzentrationen zeigte fir
die RNase T1-wt und die P73V-Variante einen hyperbolen Verlauf. Normalerweise wird fur
Enzymreaktionen eine direkte Proportionalitdt zwischen der Geschwindigkeit des
Substratumsatzes und der Zahl der Enzymmolekiile beobachtet.

Solche Abweichungen von der Linearitdt haben ihre Ursache ofters in einer konzentrations-
bedingten Assoziation des Enzyms. So ist beschrieben, dass die MAP-Kinase ERK2 nach
erfolgter Aktivierung durch Phosphorylierung in eine dimere Form Ubergeht. Dabei sinkt die
Dissoziationskonstante fur das Dimer von 20 uM fir die nichtaktivierte auf 7.5 nM fur die
aktivierte Form der ERK2 (Cobb & Goldsmith, 2000). Als Folge der Dimerisierung der
ERK2 wird eine anschliefiende Translokation in den Zellkern beschrieben. Dabel besitzt die
Dimerisierung wahrscheinlich auch eine Funktion bel der Kontrolle der Phosphorylierung der
ebenfalls meist als Dimer vorliegenden Transkriptionsfaktoren (Canagargjah et al.). Eine
Beeinflussung der katalytischen Konstanten durch die Dimerisierung konnte jedoch nicht
festgestellt werden (Prowse et al., 2000).

Da die eingesetzten Kinasekonzentrationen (20-140 nM) in den Experimenten mit den RNase
T1-Varianten deutlich tGber der Dissoziationskonstante des Dimers (7.5 nM) lagen, sollte die

ERK2 in allen durchgefihrten Versuchen in dimerer Form vorgelegen haben. Auch die
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Abhangigkeit der Phosphorylierungsgeschwindigkeit von der Kinasekonzentration mit dem
Peptidsubstrat Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np zeigte den erwarteten linearen Verlauf. Diese
Tatsachen deuten darauf hin, dass die Abweichungen von der Proportionalitdt mit der RNase
T1-wt und der P73V-Variante als Substrat nicht auf einer Assoziation bzw. Dissoziation der
Kinase beruhen, sondern substratbedingt sind.

Die beobachtete Abweichung der Kinaseabhangigkeit von der Proportionalitéat kann durch die
mit Peptidsubstraten nachgewiesene cigtrans-Isomerspezifitat erklart werden. So wird bei
hohen Kinasekonzentrationen infolge der ausschliefdlichen Phosphorylierung des trans
Konformers durch die isomerspezifische ERK2 der kleine trans-1someranteil der Ser>*-Pro>-
Bindung schnell verbraucht. Dadurch kommt es zu einer voribergehenden Abweichung vom
thermodynamischen cigtrans-Gleichgewicht. Dieses hétte zur Folge, dass die Kinaseaktivitat
ab einer bestimmten ERK2-Konzentration direkt von der Nachlieferung des trans-Konformers

und damit von der cis/trans-Isomerisierung der Ser>*-Pro>>-Bindung abhéngig sein wiirde.

Die Beschleunigung der Phosphorylierung der RNase T1-wt in Gegenwart von katalytischen
Konzentrationen der PPlase Cypl8 ist ein weiteres wichtiges Indiz zur Bestdtigung dieser
Hypothese. Durch Untersuchungen der RNase T1-Varianten, die nur noch eine
Phosphorylierungsstelle enthielten, wurde gezeigt, dass die PPlase hauptsachlich die
Phosphorylierung der Ser®*-Pro>-Bindung beeinflusst. Dabei sollte eine Beschleunigung der
Phosphorylierung der RNase T1 durch Cypl8 nur in dem Fall beobachtet werden kénnen,
wenn die Prolylisomerisierung geschwindigkeitsbestimmend fir die isomerspezifische
Phosphorylierungsreaktion ist. Der Einfluss von PPlasen auf die Phosphorylierung kann somit
wahrscheinlich durch eine beschleunigte Einstellung des cis/trans-Gleichgewichts erklart
werden. Dadurch kommt es zu einer schnelleren Bereitstellung des phosphorylierbaren trans-
|somers der Ser**-Pro>-Bindung und somit zu einer Erhéhung der Kinaseaktivitét.

Die Frage, ob eine katalytisch aktive PPlase fir die Beschleunigung der RNase T1-
Phosphorylierung essentiell ist, konnte durch Inhibitionsstudien und Untersuchungen mit
einer katalytisch inaktiven Cyclophilinl8-Variante geklart werden. So konnte der Einfluss des
Cyclophilinl8 auf die Phosphorylierungsgeschwindigkeit durch die Zugabe des spezifischen
Inhibitors Cyclosporin A vollstandig aufgehoben werden. Auch die Experimente mit der
katalytisch inaktiven Cyclophilin18-F113A-Variante, welche keinen Einfluss auf die
Phosphorylierung zeigte, bestétigten die absolute Abhéngigkeit der beobachteten Effekte von
der katalytischen Aktivitét der PPlase.
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Eine Katalyse der cig/trans-Isomerisierung von Peptidyl-Prolylbindungen in nativen Proteinen
durch Peptidyl-Prolyl-cig/trans-Isomerasen konnte bereits fir das Mannose-bindende Protein
und die Adenylatkinase nachgewiesen werden (Ng & Weis, 1998; Sheng et a., 1997).

Ein weiteres gut untersuchtes Beispiel stellt die durch die Proteinphosphatase 2A (PP2A)
katalysierte Dephosphorylierung der dualspezifischen Phosphatase Cdc25 dar. Die Cdc25¢c
besitzt eine entscheidende Rolle beim G,/M-Ubergang des Zellzyklus. Sie wird durch eine
Vielzahl von Phosphorylierungen reguliert. Durch Lu et al. konnte gezeigt werden, dass die
Dephosphorylierung des Thr*® in Gegenwart der PPlase Pinl, die eine Bevorzugung von
phosphorylierten Serin- bzw. Threoninresten N-terminal vom Prolin aufweist, deutlich
beschleunigt wird. Weder katalytisch inaktive Varianten noch die isolierte WW-Doméne von
Pinl zeigten einen Effekt auf die Dephosphorylierung (Zhou et al., 2000). Weitere Hinweise
fir eine Betelligung der PPlase an der Regulation des Phosphorylierungsgrads von Cdc25c¢
konnten durch Uberexpression von Pinl in HelLa-Zellen und Extrakten von Xenopus Laevis
gewonnen werden. Dabel bewirkt Pinl eine Inaktivierung der Phosphatase Cdc25¢ und
verhindert damit den Eintritt in die Mitose (Lu et d., 1996; Shen et a., 1998).

Auch die teilweise Kompensation von temperatursensitiven PP2A-Mutanten in Hefezellen
durch Uberexpression von Pinl weist auf ein mogliches Zusammenspiel der PPlase mit der
PP2A hin. Ebenso werden temperatursensitive Mutanten des Pinl-homologen Proteins
ESS1/PTF1 durch Uberexpression von PP2A fast vollstandig kompensiert (Zhou et al., 2000).
Die Dephosphorylierung des Mikrotubuli-assoziierten Proteins tau durch die PP2A wird
ebenfalls in Gegenwart von katalytisch aktivem Pinl beschleunigt. Das tau-Protein wird an
mehreren Ser/Thr-Pro-Motiven phosphoryliert. Dabei konnte durch Untersuchungen von
verschiedenen tau-Varianten gezeigt werden, dass die PPlase Pinl nur die
Dephosphorylierung eines bestimmten pSer-Pro-Motives reguliert (Lu et al., 1999; Zhou et
al., 2000). Ob diese phosphorylierte Ser-Pro-Bindung hauptséchlich in der cis-Konformation
vorliegt und deshalb durch die trans isomerspezifische Phosphatase in Gegenwart von Pinl
beschleunigt dephosphoryliert wird, ist noch nicht bekannt.

Die Phosphorylierung der Ser>*-Pro®-Bindung konnte durch katalytische Konzentrationen an
Cyclophilin18 beschleunigt werden. Die Untersuchung des Einflusses anderer PPlasen auf die
Phosphorylierung zeigte, dass das Legionella pneumophila FKBP25 die Kinaseaktivitat
gegenuber der RNase T1-wt in vergleichbarer GrofRe beschleunigte. Dagegen wird in

Anwesenheit des E. coli Triggerfaktors nur ein geringer Einfluss auf die Phosphorylierung der
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RNase T1 beobachtet. Mit dem E. coli Parvulin 10 sowie mit dem humanen FKBP12 konnte
die Phosphorylierungsgeschwindigkeit nicht beeinflusst werden.

Im Gegensatz zu der geringen Beschleunigung der Phosphorylierung katalysiert der E. coli
Triggerfaktor die langsame Phase der Rickfaltung der S-carboxymethylierten RNase T1-
P55N-Variante (RCM-P55N-T1) um den Faktor 22 effizienter als das Cyclophilinl8 (Scholz
et a., 1997; Zarnt et al., 1997). Die langsame Phase der Ruckfaltung der RCM-P55N-T1 wird
durch die trans nach cis |somerisierung der Tyr*®-Pro®-Peptidbindung bestimmt. Die
gefundenen Unterschiede konnten einen weiteren Hinwels liefern, dass die Effekte der
PPlasen auf die Phosphorylierung auf eine Beeinflussung der cig/trans-Isomerisierung der
Ser™-Pro®-Bindung zuriickzufihren sind und nicht auf einer Anderung der Konformation der
zweiten cis-Peptidbindung beruhen, die moglicherweise zu einer verbesserten Zuganglichkeit
der Phosphorylierungsstelle fr die Kinase fihren wirde.

Die Unterschiede in der Fahigkeit der PPlasen, die Phosphorylierung zu beeinflussen, kbnnten
sowohl durch eine unterschiedliche Zuganglichkeit der Ser™-Pro®-Bindung als auch durch
eine verschiedenartige Substratspezifitdt der PPlasen erklért werden. So werden mit den
beiden PPlasen Parvulinl0 und FKBP12, die das kleinste Molekulargewicht besitzen, die
geringsten Effekte erzielt. Dagegen konnte mit dem relativ grof3en, als Dimer vorliegenden,
FKBP25 die grofiten Effekte auf die Phosphorylierung erzielt werden. Mit der in monomerer
Form vorliegenden FKBP25-M38,42E-Variante wurde ein deutlich geringerer Effekt im
Vergleich zum Wildtyp beobachtet. Diese Ergebnisse kdnnten daraufhin deuten, dass fir eine
effiziente Katalyse der cigtranslsomerisierung der Ser™*-Pro®-Phosphorylierungsstelle
zusatzliche Wechselwirkungen mit der RNase T1 notwendig sind. Dabei ist die katalytische
Aktivitét der PPlase fur die Beschleunigung der Phosphorylierung absolut notwendig. So
wurden die Effekte des FKBP25 in Gegenwart des spezifischen Inhibitors Rapamycin
vollstandig aufgehoben. Auch mit der katalytisch inaktiven FKBP25-Tyr185Ala-Variante
konnte kein Einfluss auf die Phosphorylierung festgestellt werden.

Die Untersuchungen zur Substratspezifitdt der PPlasen anhand von Oligopeptiden der
allgemeinen Form Suc-Ala-Xa-Pro-Phe-pNA zeigten, dass die FK506-bindenden Proteine
eine starke Pré&ferenz fur hydrophobe Reste (Leu, Phe, 1le) N-terminal zum Prolin besitzen.
Die Cyclophiline zeigen dagegen eine relativ gering ausgeprégte Substratspezifitéat. Dabei
werden Peptide mit Xz, = Ala bzw. Va um den Faktor 5-9 besser erkannt und umgesetzt als
jene mit X4 = His bzw. Trp. (Harrison & Stein, 1990; Harrison & Stein, 1992). Fur Peptide
mit X, = Ser bzw. Thr liegen aus der Literatur leider noch keine systematischen Vergleiche

zwischen den PPlasen vor.
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Die Beschleunigung der ERK2-katalysierten RNase T1-Phosphorylierung zeigte eine
Abhangigkeit von der eingesetzten PPlase Konzentration. Die Phosphorylierungs-
geschwindigkeit wurde bereits durch katalytische Mengen von Cypl8 und L. pneumophila
FKBP25 deutlich erhoht. Durch die Zugabe von PPlase-Konzentrationen Uber 2 uM konnte
nur noch ein geringer zusédtzlicher Effekt auf die Phosphorylierung erreicht werden. Der
maximal erzielbare Beschleunigungsfaktor mit den sechs untersuchten PPlasen lag bei den
verwendeten Versuchsbedingungen jeweils in dem Bereich von 2.5 bis 3. Eine mégliche
Erklarung dafir konnte sein, dass bei hoheren PPlase-Konzentrationen die cigtrans
Isomerisierung und damit die Nachlieferung des phosphorylierbaren trans-Substrates nicht
mehr geschwindigkeitsbestimmend fur die Phosphorylierungsreaktion ist.

Der Einfluss des Cyclophilins auf die Phosphorylierung der S-carboxymethylierten RNase T1
war deutlich geringer im Vergleich zu den Effekten, die mit der unmodifizierten RNase T1
beobachtet wurden. So konnte mit der durch Zugabe von 2 M Natriumchlorid zuriickgefal-
teten RCM-T1-wt nur eine maximale Beschleunigung um den Faktor 1.3 gezeigt werden.
Mogliche Ursachen fir die geringere Beeinflussung der Phosphorylierung kdnnten ein
erhohter trans-1someranteil der Phosphorylierungsstelle sowie eine grof3ere Flexibilitét der S-
carboxymethylierten RNase T1 sein. Dadurch kann wahrscheinlich das fur die Kinase
phosphorylierbare trans-lsomer der Ser>-Pro™-Bindung auch ohne PPlase-Katalyse in
ausreichender Konzentration und gentigend hoher Geschwindigkeit nachgeliefert werden.

Da das Cyclophilin18 unter dhnlichen Salzbedingungen in der Lage ist, die Rickfaltung der
RCM-T1-wt zu katalysieren (Schmid et al., 1996; Stoller et al., 1995), beruht die
vergleichsweise geringere Beschleunigung der Phosphorylierung vermutlich nicht auf einer
Inhibierung der PPlase durch die hohe Salzkonzentration.

Auf die Phosphorylierung der unter Niedrigsalzbedingungen entfaltet vorliegenden RCM-wit-
T1 wurde kein Einfluss durch PPlasen beobachtet. In der entfalteten S-carboxymethylierten
RNase T1-wt liegt die Ser>*-Pro®-Phosphorylierungsstelle zu etwa 80 % in der trans
Konformation vor (Kiefhaber et al., 1990a). Durch die ausschliefdliche Phosphorylierung des
trans-Konformers kommt es nur zu einer sehr geringen Verschiebung des cistrans
Gleichgewichts und dadurch zu keinem messharen Effekt der PPlasen auf seine Einstellung.
Die katalytische Effizienz der MAP-Kinase ERK2 gegenlber der entfalteten RCM-T1-wt
war im Vergleich zur unmodifizierten nativen RNase T1-wt um den Faktor 5 erhoht. Die
Untersuchung der Abhangigkeit der Kinaseaktivitédt vom Faltungszustand der RCM-wt-T1
zeigte, dass die Abnahme der Phosphorylierungsgeschwindigkeit mit der Zunahme der

Fluoreszenz bei 320 nm wahrend der langsamen Phase der Rickfaltung korreliert. Die
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langsame Phase wird durch die trans nach cis Isomerisierungen der Ser>*-Pro™-Bindung
sowie der Tyr®-Pro*-Bindung bestimmt (Kiefhaber et al., 1990a; Kiefhaber et al., 1990c).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die deutlich geringere Kinaseaktivitét gegentiber der
gefalteten RNase T1-wt hauptsichlich auf die trans nach cis |somerisierung der Ser™-Pro>-
Phosphorylierungsstelle zuriickzufiihren ist. Um zu kléren, ob auch die Phosphorylierung der
trans-Ser%-Pro”*-Phosphorylierungsstelle wahrend der Riickfaltung einer Veranderung
unterliegt, wurde auch die S-carboxymethylierte RNase T1-S54G/P55N-V ariante untersucht.
Mit dieser Variante, die nur noch die Phosphorylierungsstelle in der trans-Konformation
enthalt, wurde eine wesentlich geringere Abnahme der Phosphorylierungsgeschwindigkeit in
Korrelation zur langsamen Phase der RUckfaltung festgestellt. Dieser Effekt beruht
wahrscheinlich auf einer veranderten Zugénglichkeit der Ser’?-Pro’-Bindung fiir die ERK2.
Der Vergleich der Kinaseaktivitéten gegeniiber den beiden entfalteten S-carboxymethylierten
RNase-T1-Varianten zeigt, dass die Phosphorylierung der Ser**-Pro®®-Bindung um das
Zehnfache effizienter katalysiert wird als die der Ser”-Pro™-Bindung. Nach erfolgter
Ruckfaltung werden beide Phosphorylierungsstellen mit nahezu gleicher Geschwindigkeit
phosphoryliert.

Ob diese deutliche Verringerung der Kinaseaktivitdt gegeniiber der Ser™-Pro>-
Phosphorylierungsstelle in der gefalteten RNase T1-wt ausschliefdlich durch die cidtrans
Isomerisierung dieser Bindung zustande kommt oder ob auch eine Behinderung der

Zuganglichkeit vorliegt, kann anhand dieser Ergebnisse nicht ausgesagt werden.

4.4. Detektion von native-state | somerisierungen durch isomer spezifische Kinasen

Die Resultate der Untersuchungen zur Abhangigkeit der Initialgeschwindigkeit der
Phosphorylierung von der Kinasekonzentration sowie die Experimente zur Beschleunigung
der Phosphorylierungsgeschwindigkeit durch PPlasen deuten darauf hin, dass die Ser>*-Pro>-
Bindung der nativen RNase T1 sich in einem konformationellen Gleichgewicht befindet.
Solche durch cig/trans-Isomerisierung hervorgerufenen konformationellen Gleichgewichte
von Peptidbindungen in nativen Proteinen sind fir eine Vielzahl von Beispielen beschrieben
worden. So erfolgt durch die Bindung von Ca&*-lonen an das Mannose-bindende-Protein und
verschiedenen anderen Lectinen des C-Typs (Bouckaert et a., 2000; Ng & Weis, 1998) eine
Verschiebung des Isomerengleichgewichts der Glu'*°-Pro™-Peptidbindung in Richtung des
cis-lsomers. Auch bei der Staphylokokken-Nuklease wird durch Zugabe von Ca**-lonen und

des im aktiven Zentrum bindenden Inhibitors pdTp (deoxyThymidin-3",5 -diphosphat) das
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| somerengleichgewicht an der Lys™°-Pro*

(Evanset a., 1989; Loh et al., 1991).
Das Auftreten von solchen native-state |somerisierungen kann durch verschiedene
gpektroskopische Methoden detektiert werden. So kdnnen mittels NMR-Spektroskopie

Hinweise Uber das parallele Vorliegen der beiden Isomere gewonnen werden (Adjadj et al.,

-Bindung zugunsten des cis-Isomers verschoben

1997). Auch das Auftreten von zwei verschiedenen Rontgenkristallstrukturen eines Proteins
deutet auf das Vorhandensein einer native-state Isomerisierung hin (Ng et al., 1998). Durch
HPLC konnten ebenfalls die nebeneinander vorliegenden cis- und trans-Isomere der Prolin
enthaltenden Polypeptidkette getrennt werden (Okeefe et al., 1996). Diese Methoden
erfordern jedoch, dass die Anteile beider Isomere genligend hoch sind bzw. dass sich die
verschiedenen in Losung vorhandenen Isomere gleichermal3en gut kristallisieren lassen.
Weiterhin konnen cig/trans-Isomerisierungen in nativen Proteinen aufgrund von Anderungen
der Fluoreszenzeigenschaften verfolgt werden (Ng & Weis, 1998). Eine Voraussetzung daftr
ist, dass fluoreszierende Seitenketten an den Konformationsinderungen beteiligt sind. Eine
weitere Moglichkeit zur Verfolgung von native-state Isomerisierungen besteht in der
Messung von Enzymaktivitdten. So konnte am Beispiel der Acylphosphatase gezeigt werden,
dass die cig/trans-1somerisierung einer Prolylbindung, welche die Gesamtstruktur des Proteins
nicht beeinflusst, wesentlich zur Aktivitét des Enzyms beitrégt (Chiti et al., 1999). Auch die
Beeinflussung von strukturellen und enzymatischen Eigenschaften von Proteinen durch
katalytisch aktive PPlasen kann indirekte Hinweise auf native-state |somerisierungen liefern
(Lopez-llasaca et d., 1998).

Die beiden sich langsam ineinander umwandelnden Prolylisomere kénnen zu
unterschiedlichen biologischen Eigenschaften und Funktionen der nativen Proteine flhren.
Dies beinhaltet vor allem die Bindung an Liganden sowie die Veranderung der
Substrateigenschaften von Proteinen in isomerspezifischen Enzymreaktionen (Phospho-
rylierungen). Aus diesen unterschiedlichen Reaktivitdten der isomerspezifischen Enzyme
(prolinspezifischen Proteinkinasen) gegentber den beiden Isomeren der Peptidyl-Prolyl-
Bindung ergibt sich eine weitere Moglichkeit zur Aufklarung von native-state

| somerisierungen.

Die Untersuchung der Abhangigkeit der Initialgeschwindigkeiten von den eingesetzten
Kinasekonzentrationen zeigte, dass die cis/trans-|somerisierung der Ser>*-Pro>>-Bindung fir
die Phosphorylierung geschwindigkeitsbestimmend ist. Dadurch war eine Voraussetzung

erflllt, um die Geschwindigkeitskonstanten der Prolylisomerisierung direkt aus der



DISKUSSION 81

gemessenen Kinasereaktion zu ermitteln. Die Anteille der beiden Isomeren wurden
anschlief3end aus den ermittelten Geschwindigkeitskonstanten berechnet.

Die Berechnung der kinetischen Konstanten der cis/trans-|somerisierung fiir die Ser>*-Pro™-
Peptidbindung der RNase T1-P73V-Variante erfolgte mit Hilfe des Software-Programms
Dynafit (Kuzmic, 1996). Dazu wurden sowohl die Abhangigkeit der Initialgeschwindigkeit
von der ERK2-Konzentration als auch die Abhéngigkeit der Initialgeschwindigkeit von der
RNase T1-Konzentration nach dem gleichen Reaktionsmodell angepasst. Durch das
Programm konnten kinetische Konstanten berechnet werden, die fur beide Abhangigkeiten
eine gute Ubereinstimmung zeigten. So ergaben die durch Simulation aus den
Geschwindigkeitskonstanten berechneten Kurven eine gute Korrelation mit den gemessenen
Werten.

Die bei einer Temperatur von 30 °C ermittelten Konstanten der native-state |somerisierung
der Ser>*-Pro™-Peptidbindung betrugen fiir die cis—trans |somerisierung 1-10*s* und fiir die
trans—cis | somerisierung 5.8 -10% s™.

In der Literatur snd fur kurze unstrukturierte Peptide eine Reihe von
Geschwindigkeitskonstanten der Prolylisomerisierung beschrieben worden. Dabel variierten
die ermittelten Konstanten der cis—trans Isomerisierung in Abhangigkeit von der N-terminal
zum Prolin benachbarten Aminosdure um weniger als eine Grolenordnung (Fischer, 2000).
Die mit dem Oligopeptid Ac-Ala-Ser-Pro-Lys-NH, gemessenen und fur 30 °C berechneten
Geschwindigkeitskonstanten der cig/trans-1somerisierung der Ser-Pro-Bindung betrugen 2:10°
2 st pzw. 3-10° s* (Reimer et al., 1998). Im Vergleich zu diesen Werten, ist die
Geschwindigkeitskonstante der cis nach trans Isomerisierung der RNase T1-Ser™-Pro>-
Peptidbindung um zwei GrolRenordnungen niedriger, wahrend der Wert der trans nach cis
Isomerisierung um den gleichen Faktor erhoht ist. Dagegen wird in vielen Félen die
Stabilisierung des cis-lsomers nur durch eine Senkung der Geschwindigkeitskonstante der
cis—trans Isomerisierung erreicht (Ng & Weis, 1998).

Konstanten fur die Prolylisomerisierung in Proteinen konnten vor alem durch
Untersuchungen zur Rickfaltung von denaturierten Proteinen erhalten werden. In den meisten
Fallen sind die ermittelten Geschwindigkeiten der cistrans-Isomerisierung vergleichbar zu
denen, die mit kurzen Modellpeptiden gemessen worden sind. So stimmen die Konstanten der
cistrans-lsomerisierung der Ser>*-Pro™-Bindung, die durch Riickfaltung der RNase T1
ermittelt worden sind, gut mit den fir das Peptid Ac-Ala-Ser-Pro-Lys-NH, beschriebenen
Werten (iberein (Mayr et al., 1996). Auch die Isomerisierungsgeschwindigkeiten der Tyr%-
Pro®-Bindung der RNase A sind vergleichbar mit den an Oligopeptiden gefundenen (Houry
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& Scheraga, 1996). Im Gegensatz dazu ist die trans nach cis |somerisierung der Lys™®-Pro**'-
Bindung wahrend der Ruckfaltung der Staphylokokken-Nuklease um drei GréR3enordnungen
schneller als die |somerisierung dieser Bindung in Peptidderivaten (Kautz & Fox, 1993).

Fur die Bestimmung von Geschwindigkeitskonstanten der cig/trans-1somerisierung in nativen
Proteinen liegen in der Literatur dagegen bis jetzt nur wenige Beispiele vor. So wurde fur die
cis—trans | somerisierung der Ser’®-Pro”*-Bindung der humanen Muskel-Acylphosphatase ein
Wert von 2.7 - 102 s? bei 28 °C ermittelt (Chiti et al., 1999). Auch fir die native-state
|somerisierung der Glu*-Pro**!-Bindung des Mannose-bindenden Proteins konnten die
Geschwindigkeitskonstanten bestimmt werden. Dabei betrugen die bei 36 °C gemessenen
| somerisierungskonstanten ke = 5.1 - 10% s* und ke = 1.1 - 10? s™. In Gegenwart von
Ca”*-lonen sinkt die Geschwindigkeitskonstante der cis—trans Isomerisierung ke auf 2.6 -
10* s*, wahrend ki_c mit 0.7 - 102 s nahezu konstant bleibt. Dies entspricht einem Ca*-
induzierten Anstieg des cis-Gehalts der Glu'*°-Pro™®'-Bindung von 20 auf 96.4 % (Ng &
Weis, 1998). Ein weiteres Beispiel stellt die |somerisierung der Gla*-Pro®-Bindung des
Prothrombins nach erfolgter Kalziumzugabe dar. Die durch Fluoreszenzmessungen ermittelte
Geschwindigkeitskonstante der trans—cis Isomerisierung betrug 4.3 - 10° s* (Evans &
Nelsestuen, 1996).

Eine im Vergleich zu kurzen Peptidderivaten deutlich hthere Geschwindigkeitskonstante der
Prolylisomerisierung konnte durch NMR-Spektroskopie fur die cis—trans Isomerisierung
(Ket = 4.8 st , 48 °C, pH 11) der His-Pro-Bindung des Peptidhormons Angiotensin 1|
gemessen werden. Die beobachtete Konstante konnte mit einer intramolekularen Katalyse
durch die protonierte Seitenkette des Histidins erklart werden (Reimer et al., 1997).

Die Geschwindigkeiten der cis/trans-Isomerisierung der Ser>*-Pro>-Peptidbindung sind nur
bedingt mit den in der Literatur vorhandenen Werten vergleichbar. Die an nativen Proteinen,
kurzen Oligopeptiden sowie wahrend der prolinlimitierten RUckfaltung gemessenen
Geschwindigkeitskonstanten der Prolylisomerisierung unterscheiden sich teilweise um
mehrere GrofRenordnungen. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Seitenkette der
Aminosaure N-terminal vom Prolin einen Einfluss auf die Isomerisierung in Oligopeptiden
besitzt (Fischer, 2000; Reimer et al., 1998). Dagegen spielen bei Proteinen wahrscheinlich
sterische Zwange der Struktur sowie die Katalyse durch benachbarte Aminosaureseitenketten
eine ebenso wichtige Rolle fir die Geschwindigkeit der cis/trans-lsomerisierung. So konnte
fir die Dihydrofolat-Reduktase aus E. coli eine Beteiligung des Arg™ an der |somerisierung
der GIn®®-Pro®®-Bindung gezeigt werden (Texter et al., 1992).



DISKUSSION 83

Aus den Geschwindigkeitskonstanten k..: und ki der native-state |somerisierung konnten
die |somerenanteile der Ser>*-Pro™-Peptidbindung berechnet werden. Dabei betrug der Anteil
des trans-lsomers 0,017 %. Aus der Literatur lagen noch keine Hinweise fir eine
konformationelle Heterogenitét der Ser™-Pro>>-Bindung der RNase T1 vor, da solche
geringen Anteile eines Isomers bis jetzt mit den verwendeten Methoden zur Struktur-
aufklarung nicht detektiert werden konnten.

Obwohl die Aufkléarung der Konformationen von Peptidyl-Prolylbindungen in Proteinen
durch isomerspezifische Kinasen auf phosphorylierbare Ser/Thr-Pro-Motive begrenzt i<t,
besitzt sie einige Vorteile gegentber den bis jetzt angewandten Methoden, wie NMR-
Spektroskopie und Rontgenkristallstrukturanalyse. So erfordern diese Methoden gentigend
hohe Konzentrationen beider |somere, eine gleichermal3en gute Kristallisierbarkeit sowie eine
ausreichend hohe Auflosung der Proteinstruktur. Aufgrund dieser Voraussetzungen sind
wahrscheinlich eine Vielzahl von cis-Xaa-Pro-Bindungen in Proteinen bisher unentdeckt
geblieben. So konnte gezeigt werden, dass in Strukturen mit einer Auflésung unter 2 A der
cis-Anteil von Peptidyl-Prolylbindungen doppelt und von normalen Peptidbindungen dreimal
so hoch war wie in Strukturen mit einer Auflésung tber 2.5 A (Weisset al., 1998).

Die in dieser Arbeit vorgestellten Experimente zur Phosphorylierung der RNase T1
beschreiben eine neue, sehr empfindliche Methode zur Aufklarung der Konformation von
Peptidbindungen sowie zur Bestimmung von |somerisierungsgeschwindigkeiten in nativen

Proteinen unter Verwendung isomerspezifischer Enzyme.

4.5. |somer spezifitat als Regulationsprinzip prolinspezifischer Phosphorylierung

Anhand von Untersuchungen an Oligopeptidsubstraten und dem Modellprotein RNase T1
konnte in dieser Arbeit eine absolute Bevorzugung des trans-Konformers von Ser/Thr-Pro-
Motiven durch die prolinspezifischen Proteinkinasen ERK2 und Cdc2/Cyclin B nachgewiesen
werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die PPlasen Cypl8 und FKBP25 in der Lage
sind, die Phosphorylierung der RNase T1 zu beeinflussen. Diese Ergebnisse sind ein welterer
Hinweis auf eine Katalyse von cig/trans-Isomerisierungen in nativen Proteinen durch PPlasen.
Die Untersuchungen der Dephosphorylierung von prolingerichteten Motiven in Oligopeptiden
und Proteinen haben ebenfalls eine deutliche Bevorzugung des trans-Konformers durch die
Proteinphosphatasen 1 und 2A gezeigt. Dabei kann die Dephosphorylierung in Gegenwart der
phosphatspezifischen PPlase Pinl beschleunigt werden (Zhou et al., 2000).
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Diese Ergebnisse deuten auf ein neuartiges Regulationsprinzip zur Kontrolle des
Phosphorylierungsgrades von Substraten prolinspezifischer Proteinkinasen hin. Dieser
Mechanismus beinhaltet das Zusammenwirken von spezifischen PPlasen mit den an der

Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung beteiligten Enzymen.

ERK?2
Cdc2/Cyclin B
\%\"P Cy > ‘%\’9
R Fo
trans PP2A, PP1 trans '
4
Cyclophilin Binl Biologische
FKBP Effekte
®
cis cis
O 2 O
Ve & : > B &
<
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Phosphatase

Abb. 4.1 Regulationsmechanismus zur Kontrolle des Phosphorylierungsgrades von Substraten
prolinspezifischer Proteinkinasen

Das Moddl geht davon aus, dass die in der trans bzw. cisKonformation vorliegenden
phosphorylierten Ser/Thr-Pro-Motive unterschiedliche biologische Eigenschaften der Proteine
bewirken. Dazu gehdren z. B. die Bindung von Liganden sowie die Regulation der Enzymaktivitét.
Die cigtrans-lsomerisierung der phosphorylierten Motive wird durch die phosphatspezifischen
PPlasen katalysiert (Pinl). Die Phosphorylierung der Ser/Thr-Pro-Bindungen in der trans
Konformation kann durch die prolinspezifischen Kinasen ERK2 und Cdc2/Cyclin B katalysiert
werden. Damit die Mative in der cis-Konformation phaosphoryliert werden kdnnen, miissen sie zuerst
(unter Beteiligung von PPlasen wie z.B. FKBP und Cyclophiling) in die trans-Konformation
isomerisieren. Proteinkinasen, die ausschlielilich die cis-Konformation phaosphorylieren kénnen,
wurden bis jetzt noch nicht beschrieben. Dagegen kann die Alkalische Phosphatase in vitro auch
pSer/pThr-Pro-Mative in der cis-Konformation dephosphorylieren.

Dabei konnen die PPlasen durch die Katalyse der cigtrans-1somerisierung die Bereitstellung
des fur die isomerspezifische Phosphatase bzw. Kinase (de)phosphorylierbaren Isomers
regeln (Abb. 4.1). Die Katayse der PPlasen kann somit in Verbindung mit
Phosphorylierungs- bzw. Dephosphorylierungsreaktionen zu einer strukturellen Anderung des
Peptidrickgrates der Proteine flihren. Bis jetzt war aus der Literatur bekannt, dass allein durch
die Bindung von Phosphatresten Veranderungen in der Konformation der Polypeptidkette

induziert werden konnen (Johnson, 1994). Die in der trans- bzw. cis-Konformation
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vorliegenden phosphorylierten Ser/Thr-Pro-Motive kénnen unterschiedliche biologische
Eigenschaften der Proteine bewirken. Dazu gehdren veranderte katalytische Aktivitéten von
Enzymen oder verschieden starke Bindungskapazitdten gegeniiber Liganden. So koénnten
Phosphatrest-erkennende Proteindoménen wie z. B. die SH-2- und WW-Doméne selektiv ein
Isomer erkennen. Anhand der Kristallstruktur der WW-Doméne von Pinl mit dem
gebundenen Peptid Tyr-Ser(POsH,)-Pro-Thr-Ser(PO3sH,)-Pro-Ser wurde gezeigt, dass die
beiden phosphorylierten Ser-Pro-Motive nur in der trans-Konformation gebunden werden
konnen (Verdecia et a., 2000). Die Katalyse der cigtransisomerisierung der
Phosphorylierungsstellen durch Pinl konnte somit nicht nur die Dephosphorylierung, sondern
auch die Wechselwirkungen mit anderen Proteinen regulieren.

In Proteinen wird die relative Haufigkeit von phosphorylierten cis-Ser/Thr-Pro-Bindungen
auf 10 - 20 % geschétzt (Zhou et al., 2000). Ob diese cis-pSer-Pro-Motive erst nach erfolgter
Phosphorylierung und anschlief3ender cigtrans-lsomerisierung in die cis-Konformation
Ubergehen oder ob Kinasen existieren, die auch die cis-Ser/Thr-Pro-Bindungen
phosphorylieren kénnen, konnte bis jetzt noch nicht geklart werden. Fir die Thr®-Pro?-
Phosphorylierungsstelle der cytoplasmatischen Doméne des Amyloid Precursor Proteins
konnte durch NMR-Spektroskopie gezeigt werden, dass der cis-Isomeranteil dieser Bindung
sich infolge der Phosphorylierung durch GSK-33 um 9 % erhoht (Ramelot & Nicholson,
2001). Durch Untersuchungen an kurzen Oligopeptiden konnte weiterhin gezeigt werden,
dass die Phosphorylierung von Ser/Thr-Pro Motiven die Geschwindigkeitskonstanten der
cigtrans-lsomerisierung beeinflusst. So waren die Geschwindigkeitskonstanten nach
Phosphorylierung der Peptide bis um das Achtfache reduziert. Auch ein leicht verringerter
cis-Gehalt konnte beobachtet werden (Schutkowski et al., 1998). Dabel waren im Gegensatz
zu unphosphorylierten Peptiden sowohl die | somerisierungsgeschwindigkeiten als auch die
cis-Gehalte der phosphorylierten Peptide im physiologischen Bereich sehr stark vom pH-Wert
abhangig.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung prolinspezifischer Motive
nicht nur von der Primérsequenz der Phosphorylierungsstelle, sondern auch von der
Konformation des Peptidriickgrates abhangig sein kann. So konnte gezeigt werden, dass
bestimmte cis-Ser/Thr-Pro-Motive erst durch eine vorangeschaltete cis/trans-1somerisierung
effizient phosphoryliert werden kdnnen. Ob auch Proteinkinasen existieren, die ausschliefdlich

die cis-Konformation phosphorylieren, bleibt noch eine offene Frage.
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5. Zusammenfassung

Die reversible Proteinphosphorylierung an Serin- oder Threoninresten N-terminal zum Prolin
gehdrt zu den wichtigsten Regulationsmechanismen einer Vielzahl zelluldrer Prozesse. Die
Phosphorylierung wird durch die Vertreter der prolinspezifischen Proteinkinasen katalysiert.
Diese werden in die Familien der cyclinabhangigen Kinasen, welche eine Schltisselrolle bel
der Regulation des Zellzyklus besitzen, und in die der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen, die
entscheidend an der intrazelluléren Signallbertragung beteiligt sind, eingeteilt.

Durch die einzigartigen Eigenschaften des Prolins kann es zum gleichzeitigen Auftreten von
cis- und trans-Isomeren der Peptidyl-Prolylbindung in nativen Proteinen kommen. Wie am
Beispiel von Proteasen bereits gezeigt wurde, kénnen die sich ineinander umwandelnden
Isomere in Enzymreaktionen unterschiedlich reagieren. Das Ziel dieser Arbeit bestand darin
zu untersuchen, ob auch prolinspezifische Proteinkinasen zwischen dem cis- und dem trans-
|somer der Ser/Thr-Pro-Bindung unterscheiden kdnnen. Die Untersuchung des Einflusses von
Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen auf die Phosphorylierung war ein weiterer Bestandteil
dieser Arbeit.

- Die trans-Isomerspezifitét der MAP-Kinase ERK2 konnte mit dem Peptidsubstrat Pro-Arg-
Ser-Pro-Phe-NH-Np nachgewiesen werden. Die Herstellung des reinen cis-Konformers
erfolgte mittels isomerspezifischer Proteolyse. Wahrend der Wiedereinstellung des cis/trans-
Gleichgewichtes konnte die Phosphorylierungsgeschwindigkeit in Abhangigkeit von der
| somerenzusammensetzung untersucht werden. So wurde eine Zunahme der ERK2-Aktivitét
gegentber dem Peptidsubstrat in Korrelation mit dem ansteigenden trans-Isomeranteil
beobachtet. Dabei stimmte die aus den Phosphorylierungsexperimenten berechnete
Geschwindigkeitskonstante fast genau mit der fUr die cigtransIsomerisierung direkt

gemessenen Uberein.

- Zur Aufklérung der Isomerspezifitdt der prolinspezifischen Kinase Cdc2/Cyclin B wurde ein

welterer Test unter Verwendung des disulfidverbriickten, intern gequenchten fluorogenen

Peptidsubstrats Abz-Cys-Ser-Pro-Arg-Cys-Nty-NHz entwickelt. Nach der Offnung der
Disulfidbriicke mittels DTT isomerisiert das Peptid bis zur Einstellung des cidtrans
Gleichgewichts. Die Untersuchung der Phosphorylierung des Peptidsubstrats, welches
unterschiedliche Konzentrationen an cis- und trans-Konformer wéhrend der 1somerisierung

enthielt, zeigte eine nahezu absolute Spezifitét der Cdc2/Cyclin B fur das trans-1somer.
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- Die cidtrans-lsomerspezifitdt der ERK2 wurde anhand der Ribonuklease T1 weiter
untersucht. Die Analyse der Phosphorylierungsstellen mittels tryptischem Verdau und
Massenspektrometrie sowie die Untersuchungen mit RNase T1-Varianten haben gezeigt,
dass die RNase T1 sowohl an der Serin®*-Prolin®-Bindung als auch an der Serin’%-Prolin”-
Bindung durch die ERK2 phosphoryliert wird. Die Untersuchung der Phosphorylierung der
beiden RNase T1-Varianten zeigte, dass die katalytische Effizienz der ERK2 gegenliber der
RNase T1-P73V-Variante, die nur noch die Ser**-Pro*-Phosphorylierungsstelle in der cis-
Konformation besitzt, im Vergleich zur S54G/P55N-Variante deutlich erhdht war. Diese
bevorzugte Phosphorylierung der cis-Ser™*-Pro™-Bindung steht im  scheinbaren
Widerspruch zu der an dem Peptidsubstrat Pro-Arg-Ser-Pro-Phe-NH-Np gefundenen
absoluten Spezifitdt der ERK2 fir das trans-Isomer. Durch Untersuchungen an von der
RNase T1 abgeleiteten Peptidsubstraten konnte gezeigt werden, dass diese Bevorzugung
gegeniiber der Ser’?-Pro”-Bindung zum groRten Teil auf einer besseren Erkennung der
Sekundérbindestellen beruht.

- Die Untersuchungen zur Abhéngigkeit der Initialgeschwindigkeiten von den eingesetzten
Kinasekonzentrationen zeigten, dass bei hohen ERK2-Konzentrationen die cig/trans
|somerisierung der Ser>*-Pro>-Bindung fiir die Phosphorylierung der RNase T1-P73V-
Variante geschwindigkeitsbestimmend wird. In Gegenwart katalytischer Konzentrationen
der PPlase Cypl8 wird die Phosphorylierung der Ser>-Pro™-Bindung deutlich
beschleunigt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass diese hauptséchlich in der cis
Konformation vorliegende Bindung sich in einem Konformationsgleichgewicht mit einem
kleinen trans-lsomeranteil befindet. Somit trdgt die PPlase wahrscheinlich zu einer
schnelleren Bereitstellung des durch die isomerspezifische Kinase phosphorylierbaren
trans-Konformers bel. Die Phosphorylierungsgeschwindigkeit gegentiber der RNase T1-wt
konnte auch durch das FKBP25 um das 2.5fache beschleunigt werden. Dagegen konnte in
Anwesenheit des E. coli Triggerfaktors nur ein geringer Effekt auf die Phosphorylierung der
RNase T1 beobachtet werden. Keinen Einfluss hatten bei einer eingesetzten PPlase-
Konzentration von jeweils 1 pM das Parvulin 10 aus E. coli und das humane FKBP12.
Durch Experimente mit katalytisch inaktiven PPlase-Varianten sowie durch den Einsatz von
spezifischen Inhibitoren konnte gezeigt werden, dass die katalytische Aktivitat der PPlasen

fur die Beschleunigung der Phosphorylierungsgeschwindigkeit absolut notwendig ist.
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- Da die isomerspezifische Kinasereaktion deutlich schneller als die Prolylisomerisierung
ablauft, wird die Nachlieferung des Substrates in der katalysierbaren trans-Konformation
far die Phosphorylierung geschwindigkeitsbestimmend. Dadurch wurde es mdglich, die
Geschwindigkeitskonstanten der native-state Isomerisierung sowie die konformationelle
Zusammensetzung der Ser®-Pro>-Bindung direkt aus der gemessenen Kinasereaktion zu
ermitteln. Die mit Hilfe des Software-Programms Dynafit aus der v/S-Charakteristik und
der Abhangigkeit der Initialgeschwindigkeit von der Kinasekonzentration berechneten
Konstanten der cis/trans-|somerisierung betrugen firr die cis—trans |somerisierung 1-10™
s* und fir die trans—cis Isomerisierung 5.8-10™" s*. Aus den Geschwindigkeitskonstanten
der native-state |somerisierung konnte ein trans-Isomeranteil von 0,017 % fir die Ser™-
Pro>-Peptidbindung der RNase T1-P73V-Variante ermittelt werden.

Die in dieser Arbeit gezeigten Experimente zur isomerspezifischen Phosphorylierung der
RNase T1 beschreiben eine neue, sehr empfindliche Methode zur Untersuchung der
konformationellen Heterogenitdt von nativen Proteinen. Obwohl die Aufklarung der
Konformationen von Peptidyl-Prolylbindungen in Proteinen durch isomerspezifische Kinasen
auf phosphorylierbare Ser/Thr-Pro-Motive begrenzt ist, besitzt sie einige Vorteile gegentiber
den bis jetzt angewandten Methoden. So wird infolge des Einsatzes von radioaktiv
markiertem ATP eine sehr hohe Sensitivitét erreicht, wodurch im Vergleich zur NMR-
Spektroskopie und Rontgenkristallstrukturanalyse nur sehr geringe Proteinkonzentrationen
bendtigt werden.
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