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EINLEITUNG 1

1. Einleitung
1.1. Zellulare Proteinfaltung und ihre Unterstitzung
1.1.1.de novoProteinfaltung

Proteine sind als Arbeitsmolekile der Zelle wahrscheinlich an allen biologischen Prozessen
beteiligt. Sie bilden nicht nur die Struktur der Zelle, sondern sind auch die hauptsachlichen
Katalysatoren chemischer Reaktionen, wobei sie mit extrem hoher Effizienz und Spezifitat
wirken. Diese Biopolymere kdnnen jedoch nur funktional aktiv sein, wenn sie gefaltet sind,
d.h. eine spezifische dreidimensionale Struktur eingenommen haben. Die Entdeckung des
genetischen Codes loste das Ratsel, wie die Information, die in der Sequenz der DNA
enthalten ist, in die Primarstruktur der Proteine Uubersetzt wird. Am Ort der
Proteinbiosynthese, dem Ribosom, erfolgt durch das Zusammenspiel von verschiedenen
RNA- und Proteinmolekilen unter Energieverbrauch die sukzessive Knupfung der
Peptidbindungen, so dall im Ergebnis die Polypeptidkette entsteht. Die Sequenz der
Aminosauren scheint dabei wie ein zweiter Code zu sein, der die Information fir die korrekte
raumliche Anordnung der Polypeptidkette enthalt, und unter entsprechenden Bedingungen ist
die Faltung eines Proteins ein spontaner Prozel} (1, 2).

Waéhrend im Verlauf von Ruckfaltungsreaktionenvitro jedoch oft Aggregatbildung und
damit verbunden eine verringerte Faltungsausbeute beobachtet wurden (3), scheinen
Proteinfaltungsereignisse vivo sehr effizient und meistens schnell zu sein (4). Auf zellularer
Ebene wurde fur einerk. coli Stamm unter definierten Wachstumsbedingungen eine
Mindestsyntheserate von 60 000 Polypeptidketten pro Minute abgeleitet (5). Entsprechend der
Wachstumsrate und auch vitro wird bezogen auf ein Ribosom die Geschwindigkeit der
Translation mit 10 bis 22 Aminosaureresten pro Sekunde angenommen (6-8). Ausgehend von
Experimenten zude novoFaltung in verschiedenen Translationssystemen wurde vermutet,
dalR schon wahrend der vom N- zum C-Terminus gerichteten Verlangerung der
Polypeptidkette durch die Peptidyltransferasereaktion am Ribosom die Faltung in die
dreidimensionale Struktur beginnt (9-18). Dieser als cotranslationale Faltung bezeichnete
Prozel3 kann anhand von strukturellen und funktionellen Eigenschaften der wachsenden
Peptidkette wie enzymatischer Aktivitat, Bildung korrekter Disulfidbriicken, proteolytische
Stabilitat, Oligomerisierung, Bindung von Liganden bzw. Bildung von korrekten Epitopen fur
die Bindung strukturspezifischer Antikérper beschrieben werden (4, 9-19). So wurde aus dem

Vergleich der Bildung von enzymatisch aktiver bakterieller Luciferase wéhrend der Synthese
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in einem zellfreierk. coli System mit der Renaturierung des Enzyms durch Verdinnung aus
einem denaturierenden Agens in Anwesenheit der Komponenten des zellfreien Systems eine
Beteiligung cotranslationaler Faltungsprozesse am Ribosom abgeleitet (12). Ebenso wurde die
innerhalb von Sekunden erreichte enzymatische Aktivitat von Leuchtkéafer-Luciferase nach
der in vitro Proteinsynthese gegeniber der um zwei Groélenordnungen verlangsamten
Renaturierung als Beitrag durch cotranslationale Faltung interpretiert (10, 13). Fir die
Ausbildung von Tertiarstruktur in einer ribosomengebundenen Form der nascierenden
Proteinketten sprechen auch Untersuchungen zur enzymatischen Aktivitat der um 44
C-terminale Aminosaurereste verlangerten Leuchtkafer-Luciferase in einem Weizenkeim-
translationssystem (14) und der C-terminal um 23 Aminosaurereste verlangerten Rhodanese in
einem zellfreien E. coli Transkriptions/Translationssystem (15). Die Ausbildung der
dreidimensionalen Struktur wahrend der Translation wurde auch anhand der Bindung von
Ham an nascierende Ketten von Globin in einem zellfreien Weizenkeimsystem gezeigt (16).
Die Bindung des Liganden erfolgte bereits, als das Translationsprodukt erst aus 86
Aminosaureresten dex-Globinkette bestand, obwohl an der Ausbildung des Ham/Globin-
Komplexes auch Kontakte von sieben weiteren, mehr C-terminal in der Globinsequenz
lokalisierten Aminosaurereste beteiligt sind (16).

Eine andere Studie betrachtet den Aspekt, dal3 es mdglicherweise Unterschiede in Bezug auf
den Mechanismus der Faltung neu synthetisierter Proteine zwischen pro- und eukaryotischen
Organismen gibt (20). Ausgangspunkt dieser Analyse war die Sicht auf die Evolution der
Eukaryoten und der damit verbundenen raschen Veranderung der Diversitat und strukturellen
Komplexitat der Proteine durch Fusion von Genen und Austausch von codierenden DNA-
Sequenzen ("Exon-shuffling”). Die daraus resultierenden Domé&nen vieler eukaryotischer
Proteine sollten unabhangig voneinander ihre dreidimensionale Struktur ausbilden kdnnen.
Wahrend diese Vermutung experimentell durch die sequentielle Faltung des Modellproteins
wahrend der Synthese im eukaryotischen System bestétigt werden konnte, wurde fir das
prokaryotische System ein posttranslationaler Mechanismus postuliert, da die Synthese des
gleichen Modellproteins zur Aggregation aufgrund unkorrekt gefalteter Proteinketten fiihrte.
Auch die vollstandige Ausbildung der nativen Struktur der beiden Doméanen des bakteriellen
Transkriptionsfaktors OmpR schien i coli Translationssystem erst nach der Biosynthese

zu erfolgen, im Gegensatz zur beobachteten cotranslationalen Faltung im eukaryotischen
Retikulozytenlysat (20).

Ausgehend von einer vergleichenden Betrachtung zur Faltung verschiedener Polypeptide
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wurde ebenso diskutiert, dal3 bei dkr novoFaltung eines Proteins sowohl co- als auch
posttranslationale Faltungsmechanismen eine Rolle spielen (18). Diese Hypothese beinhaltet,
dal3 die Faltung der N-terminalen Region ein vektorieller Prozel3 ist, der durch die
fortlaufende C-terminale Verlangerung beeinfluf3t wird (18). Dal3 der Faltungsprozel3 eines
Proteins maoglicherweise erst nach beendeter Elongation am Ribosom abgeschlossen wird,
wurde aus Ergebnissen zur Faltung von Ribonuklease A und des C-terminal um sechs
Aminosaurereste verkirzten Derivates abgeleitet. Fir die Ausbildung der biologisch aktiven
Konformation des Enzyms ist das Vorhandensein des intakten C-Terminus erforderlich (18).
Analog wurden auch die Ergebnisse zur Faltung von funf verschiedenen, C-terminal
verkirzten Fragmenten der Nuklease R Stephyloccocusureusinterpretiert, wobei mit
wachsender Gesamtkettenlange fast immer eine Zunahme des Gehaltes an geordneter
Sekundarstruktur dieser Fragmente beobachtet wurde (21). Jedoch wurde bei der ribosomalen
Synthese von Ricin A in eineB coli Translationssystem gezeigt, daf3 ein C-terminal um funf
Aminosaurereste verkirztes Fragment im Vergleich zum Wildtypprotein keine Unterschiede
hinsichtlich der synthetisierten Menge und der biologischen Aktivitat aufwies, wéhrend eine
Verkirzung um 20 N-terminale Aminosaurereste sowohl eine reduzierte Syntheseausbeute als

auch den Verlust der Aktivitat verursachte (22).

1.1.2. Translation und Konformation der nascierenden Polypeptidkette

Die Ausbildung der speziellen Konformation einer Polypeptidkette resultiert aus der Rotation
von - zumindest formal gesehen - Einfachbindungen, die das kovalente Grundgerust der
Peptidkette bilden und durch die Torsionswingé€C, -N), g (C,-C) undw (C-N) beschrieben
werden (B 1-1). Die theoretisch freie Drehbarkeit um die-NG und GC-C-
Einfachbindungen ist jedoch eingeschrankt, und die erlaubten Werte der Torsiongwinéel

Y der Hauptkette des Polypeptids sind aus der Ramachandran-Auftragung zuganglich (23).
Die Peptidbindung weist aufgrund der Elektronendelokalisation innerhalb der [C(=0)-NH]-
Bindung einen partiellen Doppelbindungscharakter auf. Die Rotation um diese Bindung ist
daher im Vergleich zu einer einfachen C-N-Bindung eingeschréankt und erlaubt prinzipiell
zwei Konformationen. Bezogen auf die Anordnung der benachbagténoGe wird diecis-
Konformation ¢o = 0°) von dertransKonformation (o = 180°) unterschieden. Aufgrund der
sterischen Hinderung von Substituenten benachbartekid@ne in dercis-Konformation
kommt in Peptiden und Proteinen hauptsachlichtdass-Konformer vor, und nur mit einer

Haufigkeit von 0.03 % treten sekundéare Amidbindungen von 399 Proteinstrukturercis-der
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Konformation auf (24). Die Energiedifferenz zwischen beiden Konformeren wurde mit
AGq > 8.4 kJ mol postuliert (23) und ist z.B. mikGy = 13.6 kJ mot fir die Ala-Tyr-

Isomerisierung in einem Dipeptid bestimmt worden (25).

ABB. 1-1.Flexibilitéat der Bindungen des Peptidrickrates. Dargestellt ist ein Ausschnitt aus einer Polypeptidkette
mit den Rotationswinkeln.

Die vorgegebenen lokalen Zwénge (wie die erlaubten Torsionswinkeld v sowie die

rigide, planare Struktur der Peptidbindung) auf die Freiheiten der Drehung der formalen
Einfachbindungen der Polypeptidkette sind auch bei der Bildung der Peptidbindung im Zuge
eines Elongationszyklusses am Ribosom zu betrachten. Uber die initiale Konformation der
wachsenden Polypeptidkette gibt es in diesem Zusammenhang allerdings nur Vermutungen.
Eine theoretische Analyse der ribosomalen Peptidyltransferasereaktion wurde mit dem Ziel
durchgefthrt, einen einheitlichen Reaktionsmechanismus abzuleiten, der die Reaktion der 20
verschiedenen proteinogenen Aminosauren und somit die Bildung der mdoglichen 400
Dipeptide aus stereochemischer Sicht erlaubt (26). Basierend auf einer solchen Analyse wurde
eine einzige theoretisch mogliche Orientierung berechnet, deren Torsionswinkgl=Hmit

-60° + 30°) nahe den Werten der idealen Pauling-Coré¢ielix liegen (26). Dartber hinaus
wurde angenommen, dal3 die rechtsgangigéielix aufgrund ihrer Eigenschaften
(thermodynamische Stabilitdt, Packungsdichte, mdgliche Anzahl an Wasserstoffbricken) eine
rigide, kompakte und deshalb ginstige Konformation der wachsenden Peptidkette ist, die im
Verlauf der Kettenverlangerung durch den postulierten internen Tunnel der 50S Untereinheit
(27, 28) bewegt wird und somit eine uniforme Ausgangskonformation fir die cotranslationale
Faltung der Polypeptide bildet (26, 29). In Hinsicht auf die Rate des Faltungsprozesses wurde
diskutiert, dal3 ein hoherer Energiegehalt diegdnelikalen Ausgangskonformation im
Vergleich zu einer zuféalligen Anordnung der Polypeptidkette Bedeutung haben kénnte (29).
Aus geometrischen und mechanistischen Grinden wurde ein weiteres stabiles

Sekundarstrukturelement von Proteinen,ialtblattstruktur, nahezu ausgeschlossen (29).
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Fir einea-helikale bzw. offenkettige, gestreckte Fortgn £ v = 180°) der nascierenden
Polypeptidkette kdnnten einige experimentelle Daten sprechen, welche aus den
Abstandsparametern abgeleitet wurden, die durch lokal definierte enzymkatalysierte (z.B.
Proteolyse oder N-Glykosylierung) bzw. chemische Reaktionen (z.B. photochemisches oder
bifunktionales Vernetzten der Reaktionspartner) sowie durch kryo-elektronenmikroskopische
oder immunchemische Methoden gegeben sind (28, 30-35). Dabei werden im allgemeinen die
Werte fur die Ausdehnung pro Aminosaurerest mit 3.6 A in der gestreckten bzw. 1.5 A in
einera-helikalen Konformation angenommen. Die ungeachtet der verwendeten Protease, des
Modellsubstrates bzw. Ribosomensystems bekannte proteolytische Unempfindlichkeit eines
C-terminalen Segments der nascierenden Ketten bis zu einer Lange von 30 bis 40
Aminosaureresten bildete die Grundlage fur die Hypothese, dall dieser Bereich der
wachsenden Peptidkette wahrend der Translation durch das Ribosom von der Umgebung
abgeschirmt ist (33-35). Basierend auf einem mittels kryo-elektronenmikroskopischen
Methoden erstellten Modell d&s coli 70S Ribosoms bis zu einer Auflésung von 25 A wurde

die Lange des vermuteten ribosomalen Tunnels der 50S Untereinheit mit 85 A ermittelt (31).
Im Zusammenhang mit den erwahnten Untersuchungen zur proteolytischen Stabilitat wurde
so eine a-helikale Konformation der nascierenden Polypeptidkette als wahrscheinlich
angenommen (31).

Bei der ribosomalen Elongation ist die Bewegung der involvierten Komponenten (tRNA-
Molekile, mRNA, ribosomale Untereinheiten und nascierende Proteinkette) substantiell, und
das Ribosom wird in der Literatur auch als makromolekulare Maschine betrachtet (36).
Wahrend fur die Translokation der tRNA gekoppeaht Anticodon/Codonpaarung mit der
MRNA viele fundamentierte Vermutungen existieren, gibt es Uber die Art und Weise der
Bewegung der nascierenden Peptidkette im Verlauf eines Elongationszyklusses nur sehr
wenige, spekulative Anhaltspunkte (26, 29, 36-39). Das Modell zum Translations-
mechanismus von Lim und Spirin (26, 29) beinhaltet die simultane Bewegung der
nascierenden Kette zusammen mit der tRNA und dem Anticodon/Codonkomplex entlang
einer Translokationsachse, die mit der Achse défelix der nascierende Peptidkette
Ubereinstimmt, so dal3 eine zirkulare Bewegung der Peptidkette und gleichzeitiger
Verlangerung um 1.5 A resultiert (29). Aus den Ergebnissen von Energietransfermessungen
zwischen fluoreszenzmarkierten tRNA-Molekilen und Komponenten der ribosomalen
Untereinheiten vor und nach der Transpeptidierung wurde abgeleitet, dal3 sich im Verlauf der

Peptidbindungsknipfung nicht die nascierende Peptidkette, sondern hauptsachlich die tRNA
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bewegt (39). Formal betrachtet kbénnte das auch bedeuten, dal3 eine hypotletisixe
entlang ihrer Achse sukzessive aus dem Ribosom geschoben wird.

Ein zweiter, interessanter Fakt der theoretischen Betrachtung ist die resultierende
Isomerspezifitat des ribosomalen Peptidyltransferasezentrums. Unter der konsequenten
Anwendung der Theorie der stereoelektronischen Kontrolle nach Deslongchamps (40) wurde
fur alle 400 moglichen Reaktionsprodukte dmansKonformation der neu geknupften
Peptidbindung abgeleitet (26). Fiur diese, theoretische Losung des Konformationsproblems
von Lim und Spirin waren eine Reihe von Annahmen und Einschrankungen notwendig (26,
41), und in einem anderen theoretischem Ansatz wurden durch geringfligig veranderte
Ausgangsparameter (bzgl. der Esterbindungswinkel an den 3' Riboseringen der beladenen
tRNA-Molekile) alternative, zugelassene Winkelkombinationen erhalten, die ebenfalls ein
Translationsprodukt miti-helikaler Konformation ergaben (42). Allerdings existieren keine
Experimente, die auch nur Hinweise uUber die tatsachliche Initialkonformation der
Peptidbindungen wahrend ihrer Synthese am Ribosom enthalten.

Betrachtet man den konformeren Status der Peptidbindung im Kontext zur Biosynthese unter
einem energetischen Aspekt, sollte die im Vergleich tzams-Konformation energetisch
hoherecis-Konformation der Peptidbindung als uniforme Ausgangskonformation gulinstig sein
und wirde so, durch Einkopplung von Energie (und prinzipiell wird im Verlauf der
Translation ein hohes Energieniveau erzeugt) im Gegensatz zum Faltungsverlauf bei der
Renaturierung von Proteinen, den Faltungsprozel3 beeinflussen. Unabhangig vom
konformeren Ausgangsstatus der Peptidbindungendi&-oDER "all-trans'-Konformation)

ist aber in Betracht zu ziehen, dafd im gefalteten Protein die Konformation der Peptidbindung,
vor allem bei einer Beteiligung von Prolin (siehe Abschn. 1.2.1.), durchaus von der durch die

Peptidyltransferasereaktion generierten Initialkonformation abweichen kann.

1.1.3. Zellulare Faktoren der Proteinbiogenese

Ein weiteres Phanomen der Proteinfaltungvivo im Gegensatz zu ddn vitro ist die
erstaunlich hohe Effizienz mit der dieser Prozel3 innerhalb der zellularen Umgebung und
damit in Gegenwart hoher Proteinkonzentrationen ablauft. Gerade wéahrertk deyvo
Proteinfaltung sollte es bedeutend sein, dal3 die Bildung von nicht-produktiven
Faltungsintermediaten und -aggregaten, vermittelt durch die Interaktion transient exponierter
hydrophober Oberflachen angesichts der hohen Konzentration nascierender Proteinketten,

verhindert wird (43, 44). Um solche Aggregationen und unkorrekte Faltung von Polypeptiden
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in der Zelle zu vermeiden, scheint es spezialisierte Proteine zu geben, die in verschiedener Art
und Weise beim Faltungsprozel3 assistieren. Dabei haben diese Proteine keinen Einflu3 auf
die native Struktur, sondern wirken durch Katalyse des geschwindigkeitsbestimmenden
Schrittes auf die Zeitdauer der Faltung bzw. durch transiente Bindung von
Faltungsintermediaten der entfalteten Kette auf die Ausbeute nativer Proteinmolekiile.
Entsprechend ihrer Funktion unterscheidet man Proteinfaltungskatalysatoren wie Peptidyl-
Prolyl-cis/translsomerasen (EC 5.2.1.8.) und Protein-Disulfid-Isomerasen (EC 5.3.4.1.) von
Chaperonen (4, 45-48).

In der Nachbarschaft von nascierenden Proteinketten wurden verschiedene Faktoren
identifiziert, die eine mutmalliche Funktion als Faltungshelfer oder bei der Sortierung und
dem Transport der fir den Export bestimmten Polypeptide haben. Aus der Vielzahl
biochemischer und genetischer Untersuchungen ist es hinreichend etabliert, da? Chaperone
mit neu synthetisierten Polypeptidketten interagieren, indem sie entsprechend ihrer Definition
an die Polypeptide binden, diese gegenlber der zellularen Umgebung abschirmen und somit
die Bildung von Aggregaten verhindern (4, 10, 49-54). Dabei ist der Funktionsmechanismus
und das Wechselspiel der Faltungshelferproteine untereinander noch relativ unklar, und es
werden verschiedene Mdglichkeiten diskutiert (49, 52, 55).

Eine interessante Alternative zur Chaperon-vermittelten Faltung scheint die mdgliche
faltungsunterstutzende Aktivitat des Ribosoms selbst bzw. der grofzen ribosomalen
Untereinheit zu sein. So wurdan vitro die Reaktivierung von denaturierter
Lactatdehydrogenase, Glukose-6-Phosphatdehydrogenase sowie Rhodanese durch Ribosomen
bzw. der 23S rRNA der 50S Untereinheit in Abhangigkeit von der Konformation der
ribosomalen Komponenten beobachtet (56-58).

Neben Proteinen, die wahrscheinlich die Faltung der synthetisierten Polypeptide unterstitzen,
gibt es eine Reihe von Faktoren, die bestimmte Muster bzw. Leitsequenzen der nascierenden
Ketten von sekretorischen Proteinen erkennen, binden und damit eine Art Sortierung in Bezug
auf den Bestimmungsort der Proteine einleiten. In eukaryotischen Zellen spielt vor allem die
Interaktion des Signalerkennungspartikels (SRP) mit der Signalsequenz von nascierenden
Polypeptiden beim Erkennen von sekretorischen Proteinen und anschlielendem
cotranslationalen Transport in das endoplasmatische Retikulum (ER) eine Rolle (59, 60).
Daneben wurde ein zweiter ribosomenassoziierter Faktor gefunden, der an die nascierenden
Polypeptidketten bindet, sofern sie keine vollstandige Signalsequenz exponieren (61). Der als

NAC ("nascent-polypeptidesaociated _amplex™) bezeichnete Proteinkomplex ist ein
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Heterodimer bestehend aus den 33 kidAC) und 21 kDaBNAC) Untereinheiten (61), der

eine zum SRP komplementare Spezifitat zu besitzen scheint (61-63).

In E. coli gibt es verschiedene Wege fur die Translokation von sekretorischen Proteinen. In
Homologie zum eukaryotischen SRP-System sind ein Nukleoproteinkomplex, der aus der
4.5S RNA und dem p48 Protein (auch als Ffh bezeichnet) besteht, sowie ein Rezeptor (FtsY)
vorhanden (64-66). Dds. coli SRP interagiert bevorzugt mit hydrophoben Signalsequenzen
integraler Membranproteine, so dal3 es wahrscheinlich bei der Translokation und
Membraninsertion von diesen Proteinen eine Rolle spielt (67, 68). Neben der SRP-abhangigen
Translokation sekretorischer Proteine gibt es in Prokaryoten einen zweiten Exportweg, der in
Abhangigkeit vom tetrameren SecB funktioniert. Es wird davon ausgegangen, dafl} SecB in
einer spaten cotranslationalen oder friihen posttranslationalen Phase an Polypeptidketten der
Vorlauferformen von Proteinen der auReren Membran sowie des Periplasmas bindet und eine
verfrihte Faltung oder Aggregation verhindert (69). Die Bindung von SecB scheint dabei
nicht spezifisch an die Signalsequenzen zu erfolgen (70). Vielmehr wurde SecB in
Assoziation mit ungefalteten Polypeptidketten wahrend der Elongation am Ribosom oder
vitro mit denaturierten Proteinen beobachtet, die eine Mindestlange von 150

Aminosaureresten haben (70, 71).

Bei der Untersuchung der Interaktion vé&ncoli SRP mit einer Reihe von nascierenden
Polypeptidketten verschiedener sekretorischer Proteine in emeitro Translationssystem
wurde zusétzlich zum p48 Protein Triggerfaktals Bindungspartner identifiziert (67). Die
Erstbeschreibung des Triggerfaktors fuhrt weiter zuriick. Bei der Suche nach Komponenten
der Exportmaschinerie vork. coli wurde ein 60 kDa Protein entdeckt, das die
translokationskompetente Form von proOmpA, der Vorlauferform des OmpA (outer
membrane _mtein A) induziert bzw. stabilisiert (72-75). Entsprechend dieser beobachteten
Aktivitat wurde das Protein als Triggerfaktor bezeichnet. Durch nachfolgende genetische
Untersuchungen konnte jedoch gezeigt werden, dal3 Triggerfaktor fur die Sekretion von
Proteinen nicht essentiell ist (76), obwohl andererseits eine mdgliche regulatorische Funktion
bei der Proteintranslokation durch Inhibierung des SecB/SecA-abhéangigen Exportweges
diskutiert wurde (77).

“Innerhalb der vorliegenden Arbeit wird der Ausdruck Triggerfaktor stets fiir das Protéircaliserwendet.
Andernfalls wird der Organismus, aus dem das Protein stammt, mit angegeben.
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Triggerfaktor gehorte ebenfalls zu den Komponenten, die mit nascierenden Polypeptidketten
von (-Galactosidase wechselwirkten (78). Bei solchen Untersuchungen, die auf dem
photochemischen Vernetzen der nascierenden Proteinketten mit assoziierten Proteinen
beruhen, konnte keine spezifische Affinitat des Triggerfaktors fir sekretorische oder
cytoplasmatische Proteine beobachtet werden (67, 78). Zunachst wurde durch Nutzung eines
heterologen Systems, bestehend aus den eukaryotischen Komplexen der Ribosomen mit
nascierenden Ketten (RNC) ufd coli Cytoplasma, eine Kompetition von Triggerfaktor und

SRP beim chemischen Vernetzen mit nascierenden Polypeptidketten beobachtet. Durch die
Anwendung eines homologenE. coli Translationssystems und  bifunktionaler
Vernetzungsreagenzien wurde diese jedoch wieder ausgeschlossen (68).

Triggerfaktor wurde erneut “"entdeckt”, als Goldberg und Mitarbeiter untersuchten, ob
Chaperone beim schnellen proteolytischen Abbau von Proteinen eine generelle Rolle spielen
(79). Der Abbau eines Modellproteins I coli durch die proteolytische Komponente des
ClpX-Systems, ClpP, wurde durch den oligomeren Doppelringkomplex GroEL stimuliert,
wobei die Komplexbildung mit GroEL geschwindigkeitsbestimmend war (79). Im Ergebnis
einer Suche nach weiteren beteiligten Komponenten wurde Triggerfaktor identifiziert. Dabeli
konnte die physische Interaktion von GroEL und Triggerfaktor gezeigt werden, und der
isolierte Komplex aus beiden Proteinen wies das Verhaltnis von einem Triggerfaktormolekdl
zu GroEL-14mer auf (80). Durch eine Erhdhung des zellularen Triggerfaktorgehaltes wurde
die Geschwindigkeit des Proteinabbaus wesentlich beschleunigt (80). Diese Uberexpression
des Triggerfaktors bewirkte eine verstarkte Komplexbildung von GroEL mit verschiedenen
denaturierten Polypeptiden (81). Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde fur Triggerfaktor
eine regulatorische Rolle bei der GroEL-Funktion vorgeschlagen.

Interessanterweise wurde in Untersuchungen zur Regulation des zellularen Triggerfaktor-
gehaltes bei verschiedenen Temperaturen festgestellt, da3 eine verstarkte Expression des
Proteins bei geringeren Temperaturen auftritt (82). Die Uberlebensfahigkel.\amii bei

tiefen Temperaturen schien dabei sogar abhangig von der zellularen Konzentration des
Triggerfaktors zu sein, da ein erhohter Triggerfaktorgehalt ein verlangertes Uberleben von
E. coli Zellen, die bei 4 °C inkubiert wurden, bewirkte. Eine Rolle des Triggerfaktors beim

Schutz gegen tiefere Temperaturen wurde daraus postuliert (82).



EINLEITUNG 10

1.2.Cis/translsomerisierung und ihre Katalyse durch PPlasen
1.2.1. Die -Xaa-Pro-Peptidbindung

Eine Heterogenitat in ungefalteten Proteinen wurde 1973 durch Garel und Baldwin (83)
beschrieben, die beobachteten, dal3 bei der Ruckfaltung von Ribonuklease A (RNase A)
schnell und langsam faltende Molekile existieren. Als eine molekulare Ursache wurde zwei
Jahre spéter digis/translsomerisierung von -Xaa-Pro-Peptidbindungen vorgeschlagen (84).
Die Aminoacyl- bzw. Peptidyl-Prolyl-Bindung (-Xaa-Pro-) nimmt im Vergleich zu
"normalen” Peptidbindungen [-C(=0)-NH-] aus sterischen Grinden eine Sonderstellung ein.
Durch den zyklischen Charakter der Iminosaure Prolin kommt es zur Aufhebung der freien
Drehbarkeit um die N-&Bindung (beschrieben durch den Torsionswingeko dal3 sich die
Differenz der Energien im Grundzustand zwischen der und dertrans-Konformation
verkleinert. Im Gegensatz zur "normalen" Peptidbindung kommt deshalb neben der
energetisch gunstigererrans-Konformation auch zu einem merklichen Anteil die

entsprechendeis-Konformation im Gleichgewicht vor @s. 1-2).

\C o
/ a
N,/ \ N\ \
C—N s C—N
O// \/Ca\-i-l ~ C/ \Cu+1
/
trans cis

ABB. 1-2.Cis/translsomerisierung der Peptidyl-Prolyl-Bindung.

In Abhangigkeit von der flankierenden Aminosaure N- und C-terminal zum Prolin wurde in
Oligopeptiden eirtis-Gehalt von 6-38 % gefunden (85-89). Wahrend in einem ungefalteten
Protein mit n Prolinresten prinzipiell" 2somere im Gleichgewicht (entsprechend den
Verhaltnissen in Oligopeptiden) existieren konnen, wird nach der Ausbildung der
dreidimensionalen Struktur das energetisch giinstigere Isomer "eingefroren”. Es gibt einige
Sonderféalle, bei denen im nativen Zustand der Proteine cafiransGleichgewicht
beobachtet wurde (90-93). Abgesehen von solchen Ausnahmen wurde mit einer Haufigkeit
von 4.8% aller -Xaa-Pro-Peptidbindungen, deren Konformation durch Struktur-
untersuchungen bekannt und in einer Datenbank zuganglich istislasmer im nativen
Zustand der Proteine berechnet (89).

Prolin hat bei der Strukturausbildung von Proteinen eine Sonderstellung. Da das Amidproton
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durch eine ChGruppe ersetzt ist, kann Prolin nicht als Wasserstoffbriickendonor fungieren,
und das fuhrt neben der sterischen Hinderung zu dem bekannten Effekt der Unterbrechung
von Sekundarstrukturelementen wie deHelix ("Helix-Breaker"). Ein relativ hoher Anteil

von Prolin kommt jedoch innerhalb von Transmembranhelices vor, und es wurde vermutet,
dal3 dies eine Rolle bei der Signaltransduktion spielen konnte (94, 95). Diese mdgliche
Regelfunktion ist verursacht durdis/transisomerisierung von -Xaa-Pro-Peptidbindungen

und der resultierenden rdumlichen Umordnung von benachbarten Polypeptidkettensegmenten.
In ABB. 1-3 ist der Einflul3 decis/translsomerisierung auf die Anordnung benachbarter
Kettensegmente anhand deiKette des humanen Choriogonadotropins illustriert. Fir diese
Polypeptidkette existieren zwei Kristallstrukturen, die sich vor allem im Konformerzustand
der -Leu-Pré’-Bindung unterscheiden @&. 1-3).

-
-,,._x . P, ‘ | h,_-'.
% . - /-~
=1 3, 2
I__.;'- HEI;. % ¥ —

trans cis

ABB. 1-3. Konformation der -Leu-Pr8-Peptidbindung im humanen Choriogonadotropin. Dargestellt ist der
Ausschnitt Vai®-Ala® der p-Kette. Verwendet wurden die Daten der Brookhaven-Datenbank (1HCN, 96;
1HRP, 97)

Die fur die cis/transisomerisierung vorgeschlagene Rolle als molekularer Schalter (46)
erlangt dadurch Bedeutung, dafl? es konformerspezifische Reaktionen gibt, in deren Folge es in
der zellularen Umgebung voribergehend zu einer Abweichung des thermodynamischen
cis/transGleichgewichts kommen kann. Dabei handelt es sich um fundamentale
biochemische Prozesse wie z.B. Proteinbiosynthese, Rezeptor-Ligand-Erkennung,
Membrantransport sowie proteolytische Prozessierung. Aus den bereits erwdhnten
Untersuchungen zur stereoelektronischen Kontrolle der Peptidyltransferasereaktion am
Ribosom (Abschn. 1.1.2.) wird fir die Peptidbindungen der nascierenden Polypeptidkette eine
"all-trans'-Konformation diskutiert (26). Ausgehend davon waren beid#enovoFaltung

trans [0 cis Umwandlungen fur Proteine zu betrachten, die eiiseXaa-Pro-Bindung in

ihrem nativen Zustand aufweisen.
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Einetrans-Spezifitat wurde fir den Dipeptidtransporter von Epithelzellen der Dinndarmwand
festgestellt (98). Mdglicherweise steht diese Konformerspezifitat in Verbindung mit anderen
Prozessen, bei denen molekulare Erkennung biologischer Partner diskians
Isomerisierung beeinflult wird. So wurde auch fir Proteasen bisher immeiranse
spezifische Hydrolyse der entsprechenden Oligopeptidderivaio undex vivobeobachtet

(46, 99-101).

Da die aus dem partiellen Doppelbindungscharakter der Peptidbindung resultierende
Rotationsbarriere von 85 kJ/mol relativ hoch ist, sicd/transisomerisierungen der
Prolylbindund langsame Reaktionen mit beobachteten Zeitkonstanten von zehn bis mehreren
hundert Sekunden bei 25 °C (85-88). Das kdnnte biologische Bedeutung erlangen, da in den
erwahnten konformerspezifischen Prozessen moglicherweise eine Geschwindigkeits-
limitierung durch die Prolylisomerisieruhguftritt.

Die Beteiligung decis/transisomerisierung als geschwindigkeitsbestimmender Schriith ist

vitro fur Faltungsvorgange inzwischen gut etabliert (102) und eine entsprechende Rolle bei
der in vivo Faltung (z.B.de novQ wurde haufig diskutiert (47, 103-105). Biologisch
signifikant konnte die durch diese Konformationsumwandlungen hervorgerufene Bildung von
langlebigen Faltungsintermediaten sein (105), die neben der mdoglichen Gefahr der
Aggregation die Geschwindigkeit der Faltung herabsetzt. Da die Rate der zellularen
Faltungsreaktionen trotz der scheinbaren Begrenzung durch die unkatalysierte
Prolylisomerisierung sehr hoch ist, gibt es wahrscheinlich Faktoren, die die
Aktivierungsenergie fur diese Konformationsumwandlungen herabsetzen. Zum einen koénnte
die Umgebung der Prolylbindung eine Rolle spielen, da beim Transfer aus wafriger Lésung in
die hydrophobe Membranlipidschicht der weniger polare Ubergangszustand der
Isomerisierung stabilisiert werden koénnte. Simuliert wurde der Effekt durch Bestimmung der
Rate vorcis/translsomerisierungen in nicht-wafrigen Losungsmitteln (106, 107) sowie nach
Zusatz von Mizellen und Phospholipidvesikeln, wobei eine ca. 20-fache Beschleunigung
beobachtet wurde (108). Zum anderen koénnten strukturelle Zwange der
Polypeptidkettenkonformation die Aktivierungsenergiebarriere gigitransisomerisierung
herabsetzen. So konnte z.Bh vitro eine Beschleunigung der Rate der -Tyr®ro
Isomerisierung in Faltungsintermediaten von RNase A im Vergleich zu unstrukturierten

Peptiden beobachtet werden (109). Eine bestimmte r&umliche Organisation der

! Der Ausdruck Prolylbindung wird verwendet fiir die -Xaa-Pro-Peptidbindung.
2 Prolylisomerisierung bezeichnet diis/transisomerisierung einer -Xaa-Pro-Peptidbindung.
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Polypeptidkette kann zu spezifischen Interaktionen von nicht benachbarten Aminosaureresten
in der Sequenz und so zur intramolekularen Beschleunigungisiéransisomerisierung

fuhren (110). Dariber hinaus wurde fur den speziellen Fall von -His-Pro-Peptidbindungen
unabhangig von jeder Sekundéar- oder Tertiarstruktur eine intramolekulare Beschleunigung der
Prolylisomerisierung durch allgemeine S&urekatalyse bei physiologischem pH-Wert in
walriger Loésung gezeigt (89). Es sollte nicht unerwahnt bleiben, dal auf der anderen Seite die
Aktivierungsenergie durch strukturelle Zwange innerhalb der Polypeptidkette auch erhéht

werden kann, wie bei der Bildung von bestimmten Intermediaten (111).

1.2.2. PPlasen

Die Entdeckung von ubiquitéar im Organismenreich vorkommenden Enzymen, die sehr
effektiv die cis/translsomerisierung beschleunigen, scheint die besondere biologische
Bedeutung dieser Konformationsumwandlung hervorzuheben (112). Entsprechend ihrer
enzymatischen Aktivitdt werden sie als Peptidyl-Prolgltransisomerasen (PPlasen)
bezeichnet. Seit ihrer Erstbeschreibung wurde eine Vielzahl dieser Enzyme bzw. ihrer Gene in
allen untersuchten Organismen identifiziert. Neben speziesbedingten Unterschieden gibt es

Isoformen in speziellen Gewebe- und Zelltypen sowie Zellkompartimenten.

1.2.2.1. Einteilung von PPlasen

Die bis heute bekannten PPlasen werden in die drei Familien der Cyclophiline, der FK506
bindenden Proteine (FKBP) sowie der Parvuline eingeteilt (46, 113, 114). Den Vertretern
dieser Familien ist die Fahigkeit zur Katalyse de/translsomerisierung von -Xaa-Pro-
Peptidbindungen sowohl in Oligopeptiden als auch in Proteinen gemeinsam (46, 102, 113,
115, 116). Sie unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Primarstruktur, der Substratspezifitat und
der Inhibierung durch immunsuppressiv wirksame Naturstoffe.

Innerhalb jeder Familie gibt es Kernbereiche hoch konservierter Aminosauren, die zum einen
am Katalysemechanismus und zum anderen an der Ligandbindung beteiligt sind. So geht auch
die Benennung der Cyclophiline und der FKBP auf ihre spezifische und hochaffine Bindung
an die strukturell differenten Immunsuppressiva Cyclosporin A (CsA) und FK506 zuriick
(117-119). Dabei wird die PPlase-Aktivitat der Cyclophiline ausschlie3lich durch das
zyklische Undekapeptid CsA (120, 121) und die der FKBP durch das Makrolid FK506
inhibiert (117, 118). Die PPlase-Aktivitat der Parvuline wird weder durch FK506 noch durch
CsA inhibiert (113).
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Ein weiteres Kriterium, das zur Unterscheidung von PPlasen der verschiedenen Familien
benutzt werden kann, ist die Substratspezifitait. Diese wird bisher anhand von
Oligopeptidsubstraten mit variabler Aminosaure in der N-terminal zum Prolin benachbarten
Position bestimmt. Wahrend Cyclophiline eine generell breitere Akzeptanz bezuglich der
Seitenkettenfunktion von Aminosauren in dieser Position aufweisen, zeigen FKBP eine
eingeschrankte Spezifitit mit einer bevorzugten Katalyse von Substraten, die in dieser
Position Aminosaurereste mit hydrophoben Seitenketten enthalten (122, 123). Eine hohe
Spezifitat fur phosphorylierte Aminosaurereste N-terminal zum Prolin (Phosphoserin und
-threonin) konnte erst kirzlich fur die eukaryotischen Parvuline Pinl und Ptfl beobachtet
werden (124, 125).

Entsprechend ihrer differenten Aminosauresequenz bilden die Enzyme der drei Familien

unterschiedliche dreidimensionale Strukturen aus.

1.2.2.2. Physiologische Funktionen von PPlasen

Die hohe phylogenetische Konservierung (126) und hohe intrazellulare Konzentrationen der
PPlasen (46) deuten auf eine Beteiligung an wesentlichen zellularen Prozessen hin. Obwohl
eine enorme Vielzahl genetischer und biochemischer Untersuchungen existiert, ist die
physiologische Rolle der PPlasen noch relativ wenig verstanden. Anhand der erst kirzlich
gelungenen, umfangreichen genetischen Studie der Hefe-PPlasen wird das Problem
verdeutlicht (127). Auf der einen Seite kann die Backerhefe auf ihr gesamtes Repertoire an
Cyclophilinen (8 Isoformen) und FKBP (4 Isoformen) unter optimalen Wachstums-
bedingungen gleichzeitig verzichten, und auf der anderen Seite ist die Deletion nur eines
einzigen Parvulins (Ptfl) letal (127-129). Geht man von einer wichtigen Funktion der PPlasen
im zellularen Geschehen aus, so kann man nur vermuten, dal3 entweder ein unter normalen
physiologischen Bedingungen nicht vorhandenes "Sicherheitssystem" anderer PPlasen
exprimiert wird und/oder, daf} bisher aufgrund fehlender Sequenzhomologie nicht als PPlase
identifizierte Proteine diese Funktionen tbernehmen.

Neben der vorgeschlagenen Funktion bei der Proteinfaltung (130-134) sind PPlasen an vielen
wichtigen zellularen Prozessen beteiligt. Von hoher biologischer Bedeutung sind z.B. die fur
die HIV-Replikation essentielle Interaktion von cytosolischem humanen Cyclophilin
(hCypl18) mit dem Gag-Polyprotein (135-138) sowie die vermutete Implikation von FKBP in
das Nervenwachstum (139-141). Dariber hinaus wurden FKBP als Bindungspartner des

TGFB-Typ-1-Rezeptors (142-145) und von“G&analen (146-153) sowie als Bestandteil von
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inaktiven heterooligomeren Steroidhormonrezeptoren (154-156) identifiziert. Am Aufbau
solcher Komplexe ist neben den Chaperonen Hsp70 und Hsp90 auch Cyp40 beteiligt (157,
158), fur das auch eine Interaktion mit dem zellularen Protoonkogen chMydtro
nachgewiesen wurde (159). Cyclophilin-verwandte Proteine sind auch beteiligt an Prozessen
wie z.B. der Biogenese von rot/griin Opsin (160) und der funktionalen Expression von homo-
oligomerena7 neuronalen nikotiniergen und dem Typ 3 Serotoninrezeptoren in Xenopus
Oozyten (161).

Es gibt bisher allerdings nur wenige Beispiele fur die Notwendigkeit der PPlase-Aktivitat
vivo. Fir das humane Pinl, dem Homologen des Ptfl aus Hefe, konnte eine essentielle
Beteiligung bei der Regulation der Mitose festgestellt werden (162). Pinl, jedoch nicht
enzymatisch inaktive Varianten des Pinl, konnten den letalen Effekt von mutiertem Ptfl in
Saccharomyces cerevisiawieder aufheben, woraus eine essentielle Rolle der PPlase-
Aktivitat fur die Pin1l-Funktion abgeleitet wurde (162).

Die in Gegenwart sowohl von CsA als auch FK506 beeintrachtigte Biogenese von
heterodimerer bakterieller Luciferase nach ihrer Synthese in einem Kaninchen-
Retikulozytenlysat wurde auf die Beteiligung von PPlasen an ddernovo Faltung
zurlckgefuhrt (133, 163).

Weiterhin konnte in Untersuchungen zur zellularen Proteinfaltung die Beteiligung der PPlase-
Aktivitat von Cyclophilinen demonstriert werden (130-134). Bei der Oligomerisierung von
Kollagen-Monomeren zur Tripelhelix im ER kommt es zu sukzessieisn[l trans
Isomerisierungen von Prolyl- bzw. Hydroxyprolylbindungen, dhe vitro und in vivo
geschwindigkeitsbestimmend sind (132, 164). So konnte zum einen gezeigt werden, dal3 die
Ausbildung der Tripelhelixn vitro durch Zugabe von Cyclophilin beschleunigt wird (164),
zum anderen war in Anwesenheit von CsA die Reifung von Kollagen in Fibroblasten aus
Huhnerembryonen verzdgert (132). Daraus wurde auf die Beteiligung von PPlasen aufgrund
ihrer enzymatischen Aktivitat bei der Biogenese von Kollagen geschlossen.

In zwei anderen, unabhangigen Studien Uber den mitochondrialen Import eines artifiziellen
Fusionsproteins konnte ebenfalls tUberzeugend die Beschleunigung der Faltung des neu
importierten Proteins durch das mitochondriale Cyclophilin (Cyp20) nachgewiesen werden
(130, 131). Da Proteine beim Import in die mitochondriale Matrix eine entfaltete
Konformation einnehmen, mussen sie nach dem Transport wieder ihre native
dreidimensionale Struktur ausbilden. Der Faltungsprozel3 konnte im Fall des verwendeten

Modellproteins anhand der steigenden Proteasestabilitat verfolgt werden, da im Gegensatz zur
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nicht-nativen Form die native Struktur proteaseresistent war. Mit Hilfe dieser Methode konnte
eine etwa funffache Reduzierung dervivo Faltungsrate in Gegenwart von CsA beobachtet
werden (130, 131). Ein ahnlicher Verzogerungsfaktor wurde festgestellt, wenn die
Importmaschinerie von Cyp20-defizienten Mitochondrien verwendet wurde. Eine Zugabe von
CsA zu diesem System erbrachte keine zuséatzliche Reduktion der Faltungsrate, so dald die
Beteiligung von Cyp20 als Enzym an zellularen Faltungsreaktionen abgeleitet wurde (130,
131).

1.3. Problemstellung

Die erwahnten moglichen zellularen Funktionen der PPlasen stellen nur einen Bruchteil der
immensen Daten dar, die bereits Gber diese Enzyme existieren. Trotzdem ist flr die meisten
Ereignisse, fur die eine Beteiligung der PPlasen vorgeschlagen wird, der genaue Mechanismus
der Funktionsaustibung unklar. PPlasen scheinen aufgrund ihrer enzymatischen Aktivitat
pradestiniert zu sein fur eine Funktion als Faltungskatalysatoren der Zelle. Die Untersuchung
dieser moglichen Funktiom vivo gestaltet sich jedoch recht schwierlg. vitro konnte
hingegen mehrfach gezeigt werden, dal3 PPlasen in der Lage, sind die Geschwindigkeit der
Faltung von Proteinen durch Katalyse devtransisomerisierung zu erhdhen. Vorausgesetzt,

daf3 diese Konformationsumwandluimgvivo tatséchlich retardierend fur den Proteinfaltungs-
prozel} ist - und das Vorhandensein der PPlasen scheint das zu unterstitzen - dann sollten
diese Enzyme genau dort lokalisiert sein, wo Proteinfaltung eine Rolle spielt. Fir zwei solcher
zellularer Ereignisse, der Ausbildung der Kollagentripelhelix im ER und dem Import von
Proteinen in die Matrix von Mitochondrien, konnte die Beteiligung der PPlasen dieser
Zellkompartimente nachgewiesen werden (130-132). Es erhebt sich die Frage, ob aech die
novo Proteinfaltung am Ribosom durch PPlasen beeinflut wird. Geht man von der
postulierten uniformen transKonformation der Peptidbindungen einer nascierenden
Proteinkette aus (26) und beginnt deren Faltung sehr schnell, d.h. cotranslational, so mul3 es
zumindest zurtrans 0 cis Isomerisierung der Prolylbindungen kommen, die im nativen
Zustand der Proteine eimés-Konformation aufweisen. Andernfalls konnte es wéhrend einer
verzogerten oder posttranslationalen Faltung, wobei mdglicherweise molekulare Chaperone
einen "faltungskompetenten” Zustand der nascierenden Proteinkette erhalten, zur
Isomerisierung von Prolylbindungen kommen, so dal3 es im Ergebnis zu einer Verteilung von
cis- undtransKonformeren kommt, die vergleichbar mit der in ungefalteten Proteinkietten

vitro ist. Bei der Proteinfaltung kame dann nebentdmmns [ cis Isomerisierung auch die
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cis] translsomerisierung von -Xaa-Pro-Peptidbindungen in Betracht. Unter der Annahme,
dal3 solche Konformationsumwandlungen die Geschwindigkeitdeenovo Proteinfaltung
beeinflussen, sollte die Beteiligung von Katalysatoren, wie PPlasen sinnvoll sein.

Eine Voraussetzung fur die Katalyse dernovoFaltung am Ribosom ist die raumliche Nahe
zum Substrat, der nascierenden Proteinkette. Deshalb sollte im Rahmen der vorliegenden
Arbeit untersucht werden, ob eine PPlase in AssoziationEmaoli Ribosomen, deren
Zusammensetzung und Morphologie am besten untersucht ist, vorkommt. Aus
vorangegangenen Untersuchungen wurde vermutet, dal3 proteolytische Fragménteoties
Triggerfaktors, dessen ribosomale Lokalisation beschrieben worden war (165),
maoglicherweise PPlase-Aktivitat besitzen (166). Damit bildete der Triggerfaktor einen
potentiellen Kandidaten fir weiterfihrende Untersuchungen hinsichtlich  einer
Ribosomenassoziation von PPlasen. Die PPlase-Aktivitat des intakten Triggerfaktors sollte
verifiziert und mit ribosomenassoziierter Enzymaktivitat verglichen werden. Die parallel zur
vorliegenden Arbeit beschriebene Assoziation von Triggerfaktor an nascierende Proteinketten
(67, 78) warf die Frage auf, ob es eine intrinsische Bindungsaffinitat fir Ribosomen (oder
ribosomale Untereinheiten) gibt, oder ob in Abhangigkeit vom funktionellen Status (z.B.
wahrend der Translation) der Ribosomen und der Prasenz von nascierenden Proteinketten die
Assoziation des Triggerfaktors an das bakterielle Ribosom erfolgt. In Hinblick auf eine
maogliche Funktion bei dede novoProteinfaltung war die Frage nach der Fahigkeit des
Triggerfaktors zur Proteinfaltungskatalyse wichtig. In Voraussetzung zu Untersuchungen der
biologischen Funktion und basierend auf der postulierten Zugehoérigkeit zur PPlase-Familie
der FKBP (167) erschien auch die Fragestellung nach der Mdoglichkeit der Erzeugung

enzymatisch inaktiver Proteinvarianten interessant.
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2. Materialien und Methoden
2.1. Verzeichnis der verwendeten Chemikalien

ALDRICH (Steinheim): Lithiumchlorid, TFE, Wasserstoffperoxid

BACHEM (Heidelberg): Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-4-NA (Xaa = Ala, Leu, lle, Lys, Trp, Val, His,
Glu, Gly), Suc-Ala-Ala-Pro-Arg-4-NA

BiomoL (Hamburg): IPTG

BOEHRINGERMANNHEIM (Mannheim): Ampicillin, Chloramphenicol, molekularer Masse-
standard fur die Gelfiltration (BSA, Ovalbumin, Chymotrypsinogen A, Cytoclolom

CALBIOCHEM (Bad Soden): HEPES

FiINk GMBH (Herrenberg): Instant-Magermilchpulver

GiBco BRL (Eggenstein): Saccharose (RNase-frei)

MEeRck (Darmstadt):a-Chymotrypsin (Rinderpankreas), Amidoschwarz B10, Ammonium-
chlorid, Ammoniumsulfat, DMSO, Eisessig, Ethanol, Formaldehyd, Fraktogel EMD
DEAE-650(M), Fraktogel TSK AF-Blue, Kaliumchlorid, Magnesiumchlorid, Natrium-
chlorid, Natriumthiosulfat, Phosphorsaure, Silbernitrat

PHARMACIA BIOTECH (Freiburg): Chelating Sepharose, Phenyl Sepharose CL-4B, Protein A-
Sepharose CL-4B

RoTH (Karlsruhe): Chaps, Dithiothreitol, Ethylendiamintetraacetat, Glycerin, Glycin,
Imidazol, Rotiphorese™ (30 % Acrylamid, 0.8 % Bisacrylamid)

SERVA (Heidelberg): 2-Mercaptoethanol, Coomassie Brilliant Blau G250, Coomassie Brilliant
Blau R250, HEPES, MES, molekularer Massestandard fir die SDS-PAGE,
Natriumdodecylsulfat, Phenylmethylsulfonylfluorid, Tris, Trypsin, Tween 20

SIGMA (Deisenhofen): 4-Chloro-1-naphtol, Anti-Kaninchen-IgG (Konjugat mit Meerrettich-
Peroxidase) aus Ziegen, Subtilisin Carlsberg (Tyifl, \Lot 72H0115, bakteriell aus
Bacillus licheniformi¥, Thrombin aus Rinderplasma (Lot 36F9472)

QuIAGEN (Hilden): N#*-NTA Agarose

Die Substrate Suc-Ala-Xaa-Pro-GIn-4-NA (Xaa = Phe, Tyr), Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA,
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-4-MA wurden von M. Schutkowski (MPG, Halle) zur Verfligung
gestellt.
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2.2. Verzeichnis der verwendetek. coli Stamme

Die E.coli Stamme zur Uberexpression bzw. Regulation des Triggerfaktors, K12
DH5a(pTIG2) und BG87, wurden von W. Wickner (Dartmouth Medical School, Hanover,
USA) zur Verfugung gestellt (76). Die verwendetdd. coli Stamme (M15) zur
Uberexpression von Triggerfaktor-fragmenten, verschiedenel{>*EVarianten sowie
hFKBP12-Varianten wurden durch T. Tradler (MPG, Halle) zur Verfiigung gestellt.

2.3. Proteinreinigung
2.3.1. Isolierung des Triggerfaktors aus. coli

Fir die Isolierung des Triggerfaktors aus. coli wurden die Zellen einer 3 Liter
Ubernachtkultur des Stammes BL21 verwendet. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (15
min, 4 °C, 6 00 g) in einer J2-HC Beckman-Zentrifuge (Palo Alto, USA) geerntet. Nach
dem Resuspendieren der Zellen in 300 ml 20 mM HEPES-Puffer (pH 7.0), 150 mM NacCl,
wurde der Zentrifugationsschritt wiederholt. Das erhaltene Zellpellet (10 g Feuchtgewicht)
wurde in 80 ml des gleichen Puffers resuspendiert. Alle folgenden Schritte zur
Proteinreinigung wurden bei 4 °C durchgefihrt. Der mechanische Aufschlul3 der
Bakterienzellen erfolgte mit Hilfe einer French-Druckzelle (1 100 psi) der Firma SLM
Aminco (Buttelborn). Unlgsliches Material wurde durch Ultrazentrifugation (40 min, 95 800

x @) in einer L8-60M Beckman Ultrazentrifuge (Palo Alto, USA) sedimentiert. Der Uberstand
wurde 1:1 mit 20 mM HEPES-Puffer (pH 7.0) verdinnt und Gber eine Fractogel EMD DEAE-
650(M)-Saule (2.5 14 cm) getrennt, die mit 20 mM HEPES-Puffer (pH 7.0) aquilibriert war.
Durch einen linearen NaCl-Gradienten (0-1 M NaCl, 200 ml) wurde Triggerfaktor bei einer
NaCl-Konzentration von ca. 250 mM zusammen mit Cypl8 und FKBP22 eluiert. Die
enzymatisch aktiven Fraktionen wurden vereint und auf eine Chelating Sepharose-Saule (1.6
x 16 cm, aquilibriert mit 20 mM HEPES-Puffer (pH 7.0), 0.3 M NaCl, Beladung durch Ni
lonen) aufgetragen. Dem Permeat, das sowohl Triggerfaktor als auch Cyp18 enthielt, wurde
Ammoniumsulfat bis zu einer Gesamtkonzentration von 20 % (w/v) zugesetzt und die Losung
anschlieend 1 h unter Ruhren inkubiert. Im nachsten Schritt wurde die Fraktion auf eine mit
10 mM HEPES-Puffer (pH 7.5), 0.15 M KCI, 20 % Ammoniumsulfat (w/v), aquilibrierte
Phenyl Sepharose CL-4B-Saule X18 cm) aufgetragen. Die Elution erfolgte durch einen
linearen Gradienten verschiedener Komponenten (0-20 % Glyzerin, 0-0.5 % Chaps, 20-0 %

Ammoniumsulfat, 100 ml). Die Fraktionen, deren PPlase-Aktivitat nicht durch CsA
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inhibierbar war, wurden vereint undX22 h gegen je 3 Liter 10 mM MES-Puffer (pH 5.8)
dialysiert. Im Anschluf? erfolgte eine Farbstoffligandaffinitatschromatographie an Fractogel
TSK AF-Blue (1x 4 cm), das im gleichen Puffer &quilibriert war. Durch einen linearen
Gradienten (0-1.5 M KCI, 80 ml) wurde Triggerfaktor eluiert. Die Homogenitat wurde durch
SDS-PAGE und anschlieBende Farbung des Gels durch Silbernitrat geprift. Die
Proteinfraktionen wurden bei -80 °C gelagert.

Nach dieser Vorschrift erfolgte auch die Reinigung von rekombinantem Triggerfaktor aus
demE. coli Stamm K12 DH&/pTIG2 (76).

2.3.2. Reinigung der rekombinanten Triggerfaktorfragmente

Triggerfaktor und die verschiedenen Varianten [TFYX*E TF-2%1 TRH0-250 TpRl45-251
TFL45-432 TF145'251(GIu178\/aI), TF145'251(GIU178ASp), TF145'251(GIU178LyS), TE45-251
(Phé®®is), TF*>YPhé®Trp), TR 2*Y(Phé>**Tyr) sowie TF (Ph&*Tyr)] wurden jeweils

aus 1 Liter Kulturen der entsprechendercoli Stamme isoliert. Mit Ausnahme der *##2>2
Variante enthielten alle exprimierten Proteine eine N-terminale Sequenzerweiterung, die eine
Hexahistidinsequenz und EnterokinasespaltsttiRGSHHHHHHGSDDP2Kthielt. Die N-
terminale Extension von Ff2°° enthielt nur eine histidinreiche Sequenz, so daR sich die
entsprechende Sequenz MIRGSHHHHHHGIRerkiirzte. C-terminal wurde das #£2>2
Fragment von der TetrapeptidsequedKLEN flankiert. Die durch Metallchelataffinitats-
chromatographie bereits angereicherten Proteinfraktionen vort**?PEGIu'"®val,
Glu'"®Asp) sowie TE*>®1(Phd*®His, Phé*®*Trp) und Triggerfaktor (PH&*Tyr) wurden von

T. Tradler (MPG, Halle) zur Verfigung gestellt.

Nach dem Impfen des 2 YT-Mediums [16 g/Liter Pepton, 10 g/Liter Hefeextrakt, 5 g/Liter
NaCl (pH 7.0)] mit den Zellen einer Ubernachtkultur (50 ml) wurde die Kultur bei 37 °C und
200 rpm bis zum Erreichen einer optischen Dichte bei 600 nmgo(OdN ca. 0.7 inkubiert.
Durch Zugabe von 2 mM IPTG wurde die Expression der entsprechenden Proteinvariante
induziert. Die Zellen wurden nach weiteren 5 h Wachstum durch Zentrifugation in einer
J2-HC Beckman-Zentrifuge (6 060g, 15 min, 4 °C) geerntet. Nach Resuspendieren in 50 ml
50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7.0), 0.15 M NaCl, wurde der Zentrifugationsschritt
wiederholt und das so erhaltene Zellsediment in 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7.0), 0.3
M NaCl, 1 mM PMSF, resuspendiert. Der Zellaufschlu@ und die nachfolgende
Ultrazentrifugation erfolgte wie unter Abschn. 2.3.1. beschrieben. Der erhaltene Uberstand

wurde auf eine Ni-NTA-Agarosesaule (& 2 cm), die mit 50 mM Natriumphosphatpuffer
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(pH 7.0), 0.3 M NacCl, aquilibriert war, aufgetragen. Durch Waschen mit 5 mM Imidazol,
geldst im gleichen Puffer, wurden weniger spezifisch gebundene Proteine eluiert. Die Elution
der rekombinanten Proteine erfolgte durch einen Gradienten [5-500 mM Imidazol in 50 mM
Natriumphosphatpuffer (pH 7.0), 40 ml]. Die weitere Reinigung erfolgte durch Gelfiltration.
Jeweils 1 ml der konzentrierten Proteinfraktionen wurde auf eine Superdex75 16/60 HiLoad
FPLC-Saule der Firma Pharmacia Biotech (Freiburg), die mit 20 mM HEPES-Puffer (pH 7.5),
150 mM KCI, aquilibriert war, mit einer Flul3rate von 0.8 ml/min aufgetragen. Nach der
Elution erwiesen sich mit Ausnahme von 't TF"®! und TE**2*{Phd**His und
Phe®®Trp) alle Proteine zu iiber 95 % als homogen, was durch Coomassie-Farbung nach
SDS-PAGE verifiziert wurde. Die beiden Bffedl Xaa Varianten (Xaa = His, Trp) waren

z.T. proteolysiert (siehe Abschn. 3.8.2.). Fur die weitere Reinigung der beiden N-terminalen
Fragmente des Triggerfaktors sowie der??Hgr-Variante wurde nach Dialyse gegern 3

Liter 10 mM MES-Puffer (pH 6.0) eine Affinitatschromatographie an Fractogel TSK AF-
Blue, das im gleichen Puffer aquilibriert war, durchgefiihrt. Die nach der Elution durch einen
linearen Salzgradienten (0-1.5 M KCI, 80 ml) mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung
analysierten Triggerfaktorvarianten erwiesen sich zu Uber 95 % homogen. Die Lagerung aller
Proteine erfolgte nach der Entsalzung durch Dialyse gegen 10 mM HEPES-Puffer (pH 7.5)
bei -80 °C.

2.3.3. Reinigung von rekombinanten hFKBP12-Varianten

Die Reinigung der hFKBP12-Varianten erfolgte ebenfalls ausgehend von 1 Liter Bakterien-
kulturen, die in beschriebener Weise (Abschn. 2.3.2.) angezogen wurden. Das Wildtypenzym
und die hFKBP12 (AsPlLeu)-Variante enthielten N-terminal eine histidinreiche
Sequenzerweiterung(TMITNSMHHHHDDDRKaufgrund derer die Reinigung wie fir die
Triggerfaktorvarianten  beschrieben durch  Metallchelataffinitdtschromatographie  und
Gelfiltration durchgefiihrt wurde. Die exprimierte PHgr-Variante enthielt keine N-
terminale Extension. Deshalb war der erste Schritt zur Isolierung au& deaii-Lysat eine
Anionenaustauschchromatographie an Fractogel EMD DEAE-650(M)-Séaule 91c8n), die

mit 20 mM HEPES-Puffer (pH 7.3) aquilibriert war. Das Permeat enthielt die FKBP-Variante
und wurde anschlieRend auf eine Fractogel EMQ-880(M)-Séaule (1x 8 cm), die mit 20

mM MES-Puffer (pH 6.3) aquilibriert war, aufgetragen. Durch einen linearen Salzgradienten
(0-1 M KCI, 100 ml) wurde das Protein eluiert und durch Gelfiltration (analog zu Abschn.
2.3.2.) bis zu Uber 98 % Homogenitat gereinigt.
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2.4. Praparation ribosomaler Partikel ausk. coli

Die Praparation der Ribosomen und ribosomalen Untereinheiten erfolgte nach einem
Protokoll von Rheinbergeat al. (168). DerE. coli Stamm BG87, dessen chromosomaiigs

Gen unter Kontrolle de#&raB-Promoters steht (76), wurde zweimal in einem 100 Liter
Fermentor bei 37 °C angezogen. Entsprechend der gewlnschten Regulation des zellularen
Triggerfaktorgehaltes wurden zum Nahrmedium (1 kg Bacto-Trypton, 0.5 kg Hefeextrakt, 0.5
kg NaCl) einmal 0.2 % Glukose und beim zweiten Mal 0.2 % Arabinose zugesetzt. Die
Anzucht der Zellen erfolgte mit einer Vorkultur (25 ml) im gleichen Medium unter 25 pg/mi
Ampicilin. Damit wurde eine 2.5 Liter Ubernachtkultur tberimpft, die als Inokulum fiir die
Fermentation diente. Das Wachstum der Zellen wurde durch Messen der optischen Dichte bei
650 nm kontrolliert und beim Erreichen der frihen logarithmischen Phasgy(©D.39 bzw.

0.33) durch Kihlung und sofortige Ernte mittels DurchfluBzentrifugation gestoppt. Die
Zellmasse (82 g bzw. 78 g) wurde in flissigem Stickstoff gefroren und anschlielRend bis zum
ZellaufschluR3 bei -80 °C gelagert. Die Puffersysteme fur die Isolierung der ribosomalen

Fraktionen waren folgendermal3en zusammengesetzt:

A 20 mM HEPES (pH 7.5), 6 mM Mggl30 mM NH,CI, 4 mM 2-Mercaptoethanol
B 20 mM HEPES (pH 7.5), 1 mM Mg&I1200 mM NHCI, 4 mM 2-Mercaptoethanol
C 20 mM HEPES (pH 7.5)., 20 mM Mg£B0 mM NH,CI, 4 mM 2-Mercaptoethanol

Nachfolgend ist die Praparation von Ribosomen aus den Zellen beschrieben, deren Wachstum
durch Glukose supplementiert wurde. Analog erfolgte die Praparation der Ribosomen aus der
Arabinosekultur. Alle verwendeten Materialien wurden durch Autoklavieren oder Erhitzen auf
180 °C sterilisiert. Soweit nicht extra vermerkt, wurden alle Arbeiten bei 0-4 °C ausgefihrt.
Das Zellmaterial (82 g Feuchtgewicht) wurde in 164 ml Puffer A resuspendiert, in einer
Sorvall RC-2D Zentrifuge (8 000 rpm, 15 min) sedimentiert und anschlieRend mit der 1.5-
fachen Masse Aluminiumoxid vermischt. Der mechanische Zellaufschluf3 erfolgte durch
Zerreiben der Masse in einer Retsch-Muhle fur 20 min. Nach Zugabe von 150 ml Puffer A
wurde das Aluminiumoxid durch Zentrifugation (10 min, 10 000 rpm) entfernt. Der erhaltene
Uberstand wurde dann durch Zentrifugation (1h bei 13000 rpm) geklart. Durch
anschlieBende Ultrazentrifugation in einem 45Ti Rotor der Beckman L8-65 Zentrifuge (17 h,
25 000 rpm) wurde die Ribosomenfraktion ("crude" Ribosomen) sedimentiert. Zur Isolierung

von "tightly coupled” 70S Ribosomen (Ribosomen, die wahrend der Zentrifugation nicht in



MATERIALIEN UND METHODEN 23

die Untereinheiten dissoziieren (183)) wurden ein Drittel dieser Fraktion mit 20 ml Puffer A,
und zur Praparation von Untereinheiten bzw. reassoziierten 70S Ribosomen die verbleibenden
zwei Drittel mit 40 ml Puffer B versetzt. Nach dem vorsichtigen Resuspendieren unter
standigem Schutteln wurden die erhaltenen Fraktionen durch Zentrifugation geklart (10 000
rom, 10 min) und ihre Konzentration durch Bestimmung der Absorption bei 260 nm
abgeschatzt. Ein Teil der Proben 27 875 AsgEinheiten dissoziierte 70S Ribosomen in
Puffer B, 1x 8 200 AgoEinheiten 70S Ribosomen in Puffer A) wurde anschliel3end fur eine
Zonalzentrifugation in einem Beckman-Zonalrotor BTi-XV (0-40 % Saccharosegradient in
dem entsprechendem Puffer, 16 h, 21 000 rpm fur 70S Ribosomen bzw. 24 000 rpm fir
ribosomale Untereinheiten) verwendet. Nach Bestimmung der Absorption bei 290 nm wurden
die 70S Fraktionen vereint (140 ml) und die Ribosomen aus der Saccharoselésung durch
Ultrazentrifugation in einem Beckman 45Ti-Rotor (24 h, 24 000 rpm) sedimentiert.
Entsprechend wurden die 50S (400 ml) und 30S Fraktionen (300 ml) isoliert und durch
Ultrazentrifugation (20 h, 35 000 rpm) pelletiert. Nach dem vorsichtigen Resuspendieren aller
Proben in Puffer A und Zentrifugation (10 min, 10 000 rpm) wurde die Konzentration durch
Messen der Absorption bei 260 nm bestimmt. Die nicht weiter verwendeten 70S (3 ml, 430
AzsoEinheiten/ml) und 50S Fraktionen (1.5 ml, 50%¢kinheiten/ml) wurden aliquotiert und

nach dem raschen Einfrieren in flissigem Stickstoff bei -80 °C gelagert.

Zur Praparation von reassoziierten 70S Monosomen wurden 50S Untereinheiten und 30S
Untereinheiten im molaren Verhéaltnis 1:2 vereint und nach Erhdéhung der ,MgCl
Konzentration auf 20 mM 40 min bei 40 °C inkubiert. Die Isolierung der reassoziierten 70S
Monosomen erfolgte nach einer Zonalzentrifugation des inkubierten 50S/30S-Gemisches
(5570 Ao Einheiten bzw. 2 700 Ao Einheiten) in Puffer GQ0-40 % Saccharose, 16 h,

21 000 rpm). Anschliel3end erfolgte eine Sedimentierung der reassoziierten 70S Monosomen
durch Ultrazentrifugation (24 h, 24 000 rpm). Die ribosomalen Fraktionen wurden unter
vorsichtigem Schiitteln in Puffer lesuspendiert und ihre Konzentration im Anschluf® an eine
Zentrifugation (10 min, 10 000 rpm) bestimmt. Die Lagerung der reassoziierten 70S
Ribosomen (4.7 ml, 600 Ay Einheiten/ml) erfolgte nach dem Aliquotieren und raschem

Einfrieren in flissigem Stickstoff bei -80 °C.
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2.5. LiCl-Behandlung von ribosomalen 50S Untereinheiten

Die stufenweise Dissoziation von 50S Untereinheiten erfolgte nach einer Methode von
Homann und Nierhaus (169). Die 50S Untereinheiten (Endkonzentration 2 uM) wurden mit
der entsprechenden LiCl-Konzentration (0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 und 4.0 M) versetzt und 5 h in
10 mM Tris-Puffer (pH 7.5), 10 mM Magnesiumacetat, 0.5 mM EDTA, bei 0 °C unter
Schutteln inkubiert. In einer anschlieBenden Ultrazentrifugation in einem Beckman 70Ti-
Rotor (40 000 rpm, 4 °C) wurden die ribosomalen Bestandteile sedimentiert. Die Uberstande
(10 ml) wurden separiert und je 3 ml in Vorbereitung auf PPlase-Aktivitatsbestimmung mit
Hilfe eines Centrikon-Konzentrators konzentriert und in 20 mM HEPES-Puffer (pH 7.5) 4
mM MgCl,, 400 mM NHCI, tberfuihrt. Die ribosomalen Fraktionen wurden in je 0.5 ml des
gleichen Puffers resuspendiert. Alle Proben wurden nach raschem Einfrieren in flissigem
Stickstoff bei -80 °C gelagert.

Die Bestimmung von PPlase-Aktivitat im Anschluf3 an eine Gelfiltration erfolgte nach einer
Behandlung von 50S Untereinheiten in &hnlicher Weise. Die 50S Untereinheiten wurden mit
Puffer [20 mM HEPES-Puffer (pH 7.5) 2 M LiCl, 10 mM MgCD.5 mM EDTA, 1 mM

DTT] auf eine Endkonzentration von 77364 Einheiten/ml verdinnt und 5h bei 0 °C
inkubiert. Die anschlieBende Gelfiltration wurde im gleichen Puffersystem bei einer FluRBrate
von 40 pl/min am SMART™-System von Pharmacia Biotech (Freiburg) durchgefihrt. Eine
50 pl Probe der inkubierten 50S Fraktion wurde auf eine Superdex75 PC 3.2/30 Saule
aufgetragen. Die gesammelten Fraktionen (je 30 pl) wurden hinsichtlich ihrer PPlase-
Aktivitat im Standard-PPlase-Aktivitatstest (siehe Abschn. 2.8.1.) untersucht. Die Eichung
der Gelfiltrationsséaule erfolgte unter identischen Bedingungen mit BSA (67 kDa), Ovalbumin
(45 kDa), Chymotrypsinogen A (25 kDa) und Cytchro(i2.5 kDa).

2.6. Immunchemische Methoden
2.6.1. Affinitatsreinigung polyklonaler Antikorper

Das von der Firma Pab Productions (Herbertshausen) erhaltene Serum (mit Spezifitat gegen
N-terminal verkirzte Fragmente des Triggerfaktors (166)) wurde nach 30 min Inkubation bei
56 °C und Zentrifugation (20 min, 13 000 rpm) fir eine Affinititschromatographie mittels
Protein A-Sepharose CL-4B verwendet. Die Reinigung erfolgte nach den Instruktionen der
Hersteller. Die so erhaltene IgG-Fraktion wurde weiter durch Affinitatschromatographie mit

immobilisiertem Triggerfaktor gereinigt. Dazu wurde 1 mg Triggerfaktor mittels RP-HPLC
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gereinigt und nach Entfernen des Losungsmittels (durch einen Stickstoffstrom) in 10 mM
HEPES-Puffer (pH 7.5) Gberfuhrt. Die Kupplung an die Matrix von Affi-15 Gel der Firma
Bio-Rad (Munchen) erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellers wie folgt: ca. 1 ml der
in Wasser vorgequollenen Gelsuspension wurde mit der 1.5 ml Triggerfaktorldsung versetzt
und unter standigem Schutteln bei 25 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Bestimmung
der PPlase-Aktiviat im Uberstand nach jeweiligem Absetzen des Gels verfolgt. Nach 3 h
Kupplung konnte im Uberstand keine PPlase-Aktivitat mehr nachgewiesen werden. Deshalb
wurde die Reaktion durch Amidierung aller noch vorhandenen Bindungsstellen an der
Gelmatrix far 1 h mit 1 M Ethanolamin (pH 8.5) abgestoppt. Nach mehrmaligem Waschen
des Gels mit 50 mM HEPES-Puffer (pH 7.5), 1 M KCI, 0.5 % Tween 20, erfolgte die
Aquilibrierung in 10 mM HEPES-Puffer (pH 7.5). Die IgG-Fraktion (15 ml) des Anti-
Triggerfaktor-Antiserums wurde mit einer Flu3rate von 0.4 ml/min aufgetragen. Um eine
moglichst hohe Bindungsausbeute zu erreichen, wurde das Permeat in drei Wiederholungen
auf die Saule aufgetragen. Nach einem Waschschritt [50 mM HEPES-Puffer (pH 7.5), 1 M
KCI, 0.5 % Tween 20] erfolgte die Elution durch 0.1 M Citratpuffer (pH 2.8) unter sofortiger
Neutralisierung der erhaltenen Fraktionen mit 0.85 M Ches-Puffer (pH 8.4). Die Spezifitat der
erhaltenen polyklonalen Antikdrper wurde durch Westernblot-Analyse Uberprmet PAL).

Dazu wurdeE. coli Zellmaterial aus einem Expressionsstamm fir die Triggerfaktor-PPlase-

Doméane verwendet.

R ] e < Triggerfaktor

140-250
— —TF

ABB. 2-1. Westernblot-Analyse nach Affinitatschromatographie. In allen Bahnen wurde Zellmaterial aus einem
E. coli Expressionsstamm der PPlase-aktiven Doman¥°¥® des Triggerfaktors aufgetragen. Die 1gG-
Fraktion eines polyklonalen Anti-Triggerfaktor-Serums wurde durch Affinitatschromatographie mit
immobilisiertem Triggerfaktor (siehe Text) gereinigt. Die Fraktionen, IgG vor der Chromatogrdphie (
Permeat Z) sowie durch pH-Sprung eluierte Ig@) (wurden fiir den ersten Inkubationsschritt (Verdiinnung
1:250) des Westernblot-Verfahrens verwendet.



MATERIALIEN UND METHODEN 26

2.6.2. Westernblot-Analyse

Das Westernblot-Verfahren erfolgte wie beschrieben (166). Die IgG-Fraktion des
polyklonalen Triggerfaktor-Antiserums aus Kaninchen (Pab Productions, Herbertshausen)
wurde in einer Verdunnung 1:500 fir den ersten Inkubationsschritt verwendet. Die
Entwicklung des Blots erfolgte nach der Inkubation mit dem zweiten Antikorper, einer
polyklonalen Peroxidase-konjugierten Anti-Kaninchen-lgG-Fraktion der Ziege durch

Oxidation des eingesetzten Substrates 4-Chloro-1-naphtol.

2.6.3. Immunpréazipitation

Zur Immunprazipitation von nativem Triggerfaktor wurde die durch Affinitatschromato-
graphie gereinigte Anti-Triggerfaktor-lgG-Fraktion in verschiedenen Konzentrationen mit
Triggerfaktor 2 h bei 4 °C inkubiert, so dal3 nach der anschlie3enden Zugabe einer Suspension
aus immobilisierten Protein A die Verhaltnisse Triggerfaktor : 1gG wie 1:7, 1:3.5 und
1:1.7 erreicht wurden. FiUr jede Triggerfaktorkonzentration wurde eine entsprechende
Kontrollprobe ohne Zusatz von Antikdrpern in gleicher Weise behandelt. Nach weiterer
Inkubation fir 1.5 h bei 4 °C unter Schitteln wurde die Protein A-Sepharose-Matrix durch
Zentrifugation (15 s, 10 008 g) von den léslichen Bestandteilen getrennt. Die Analyse der
Uberstande erfolgte durch SDS-PAGE, Westernblot-Verfahren und Messung der PPlase-
Aktivitat. Es sei vermerkt, dal3 unter den verwendeten Bedingungen die PPlase-Aktivitat des

Triggerfaktors durch Inkubation mit der Antikdrperfraktion bis zu 2 h nicht beeinfluf3t wird.

2.7. Proteinchemische Analyse
2.7.1. SDS-PAGE

Die SDS-PAGE wurde nach der Methode von Laemmli (170) durchgefihrt. Die
Acrylamidkonzentration ist den jeweiligen Abbildungsbezeichnungen zu entnehmen. Die

Coomassie- bzw. Silberfarbung wurden wie beschrieben durchgefihrt (166).

2.7.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die Methode nach Bradford (171) mit BSA
als Standard verwendet.
Die Ermittlung der Konzentration isolierter Proteine erfolgte spektrophotometrisch unter

Verwendung der molaren Extinktionskoeffiziente bei 280 nm (Rs. 2-1). Die molaren
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Extinktionskoeffizienten wurden aus der Aminosauresequenz nach Gill und von Hippel
abgeleitet (172).

Die Bestimmung der Konzentration von ribosomalen Partikeln erfolgte spektrophotometrisch
durch Detektion der Absorption bei 260 nm. Dabei entspriched Binheit 24 pmol 70S
Ribosomen, 36 pmol 50S bzw. 72 pmol 30S Untereinheiten.

TAB. 2-1.Molare Extinktionskoeffizienten der verwendeten Proteinvarianten

Proteinvariante €280 (M 'em?) Proteinvariante €280 (M 'em?)
TF 15 930 TR®S1@ 6 970
TF (Phé**Tyr) 17 210 TE*2*{(Phé*Trp) 12 660
TE4 6 400 TE®®{Phé**Tyr) 8 250
TF! 13 370 hFKBP12 9530
TRM>4%2 9 530 hFKBP12 (PH&Tyr) 10 810

2 picht mit angegeben sind Varianten von*E>! bei denen die ersetzten Aminosaurereste keine Veranderung
vone hervorrufen (GIY®al, GIu "®Asp, GIu"8Lys, Phé*®His), TF***°sowie hFKBP12 (AsPLeu).

2.7.3. Bestimmung der N-terminalen Aminoséuresequenz
2.7.3.1. RP-HPLC

Die Entsalzung von Proteinen erfolgte an einem LC-10A RP-HPLC-System der Firma
Shimadzu (Kyoto, Japan) mit einer Nucleosil 500;5P€N-Saule (12% 4 mm, Vorsaule 11

x 4 mm) der Firma Marcherey-Nagel (Duren). Die Saule war &aquilibriert mit 0.09 %
Trifluoressigsaure in 1 % Acetonitril (v/v). Die Proteine wurden mit einem Acetonitril-
gradienten (wenn nicht anders vermerkt 25-60 % Acetonitril in 0.08 % walriger
Trifluoressigsaure innerhalb von 25 min) bei einer Flu3rate von 1 ml/min und 40 °C eluiert.

Die Absorption bei 215 nm und 280 nm wurde detektiert.

2.7.3.2. N-terminale Sequenzierung

Die Bestimmung der N-terminalen Aminosauresequenz wurde an einem 476 A Gasphasen-
Sequenzer der Firma Applied Biosystems (Foster City, USA) freundlicherweise von P.
Rucknagel (MPG, Halle) durchgefuhrt.

2.7.4. Bestimmung der molekularen Masse

Die massenspektrometrischen Analysen wurden freundlicherweise von A. Schierhorn (MLU,

Halle) durchgefihrt.
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2.7.4.1. MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Die MALDI-TOF-Massenspektren wurden an einem REFLEX Spektrometer der Firma
Bruker-Franzen Analytik (Bremen) aufgenommen. Die lonisierung erfolgte bei 337 nm durch
Laser-Desorption und die lonen wurden linear bei einer Spannung von 28.4 kV beschleunigt.
Als Matrix diente eine (gesattigte Losung von  Sinapinsdure in  einem
Acetonitril:Methanol:Wasser Verhaltnis von 3:2:5 (v/v/v). Die Kalibrierung erfolgte mit
humanem Angiotensin 1l, Rinder-Insulin sowie Cytochram(Pferdeherz) als externe

Standards und mit Cytochroorels internem Standard.

2.7.4.2. ESI-Massenspektrometrie

Die ESI-Massenspektren wurden an einem VG Bio-Q Tripel-Quadrupol Massenspektrometer
der Firma Fisons Instruments (Manchester, GB) aufgenommen. Dazu wurden 4 pl
Probenvolumen direkt in die Elektrosprayquelle mit einer FluBrate von 4 pl/min injiziert. Als
Losungsmittel diente ein Acetonitril:Wasser-Gemisch im Verhaltnis 1:1 (v/iv) in 1 %

Ameisensaure. Pferdeherzmyoglobin wurde zur Kalibrierung eingesetzt.

2.7.5. Fern-UV CD-Spektroskopie

Fir die Aufnahme der Fern-UV CD-Spektren wurde ein J-710 Spektropolarimeter der Firma
JASCO (Tokyo, Japan) verwendet. Die Messungen wurden in einer temperierten
Quartzkuvette mit einer Schichtdicke von 0.1 cm in 10 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7.0)

bei 25 °C durchgefihrt. Die Daten wurden in dem Wellenlangenbereich von 185 bis 250 nm
20 mal aufgenommen, gemittelt und mit der vom Hersteller JASCO bereitgestellten Software

analysiert.

2.8. Bestimmung der PPlase-Aktivitéat
2.8.1. Proteasegekoppelter PPlase-Aktivitatstest (Standard)

Die PPlase-Aktivitat wurde mit geringen Modifikationen nach Fisetherd, 1984 (112, 173)

unter Ausnutzung der bekannten Isonrar(s)spezifitat (46, 99) vieler Proteasen bestimmit.

Die Messungen erfolgten an einem 8452A Diodenarray-Spektrophotometer der Firma Hewlett
Packard (Waldbronn), das mit einer temperierbaren Kivettenhalterung ausgestattet war und
kontinuierliches Rihren des MelRansatzes erlaubte. Bei diesem Aktivitatstest kaisi die

trans Isomerisierung der Xaa-Pro-Peptidbindung eines Tetrapeptid-4-Nitroanilids
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spektrophotometrisch verfolgt werden. Die mathematische Analyse der Progrel3kurven liefert
die Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung der unkatalys@stentrans Isomerisierung
(ko). Die beobachtete Geschwindigkeitskonstante der PPlase-katalysierten Régldisptt
sich aus den Geschwindigkeitskonstanten der enzymkatalysiettgrd @(nd der

unkatalysierten Reaktion zusammen:

Kobs = Ko + Kenz (1)

Unter der Bedingung [SK< K gilt:

V = Kops - [SF*® (2)
wobei [SF® der Anfangskonzentration des Substrates entspricht, dessen Xaa-Pro-
Peptidbindung in dercis-Konformation ist. Die Geschwindigkeitv)( enzymkatalysierter
Reaktionen laft sich mathematisch durch die Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung 3)

ausdricken:

kcat' [E] : [Sb
V=150 +0KM (3)

Unter der Voraussetzung [Sk< Ky kann Gleichung 3 mit Hilfe von Gleichung 2 zu
Gleichung 4 vereinfacht werden, so dal3 durch Umstellen der GleichkgadKe ausken; bei

einer definierten Enzymkonzentration {lerechnet werden kann (Gleichung 5):

— kcat : [E]O

s =] @
Keat _ Kenz
Km ~ [Elo ()

Zum Vergleich von PPlase-Aktivitaten in biologischen Proben wurde die willktrlichen
Beschleunigungseinheit (BE), die sich agdko)-1 berechnen lafdt, verwendet.

Alle Messungen wurden, sofern nicht anders erwéhnt, bei 10 °C durchgefuhrt. Als Mel3signal
diente das durch die Protease freigesetzte 4-Nitroaniligk € 390 nm). Die Aufnahme der
Daten erfolgte tber einen Zeitraum von 2 bis 10 min nach einer Temperaturaquilibrierung von
5 min. Die PPlase-Probe wurde erst kurz vor dem Starten der Reaktion durch die

Substratinjektion zugegeben. Ein typischer Mel3ansatz enthielt folgende Komponenten:

1200 - (x +y) pl 35 mM HEPES-Puffer (pH 7.8)
X pl Proteasestammlésung
y Ml PPlase-Probe

3l Substratldsung.
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Die Substrate der allgemeinen Struktur Suc-Ala-Xaa-Pro-Yaa-4-NA waren, wenn nicht anders
vermerkt, in DMSO in einer Konzentration von 10 mg/ml geldst, so daf3 sich daraus fur den
MeRansatz Konzentrationen von 405 pM ergaben. Der Aminosaurerest Yaa variierte
entsprechend der Substratspezifitat der eingesetzten Proteas@d). Der Aminosaurerest

Xaa wurde zur Ermittlung der Substratspezifitaten von PPlasen durch eine Reihe
proteinogener Aminosaurereste ersetzt. Die Auswertung der Progrefl3kurven erfolgte wie
beschrieben (112).

TAB. 2-2.Verwendete Proteasen und Substrate zur isomerspezifischen Proteolyse

Yad' Protease Proteasekonzentration (LM)
Phe a-Chymotrypsin 35
Subtilisin Carlsberg 2.3
GIn Subtilisin 14
Arg Trypsin 0.4
Thrombin® 210

%in Suc-Ala-Xaa-Pro-Yaa-4-NA
®Da die Proteinfraktion recht heterogen war, sollte die Angabe der enzymatischen Aktivitat (466 NIH
Einheiten/ml MefRansatz) nach den Angaben des Herstellers genauer sein.

Die Inhibierung der PPlase-Aktivitdt durch FK506 oder CsA wurde mit obigem Mefl3ansatz
erprobt. Die PPlase wurde mit dem jeweiligen Inhibitor 10 min vorinkubiert. In diesem Fall
erfolgte die Zugabe der Proteaseldsung erst nach der Inkubationszeit, um eine proteolytische
Inaktivierung der PPlase wéahrend der Inkubationszeit auszuschliel3en. Da die Inhibitoren in
Ethanol gel6st waren, wurde der Kontrollwert ohne Inhibitor in Gegenwart entsprechender
Volumina Ethanol durchgefiihrt. Die Daten zur Inhibierung wurden nach einem Modell fur

kompetitive hochaffine Inhibition analysiert (174).

2.8.2. Ungekoppelter PPlase-Aktivitatstest

Die teilweise hohe Proteasekonzentration im Standard-Aktivitatstest kann zu unerwinschter
Inaktivierung der PPlase durch Proteolyse fiuihren. Deshalb wurde bei verschiedenen
Problemstellungen ein proteasefreier Aktivitatstest angewendet (175, 176), der prinzipiell mit
den gleichen Peptidsubstraten durchgefuhrt werden kann. In diesem Fall wird durch einen
Losungsmittelsprung das vorliegendgs/transGleichgewicht der Prolylbindung in den
Tetrapeptidderivaten (Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA und Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-4-MA) gestort
und die Neueinstellung unter Ausnutzung der differenten Absorptioncideund trans
Konformere spektrophotometrisch verfolgt. In  Abhangigkeit vom Substituenten (-4-

Nitroanilid bzw. -4-Methoxyanilid) wurde die Absorption bei 330 nm (Referenzwellenléange
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510 nm) bzw. 285 nm (Referenzwellenlange 300 nm) verfolgt. Die erhaltene Progrel3kurve
lakt sich nach einer Reaktion erster Ordnung auswerten und liefert die beobachtete
Geschwindigkeitskonstantgys die sich jedoch additiv aus den Geschwindigkeitskonstanten
der Hin- und Rickreaktion dieser Gleichgewichtseinstellung zusammensetzt. Die Messungen
wurden wie fir den proteasegeloppelten Test beschrieben durchgefuhrt, jedoch wurde keine
Protease zugesetzt. Die Substrate waren in 0.55 M LiCl/Trifluorethanol gel6st. In diesem
Losungsmittel lagen die beobachtetéesaGehalte bei ca. 60 % , wahrend im walrigen System
cis-Gehalte von 11 % (Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-4-MA) und 20 % (Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA)

vorlagen. Die Konzentration von Substrat im Mef3ansatz betrug 75 pM.

2.8.3. Proteinfaltungstest

Als Substrat fur die Bestimmung der PPlase-Aktivitat bei der Proteinfaltung diente eine
modifizierte Variante der Ribonuklease (RNase) T1 (177). Die Wildtyp-RNase T1 enthalt in
ihrer nativen Struktur zwegis-Prolylbindungen (-Tyr-PrS- und -Ser-Pr&-) sowie zwei
Disulfidbricken. Nach Reduktion und Carboxymethylierung der Cysteinylseitenketten liegt
eine RNase T1-Variante vor, deren reversible Faltung durch Variation der NaCl-
Konzentration induziert werden kann. Die Doppelvariante*{Sg/Pra°Asn) enthélt nur

noch eine cis-Prolylbindung, derentrans [0 cis Isomerisierung bei der Ruickfaltung
geschwindigkeitsbestimmend ist (177). Die Rickfaltung d&carboxymethylierten,
(Ser‘Gly/Pra°Asn)-Variante der RNase T1 (RCM-T1) wurde initiiert durch die 40-fache
Verdinnung der entfalteten Form [28.5 pM RCM-T1 in 100 mM Tris/HCI (pH 8.0)] in den
MelRansatz, der 100 mM Tris/HCI (pH 8.0), 2 M NaCl sowie die entsprechende PPlase-
Konzentration enthielt. Als Mel3signal diente die Fluoreszenzanderung bei 320 nm (10 nm
Spaltbreite) nach Anregung bei 268 nm (1.5 nm Spaltbreite). Die Aufnahme der Daten
erfolgte an einem F-3010 Fluoreszenzspektrophotometer der Firma Hitachi (Tokyo, Japan) bei
15 °C unter kontinuierlichem Ruhren des MeRRansatzes (1 ml Volumen). Die langsame Phase
der Riickfaltung ist durch dierans O cis Isomerisierung der -Tyr-PTdPeptidbindung

bestimmt und kann an eine monoexponentielle Funktion angepaldt werden.
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2.9. Proteolytische Stabilitatsuntersuchungen
2.9.1. Limitierte Proteolyse - Stabilitatstest verschiedener PPlase-Varianten

Die Stabilitatt verschiedener PPlase-Varianten wurde gegenuber verschiedenen
isomerspezifischen Proteasen getestet. Dazu erfolgte eine Inkubation der jeweiligen Protease
mit dem zu untersuchenden Protein fur eine definierte Zeit (0-4 min) bei 0 °C. Die Reaktion
wurde durch Zugabe des entsprechenden Proteaseinhibitors abgestoppt, und die
proteolytischen Produkte wurden durch SDS-PAGE mit anschlieRender Coomassie-Farbung
oder Westernblot-Analyse visualisiert. Als Proteaseinhibitoren wurden PMSF (1 mM) fir
Subtilisin und Thrombin, Eglin ¢ fim-Chymotrypsin, sowie Trypsininhibitor (aus Sojabohne
oder Huhnerei) fur Trypsin verwendet. Eglin ¢ wurde im fiinffachen molaren UbersclouB zu
Chymotrypsin bei pH 5.2 eingesetzt, und Trypsininhibitor wurde im zweifachen molaren
Uberschu zur entsprechenden Trypsinkonzentration verwendet. Die Konzentrationen der
Proteasen entsprachen, sofern nicht anders vermerkt, der jeweiligen Konzentration im PPlase-
Aktivitatstest (vgl. BB. 2-2).

2.9.2. Limitierte Proteolyse des Triggerfaktors durch Subtilisin und Isolation eines
PPlase-aktiven Fragmentes
Zur Isolierung des vermuteten PPlase-aktiven Fragmente des Triggerfaktors nach Proteolyse
wurde 1 ml des nativen Wildtypenzyms (4 uM) mit Subtilisin Carlsberg (0.17 uM) fur 8 h bei
0 °C inkubiert. Die Proteolyse wurde durch PMSF (1 mM) abgestoppt und 50 pl der Probe auf
eine aquilibrierte [10 mM HEPES-Puffer (pH 7.5), 150 mM KCI] Superdex75™ PC3.2/30
Saule des SMART™-Systems der Firma Pharmacia Biotech (Freiburg) aufgetragen. Mit einer
Flu3rate von 40 ul/min wurden die proteolysierten Fragmente eluiert und in 40 ul Fraktionen
gesammelt. Die PPlase-Aktivitat wurde mit dem Substrat Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA im
Subtilisin-gekoppelten Aktivitatstest bestimmt. Wahrend der analytischen Gelfiltrationslaufe
betrug die Temperatur 25 °C. Als Eichproteine wurden Rinderserumalbumin (67 kDa),
Albumin aus Huhnerei (45 kDa), Chymotrypsinogen A (25 kDa) und Cytocbi@2.5 kDa)
unter gleichen Bedingungen eingesetzt. Die PPlase-aktive Fraktion mit der geringsten
molekularen Masse wurde anschlie3end durch RP-HPLC entsalzt und durch automatisierten

Edman-Abbau und MALDI-TOF-Massenspektrometrie charakterisiert.
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2.10. Bindungsuntersuchungen von Triggerfaktorvarianten an ribosomale Fraktionen

Zur Untersuchung der Bindungsfahigkeit des Triggerfaktors bzw. anderer Pratgitre an
verschiedene ribosomale Partikel wurden die isolierten "tightly coupled” Ribosomenss70S
Ribosomen und 50S Untereinheiten der unter Glukosezusatz fermentierten Zellen verwendet.
Die entsprechenden Proteine wurden in den jeweils angegebenen Konzentrationen mit 4 uM
70S Ribosomen oder 5.1 uM 50S Untereinheiten 15 min bei 37 °C in 50 pul 20 mM HEPES-
Puffer (pH 7.5), 6 mM MgG| 30 mM NH,CI, 4 mM 2-Mercaptoethanol (Puffer A), oder 20

mM HEPES-Puffer (pH 7.5), 6 mM Mg&1150 mM NHCI, 4 mM 2-Mercaptoethanol, 2

mM Spermidin, 0.05 mM Spermin (Puffer D), inkubiert. Im Anschlul3 erfolgte eine
Ultrazentrifugation (3 h, 67 00& g, 4 °C) durch ein Saccharosekissen [300 pl, 15 %
Saccharose in dem jeweils verwendeten Puffersystem (w/v)] in einer TL100 Ultrazentrifuge
mit TLA120.1 Rotor der Firma Beckman (Palo Alto, USA). Die Uberstiande wurden
entnommen und aufbewahrt. Die ribosomalen Sedimente wurden in 15 ul Puffer A
resuspendiert und ihre Konzentration durch Messung der Absorption bei 260 nm bestimmt.
Jeweils 24 pmol wurden fur die Analyse durch SDS-PAGE und anschlieBende Coomassie-
Farbung der Gele oder Westernblot-Verfahren verwendet. Die Quantifizierung erfolgte durch
Auswertung der Coomassie-gefarbten SDS-Polyacrylamidgele nach Digitalisierung mittels
Sharp JX-330 Scanners mit Hilfe der Software ImageMaster 1D der Firma Pharmacia Biotech
(Freiburg). Dabei diente das ribosomale Protein L2 als Standard fir die Eichung von 70S
Ribosomen bzw. 50S Untereinheiten. Fur den isolierten Triggerfaktor und die Proteinvariante

TF®*wurden ebenfalls Eichreihen erstellt.
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3. Ergebnisse
3.1. Nachweis der PPlase-Aktivitat dek. coli Triggerfaktors
3.1.1. Isolierung des Triggerfaktors aus. coli Zellysat

Basierend auf der Bestimmung von PPlase-Aktivitat wahrend der Praparation von Proteinen
auskE. coli konnte Triggerfaktor isoliert werden. Aus vorangegangenen Untersuchungen zur
Identifizierung neuer Vertreter der Enzymklasse der PPlasen lagen bereits erste Hinweise vor,
dalR3 eine Proteinfraktion, die zu Uber 90 % aus proteolytischen Fragmenten des Triggerfaktors
bestand, eine solche enzymatische Aktivitat enthalt (166). Um eindeutig die PPlase-Aktivitat
des Triggerfaktor nachzuweisen, war es notwendig, das intakte Protein zu isolieren. Die
Isolierung des vollstandigen Proteins erfolgte anhand eines verkirzten Reinigungsprotokolls
aus einer 3 Liter Ubernachtkultur dd&s coli Stammes BL21 (AB. 3-1). Nach diesem
Reinigungsschema konnten zwischen 0.5 und 1 mg zu uber 95 % homogenes Protein erhalten
werden (AB. 3-1).

TAB. 3-1.Schema zur Reinigung des TriggerfaktorsBusoli

Schritt Gesamt- PPlase- Spezifische  Reinigungs Ausbeute
protein (mg) Aktivitat*® PPlase-Aktivitdt  faktor (%)
(BE) (BE/mgQ)

| Zellextrakt 930 225 000 242 1.0 100.0

Il Anionenaustausch- 205 25 400 124 0.5 11.3
chromatographie

[l Metallchelataffinitats- 90 16 500 183 0.8 7.3
chromatographie

IV Hydrophobe Interaktions- 4.1 12 500 3 050 12.6 5.5
chromatographie

V  Farbstoffligandaffinitats- 1.1 6 270 5700 23.5 2.8

chromatographie

% Die PPlase-Aktivitat wurde ira-Chymotrypsin-gekoppelten PPlase-Aktivitdtstest mit Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-
NA als Substrat bestimmt. (lI) Fractogel EMD DEAE-650(M), (lll) Chelating Sepharose, (IV) Phenyl
Sepharose CL-4B, (V) Fractogel TSK AF-Blue.

Durch die gewéhlten Reinigungsschritte wurden einige der bekaBntwili PPlasen bereits

nach der ersten Anionenaustauschchromatographie (Cyp21, FKBP26 und Parvulin) und der
folgenden  Metallchelataffinitatschromatographie  (FKBP22) vollstindig aus dem
Proteingemisch entfernt. Da diese Proteine prinzipiell eine gleichartige enzymatische Aktivitat
besitzen, ist damit auch der Reinigungsfaktor (< 1) nach beiden Verfahren erklarbar
(TaB. 3-1). Das cytosolische Cypl8, das mit tiber 80 % den Hauptteil der mel3baren PPlase-

Aktivitat von E. coli bildet (179), konnte jedoch mit diesen Chromatographiearten nur zum
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Teil eliminiert werden, da es ein Triggerfaktor-ahnliches Elutionsverhalten zeigte. Die relativ
ahnlichen pl-Werte, 4.6 fur Triggerfaktor und 4.8 farcoli Cypl8, erklaren das partiell
Uberlappende Eluieren beider Proteine wéhrend der lonenaustauschchromatographie.
Weiterhin zeigten das Cyp18 sowie der Triggerfaktor keine Affinitat zu immobilisierfén Ni
lonen (TaB. 3-1, Schrittll), so dal3 erst durch die hyaphobe Interaktionschromatographie an
Phenyl Sepharose eine Trennung der beiden enzymatisch aktiven Proteinfraktionen gelang.
Die nicht durch CsA inhibierbare Enzymfraktion erwies sich nach der anschliel3enden
Farbstoffligandchromatographie als homogenes Protein mit einer scheinbaren molekularen
Masse von 62 kDa im silbergefarbten SDS-PolyacrylamidgeB(8-1). Durch N-terminale
Sequenzierung wurde die SequeMQVSVETTQGLGestimmt, die identisch zur N-

terminalen Aminosauresequenz des Triggerfaktors ist.

kDa M TF

97 —
67 —

45 — |
29 —|=

21 —
125 —|=

ABB. 3-1.SDS-Polyacrylamidgel (12.5 %, Silberfarbung) von gereinidgieiroli Triggerfaktor. 1) molekularer
MassestandardTF) Triggerfaktor (0.4 pg).

Die molekulare Masse des isolierten Proteins wurde mit ESI-Massenspektrometrie bestimmt
(ABB. 3-2). Der experimentelle Wert von 48 209.469.6 Da, der mit verschiedenen
Proteinchargen reproduziert werden konnte, wich um 178 Da von der theoretisch berechneten
Masse von 48 022.79 Da ab. Davon ausgehend lag die Vermutung nahe, dal3 das Protein
posttranslational modifiziert wird. Durch Kombination von tryptischem Verdau, N-terminaler
Sequenzierung und Massenspektrometrie konnte jedoch keine Modifizierung des Proteins
nachgewiesen werden (180). Hingegen fihrten solche Untersuchungen zur Identifizierung
einer alternativen Aminosauresequenz des Triggerfaktors im Bereich 279-287 (P. Ricknagel,
personliche Mitteilung). Parallel dazu wurde im Verlauf der vorliegenden Arbeit die Genom-
Analyse vonE. coli beendet (181) und die Nukleinsduresequenzigeasens (76) korrigiert.
Basierend auf dieser Sequenz berechnet sich die molekulare Masse des Triggerfaktors mit

48 191.97 Da und stimmt gut mit der experimentell ermittelten tGberein.
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ABB. 3-2 ESI-Massenspektrum des gereinigiercoli Triggerfaktors.

Fir viele biochemische Untersuchen wurden groRere Mengen Triggerfaktor benétigt. Dazu
wurde Triggerfaktor nach obigem Reinigungsschema aus einem Uberexpressionsstamm (76)
isoliert. Aus einer 3 Liter Bakterienkultur (19 g Feuchtgewicht) konnten dabei 30-50 mg
homogenes Protein gewonnen werden, dessen Eigenschaften (molekulare Masse (bestimmt
durch SDS-PAGE, Gelfiltration und Massenspektrometrie), enzymatische Aktivitat gegeniber

Peptid- und Proteinsubstraten) mit denen des authentischen Proteins vergleichbar waren.

3.1.2. Immunprazipitation

Die PPlase-Aktivitat der homogenen Proteinfraktion des Triggerfaktors wurde durch
Inkubation mit dem vorhandenen polyklonalen Anti-Triggerfaktor-Antiserum nicht beeinfluf3t.
Um dennoch zu zeigen, daf? die beobachtete PPlase-Aktivitat durch Triggerfaktor vermittelt
werden kann, wurde eine Immunprazipitation mit dem isolierten Protein durchgefihrt. Als
Antikorper diente die polyklonale 1gG-Fraktion des erwahnten Antiserums (166), die
zusatzlich durch Affinitatschromatographie (siehe Abschn. 2.6.1.) gereinigt worden war. Zur
Immunprézipitation wurden verschiedene Konzentrationen Triggerfaktor und Antikérper 2 h
bei 4 °C inkubiert. Nach Bindung der Antikérper an Protein A-Sepharose (1.5 h) und
Sedimentation des Gelmaterials wurde der Uberstand zur Messung der PPlase-Aktivitat, SDS-
PAGE mit anschlieBender Silberfarbung oder Westernblot-Analyse verwenget 33).
Kontrollproben wurden entsprechend ohne Zusatz von Antikdrpern behandelt. Es zeigte sich
eine deutliche Verringerung der PPlase-Aktivitat nach der Inkubation mit den Antikdrpern in
Abhangigkeit von der eingesetzten Konzentration der Antikorper. Ubereinstimmend damit

verringerte sich auch die Intensitat der Triggerfaktorbande im SDS-Gel sowie im Westernblot.
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Ausgehend davon wurde angenommen, dal3 die beobachtete PPlase-Aktivitat durch

Triggerfaktor verursacht wird.
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ABB. 3-3.Immunprazipitation von Triggerfaktor mit der polyklonalen, affinitatsgereinigten Anti-Triggerfaktor-
IgG-Fraktion. Nach Inkubation der Antikdrper mit dem gereinigten Protél) §4 nM Triggerfaktor und 240
nM IgG-Fraktion, 2b) 45 nM Triggerfaktor und 160 nM IgG3lf) 87 nM Triggerfaktor und 150 nM IgG)] fur
2 h wurde vorgequollene Protein A-Sepharose zugesetzt und nach weiteren 1.5 h zentrifugiert. Die I6sliche
Fraktion wurde durch SDS-PAGE (12.5 % Acrylamid, Silberfarburdg) Westernblot-VerfahrenB) bzw.
durch Bestimmung der PPlase-Aktivit&l) @nalysiert. Die Messung der enzymatischen Aktivitat erfolgte-im
Chymotrypsin-gekoppelten PPlase-Aktivitatstest mit Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA als Substrat. Eine
Kontrollprobe (jeweils mita gekennzeichnet) wurde ohne Antikorper in der gleichen Weise behafdglt. (
gereinigtenr TriggerfaktotM) molekularer Massestandard.

3.2. Untersuchungen zur ribosomenassoziierten PPlase-Aktivitat
3.2.1. Detektion von PPlase-Aktivitat ank. coli Ribosom

In Hinsicht auf die biologisch interessante Fragestellung nach einer ribosomenassoziierten
PPlase wurden verschiedene ribosomale Fraktionen im proteasegekoppelten PPlase-
Aktivitatstest mit dem Substrat Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA auf das Vorkommen von PPlasen
getestet. Dazu wurden die "crude" 70S Fraktion, "tightly coupled" 70S Ribosomen sowie die
ribosomalen 50S und 30S Untereinheiten verwendet (zur Terminologie und Isolierung siehe
Abschn. 2.4.). Im Ergebnis konnte in allen verwendeten Proben mit Ausnahme der 30S

Fraktion PPlase-Aktivitat detektiert werden.
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Fur diese enzymatische Aktivitdt wurde bezogen auf die Konzentration der entsprechenden
ribosomalen Partikel eine klare Abstufung beobachtet, wobei die hochste Aktivitat in der
Fraktion der "crude" Ribosomen detektiert wurde. Die gemessene PPlase-Aktivitat in dieser
“crude" 70S Fraktion war ca. 2.5-fach hdher als in der "tightly coupled" 70S Fraktion (90
BE/nmol 70S Ribosomen). Die 50S Untereinheiten wiesen im Vergleich zu den "tightly
coupled” 70S Ribosomen eine um den Faktor 50 verringerte PPlase-Aktivitat auf.

Zur weiteren Charakterisierung dieser ribosomenassoziierten PPlase-Aktivitat wurden
verschiedene Substrate des Typs Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-4-NA im PPlase-Aktivitatstest
verwendet und mit den Daten bekanntércoli PPlasen verglichen AB. 3-2). Die
beobachtete Substratspezifitdt der ribosomenassoziierten PPlase stimmte nur mit der des

isolierten Triggerfaktors tberein.

TAB. 3-2.Vergleich der relativen Substratspezifititen der ribosomenassoziierten PPlase"{fPPlase
und andereE. coli PPlasen gegenlber Substraten des Typs Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-4-NA.

Xaa PPlas&® PPlas®® Trigger- Cypl8&  Cyp2Ff Parwulif FKBP2Z FKBP16'

50S 70S faktor

Phe 100 100 100 100 100 100 100 100
Ala 22 21 20 400 345 60 6 37
Leu 64 58 56 120 192 120 205 83
Trp n.b. 11 11 n.b. n.b. 44 21 25
Lys n.b. 13 16 17 39 30 53 38
lle n.b. 3 3 n.b. n.b. 40 12 43
His n.b. 27 26 55 28 34 19 21
Val n.b. 9 8 n.b. n.b. 32 7 n.b.
GIn n.b. 5 4 n.b. n.b. n.b. 9 6

Die Messungen erfolgten im Subtilisin-ggdpelten PPlase-Aktivitatstest in 20 mM HEPES-Puffer (pH 7.8), 30
mM NH,CI, 6 mM MgCh, 2 mM 2-Mercaptoethanol, bei 10 °C. Deg/Ky-Wert fir das Substrat Suc-Ala-Phe-
Pro-Phe-4-NA wurde 100 % gesetzt. Die Werte Becoli PPlasen wurden der Literatur entnomm2a 79, °
113,°178,% 182). n.b. nicht bestimmt.

Zur Einteilung von PPlasen in die bekannten PPlase-Familien kann die Inhibierbarkeit der
Enzymaktivitdt durch die Immunsuppressiva CsA und FK506 mit herangezogen werden.
Wahrend eine Konzentration von 25 pM FK506 keinen EinfluR auf die ribosomenassoziierte
enzymatische Aktivitat hatte, wurde in Gegenwart von 40 puM CsA die Enzymaktivitat der
"crude" 70S Ribosomen um ca. 60 % inhibiert. Dagegen war die PPlase-Aktivitat der "tightly
coupled” 70S Ribosomen und der 50S Untereinheiten weder durch FK506 noch durch CsA
inhibierbar. Es konnte folglich angenommen werden, dall Cypl8 bzw. FKBP, wie z.B.
FKBP22 oder FKBP26, nicht in diesen ribosomalen Fraktionen vorhanden sind. In Hinblick

auf die Substratspezifitat und die Unempfindlichkeit gegentber den verwendeten Inhibitoren
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glichen sich die Enzymaktivitdten der "tightly coupled” 70S Monosomen und der 50S

Untereinheiten.

3.2.2. Identifizierung der ribosomenassoziierten PPlase als Triggerfaktor

3.2.2.1. Westernblot-Analyse

Es erhoben sich die Fragen, ob die ribosomenassoziierte PPlase-Aktivitat auf Triggerfaktor
zurlckfuhrbar ist und wenn ja, ob es sich um die einzige PPlase handelt, die mit ribosomalen
Fraktionen assoziiert vorliegt. Um festzustellen, ob Triggerfaktor Uberhaupt in den
praparierten ribosomalen Fraktionen vorhanden ist, wurde ein Westernblot mit verschiedenen
zellularen Subfraktionen, wiE. coli Zellextrakt, dem postribosomalen S100 Uberstand, der
“crude"” 70S Fraktion, "tightly coupled" 70S Monosomen sowie 50S und 30S Untereinheiten
durchgefuhrt (AB. 3-4). Als Antikorper diente die gegen die Triggerfaktorfragmente
hergestellte polyklonale IgG-Fraktion (166). Im Ergebnis konnte bei einer molekularen Masse
von 62 kDa eine Bande mit Ausnahme der Fraktionen des S100-Uberstandes und der 30S
Untereinheiten beobachtet werden. In der S100-Fraktion wurde nur eine verklrzte Variante
des Triggerfaktors mit einer scheinbaren molekularen Masse von 54 kDa sichtbar. Das
Vorhandensein des Triggerfaktors in den ribosomalen Fraktionen korrelierte mit dem

Verhéltnis der meRRbaren PPlase-Aktivitat.
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ABB. 3-4. Westernblot-Analyse verschiedener zellularer Fraktionen Busoli mit polyklonalen Anti-
Triggerfaktor-Antikérpern. Die Auftragung der Proben erfolgte aquivalentAjirAmidoschwarzfarbung der
Nitrozellulosemembran undBj Immunoblot. M) molekularer Massestandard) ¢ellextrakt, @) Proteine der
S100-Fraktion (postribosomaler Uberstand beim Sedimentieren der "crude" Riboso8)errugde”
Ribosomen, 4) "tightly coupled" 70S Ribosomen5)(50S und §) 30S Untereinheiten. Die Pfeile markieren
Triggerfaktor der "tightly coupled” 70S und der 50S Fraktioeri{und>5).
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Um die Menge des ribosomenassoziierten Triggerfaktors abzuschatzen, wurde ein
Westernblot unter paralleler Erstellung einer Eichreihe mit gereinigtem Triggerfaktor
durchgefuhrt (&B. 3-5). Die Auswertung ergab die molaren Verhéltnisse von Triggerfaktor

zu 70S Ribosomen wie 1:9 und Triggerfaktor zu 50S Untereinheiten wie 1:100. Prinzipiell
konnte diese Reduzierung des Triggerfaktorgehaltes beim Dissoziieren des 70S Ribosoms in
die Untereinheiten die ebenfalls stark verringerte PPlase-Aktivitat der 50S Untereinheiten im

Vergleich zu den 70S Monosomen widerspiegeln.

ABB. 3-5. Westernblot-Analyse zur Ermittlung der ribosomalen Triggerfaktorkonzentratign13.3 pmol
"tightly coupled" 70S Ribosomenl@ 93 pmol 50S Untereinheiten und verschiedene Mengen des gereinigten
Triggerfaktors 2-9), (2) 16 pmol, 8) 8.6 pmol, 4) 5.4 pmol, 5) 2.8 pmol, 6) 1.44 pmol, ) 0.9 pmol, 8)
0.54 pmol und 9) 0.29 pmol. Polyklonale Anti-Triggerfaktor-Antikdrper wurden im ersten Inkubationsschritt
verwendet. Die quantitative Auswertung nach Digitalisierung ergab fir die 70S Fraktion 1.5 pmol und fur die
50S Fraktion 0.8 pmol Triggerfaktor.

3.2.2.2. N-terminale Sequenzierung

Die Identitat des 62 kDa Proteins wurde zusatzlich durch N-terminale Sequenzierung

Uberpruft. Dazu wurden die ribosomalen Proteine der 70S Ribosomen im Anschlul3 an eine
SDS-PAGE und Transfer auf eine Selex20-Membran durch Coomassie-Farbung sichtbar
gemacht. Die der molekularen Masse von 62 kDa entsprechende Proteinbande wurde
ausgeschnitten und nach Entfarbung direkt zur Sequenzierung mittels automatisierten Edman-
Abbaus verwendet. Die erhaltene SequeMi@VSVETTQGLGRRVTIT)Aist identisch mit

den 20 N-terminalen Aminosaureresten des Triggerfaktors. Im Zusammenhang mit der

nachgewiesenen PPlase-Aktivitat des isolierten Proteins wurde damit deutlich, dafd sich die

ribosomenassoziierte Enzymaktivitat prinzipiell auf Triggerfaktor zurtickfuhren Iaft.

3.2.2.3. Salzvermittelte Dissoziation von 50S Untereinheiten

Es bestand weiterhin die Frage, ob Triggerfaktor das einzige Protein am Ribosom ist, das
PPlase-Aktivitat besitzt. Ein sukzessives Ablosen von Proteinen entsprechend ihrer
Bindungsaffinitdt von der 50S Untereinheit durch steigende Konzentrationen LiCl sollte in
dieser Hinsicht aufschluRreich sein. Nach der Inkubation der 50S Untereinheiten mit 0, 0.25,
0.5, 1.0, 1.5 und 4.0 M LiCl wurden die l8slichen Bestandteile durch Ultrazentrifugation von

der verbleibenden ribosomalen Fraktion getrennt. Die Sedimente wurden in je 0.5 ml 20 mM
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HEPES-Puffer (pH 7.5), 400 mM N8I, 4 mM MgCh, 0.2 mM EDTA, 4 mM 2-
Mercaptoethanol, resuspendiert. Von den Uberstandsfraktionen wurden je 3 ml 10-fach
konzentriert und in das gleiche Puffersystem uberfiihrt. Aus allen Fraktionen wurde eine
Probe enthnommen, um die PPlase-Aktivitdt mit dem Substrat Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA zu
bestimmen. Wie aussB. 3-6 ersichtlich ist, nimmt die PPlase-Aktivitat mit steigender LiCl-
Konzentration in den Uberstandsfraktionen bis zu einer LiCl-Konzentration von 1.5 M zu und
verringert sich in entgegengesetzter Weise in den ribosomalen Fraktionen. Die bekannte
Dissoziation des Triggerfaktors vom 70S Ribosom bei einer Konzentration von 1.5 M LIiCl

(165) wurde damit auch fur das PPlase-aktive Enzym der isolierten 50S Untereinheiten

gefunden.
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ABB. 3-6. Dissoziation der 50S Untereinheiten durch steigende Konzentrationen an LiCl. Die PPlase-Aktivitat
wurde im a-Chymotrypsin-gekoppelten PPlase-Aktivitatstest mit Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA als Substrat
bestimmt. Die 50S Untereinheiten (2.5 pM, 10 ml) wurden in 10 mM Tris/HCI (pH 7.5), 10 mMMyEl
mM EDTA, sowie der entsprechenden LiCl Konzentration 5 h bei O °C inkubiert und anschlieRend 5 h bei 4 °C
ultrazentrifugiert. Die enzymatische Aktivitat bezieht sich auf die Gesamtfraktion der Uberstiibde.(der
Sedimentfraktionena) nach dem Resuspendieren. Die eingefugte Grafik zeigt einen Westernblot, fir den Anti-
Triggerfaktor-Antikorper verwendet wurden. Dazu wurden je 200 pl der Uberstandsfraktionen dialysiert und
lyophilisiert. Von links nachrechts 0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 M LIiCl.

Die Verteilung der PPlase-Aktivitat nach einer salzvermittelten Dissoziation der 50S

Untereinheiten durch 1.5 M LIiCI wurde weiterhin mittels Gelfiltration untersucht. Wahrend

die ribosomale Fraktion im AusschluBvolumen der Séaule eluierte, konnte die PPlase-Aktivitat

in Form eines einfachen Aktivitatsgipfels separat in Fraktionen detektiert werden, die einer
molekularen Masse von ca. 67 kDa entsprachesB.(8-7). Es ergab sich daraus kein

Hinweis auf die Anwesenheit einer zweiten PPlase in der Fraktion der 50S Untereinheiten.

Zum Vergleich wurde eine Gelfiltration unter identischen Bedingungen mit gereinigtem

Triggerfaktor als Probe durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte Uber die Messung der Absorption
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bei 280 nm. Die so bestimmte molekulare Masse von ca. 67 kDa stimmte gut Uberein mit dem

Elutionsverhalten der PPlase nach der LiCl vermittelten Dissoziation von der 50S Untereineit.
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ABB. 3-7.Analytische Gelfiltration von 50S Untereinheite®) Und Triggerfaktor B) in 20 mM HEPES-Puffer
(pH 7.5), 2 M LiCl, 30 mM NHCI, 10 mM MgC}, 1 mM DTT, 0.5 mM EDTA, bei 4 °C. Die Proben wurden
vor der Trennung 5 h unter gleichen Bedingungen inkubiert. Je 50 ul der Proben 280Sjetdinnt, 240 nM
bzw. Triggerfaktor, 0.7 uM) wurden bei einer Flu3rate von 40 pl auf die Superdex75™ PC3.2/30-Saule
aufgetragen. Die PPlase-Aktivitat (------ ) ist berechnet fur die unverdiinnte 50S Probe und veurde im
Chymotrypsin-gekoppelten Aktivitatstest mit Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA als Substrat bestimmt. Bie in (
eingefluigte Graphik zeigt das Ergebnis der Eichung, die unter gleichen Bedingungen mit BSA (67 kDa),
Ovalbumin (45 kDa)p-Chymotrypsinogen (25 kDa) und Cytochrer(iL2.5 kDa) durchgefiihrt wurde.

3.3. Untersuchungen zur Ribosomenassoziation des Triggerfaktors

3.3.1. Bindung des Triggerfaktors an "tightly coupled" 70S und reassoziierte 70S
Ribosomenin vitro

Triggerfaktor wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen als ribosomenassoziiertes Protein

beschrieben, das in Puromycin-sensitiver Weise wéhrend der Translation an nascierende

Proteinketten bindet (67, 68, 78). Es bestand die Frage, ob Triggerfaktor prinzipiell eine

Erkennungs- bzw. Bindungsstelle am Ribosom hat oder nur im Zusammenhang mit der

Proteinbiosynthese, d.h. wahrend der Translation zum Ribosom dirigiert wird. Die Fahigkeit

zur Bindung anE. coli Ribosomen sollte deshalip vitro untersucht werden. Fir diese
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Untersuchungen wurden in Hinsicht auf Triggerfaktorgehalt und funktionellen Status
verschiedene ribosomale Fraktionen bendtigt, die in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
von K. H. Nierhaus (MPI fur Molekulare Genetik, Berlin) préapariert wurden. BReroli

Stamm BG87 enthielt dagy-Gen unter Regulation des Arabinose-Promoters, so dal’ durch
Wachstum unter Arabinose ein wildtypahnlicher Gehalt an Triggerfaktor in den Zellen
vorhanden ist (76). Wird fir das Wachstum dieser Zellen Glukose als Kohlenhydratquelle
verwendet, kommt es zu einer Reduzierung des Triggerfaktorgehaltes um ca. 90 % (76). Aus
den zwei entsprechenden Fermentationen dieses Stammes wurden zunachst die "crude" 70S
Ribosomen prapariert. Daran schlof3 sich die Isolierung von "tightly coupled” 70S Ribosomen
bzw. der 50S und 30S Untereinheiten an. Durch die Reassoziation der gereinigten
Untereinheiten und die anschlie3ende Isolation mittels Zonalzentrifugation wurden 70S
Partikel erhalten, die frei von Bestandteilen der Translation (wie z.B. kurze Proteinketten,
MRNA oder andere Effektoren) sind (183). Diese werden im folgenden alsgRiBosomen
bezeichnet.

Die verschiedenen Zellfraktionen sowie die praparierten ribosomalen Partikel wurden durch

Westernblot-Analyse auf ihren Gehalt an Triggerfaktor Gberprii (8-8).

K 1 2 3 4 5 6

ABB. 3-8. Westernblot-Analyse von zellularen Fraktionen nach Fermentatiok.dedi BG87 Stammes unter
Zusatz von ArabinoseA) oder GlukoseR). Polyklonale Anti-Triggerfaktor-Antikorper wurden flr den ersten
Inkubationsschritt verwendetl)(Zellextrakt, ) S100-Fraktion,3) "crude" Ribosomen4] "tightly coupled"
70S Ribosomen, 5§ 50S Untereinheiten, 6 aus Untereinheiten reassoziierte 70S Ribosomé&n, (
Kontrollprobe (entspricht Probk 1).

Wahrend in allen Fraktionen der unter Glukose gewachsenen Zellen Triggerfaktor nicht
nachweisbar war, konnte nach der Arabinose-unterstitzten FermentatiencoésStammes

eine klare Co-Fraktionierung des Triggerfaktors mit 70S Partikeln beobachtet werden. Beim
Dissoziieren der 70S Ribosomen in die Untereinheiten unter geringer Magnesiumionen-
konzentration (1 mM) und gleichzeitig erhéhter Ammoniumionenkonzentration (200 mM)
dissoziierte Triggerfaktor offenbar vom Ribosom, denn nur ein geringer Teil verblieb an der
grof3en ribosomalen Untereinheit. Die aus den Untereinheiten reassoziierten 70S Ribosomen
enthielten keinen Triggerfaktor. Auch die sehr sensitive Entwicklung eines &hnlichen

Westernblots mit *f>markierten Antikorpern, die freundlicherweise durch O. Kandror
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(Harvard Medical School, Boston, USA) durchgefuihrt wurde, ergab keine zusatzliche
Information. Die Triggerfaktor-freien Ribosomen wurden weiterhin sowohl im Subtilisin-
gekoppelten als auch im nicht-proteolytischen PPlase-Aktivitatstest mit dem Substrat Suc-
Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA eingesetzt. Dabei konnte jedoch bis zu der eingesetzten
Ribosomenkonzentration von 250 nM im PPlase-Aktivitatstest keine enzymatische Aktivitat
nachgewiesen werden.

Die Fahigkeit zur Bindung an die verschiedenen, Triggerfaktor-freien 70S Pantikeio

wurde zunachst durch 1:1 Inkubation von gereinigtem Triggerfaktor mit der entsprechenden
Ribosomenfraktion und anschlieBender Ultrazentrifugation durch ein Saccharosekissen
untersucht (&B. 3-9). Eine Triggerfaktorprobe wurde ohne die Zugabe von Ribosomen in
gleicher Weise behandelt. Die resuspendierten Sedimentfraktionen wurden fur einen
Westernblot verwendet, der mit polyklonalen Anti-Triggerfaktor-Antikdrpern inkubiert
wurde. In jeder dieser ribosomalen Fraktionen konnte Triggerfaktor in &hnlicher Menge
detektiert werden. AufRRerdem war ersichtlich, dall der aus Zellen isolierte
Triggerfaktor/Ribosomenkomplex unter diesen experimentellen Bedingungen nicht
dissoziierte (AB. 3-9, BahrB).

L T, Sy

ABB. 3-9.Westernblot-Analyse nach Bindung von Triggerfaktor an 70S Ribosomen. Gereinigter Triggerfaktor (4
KM) wurde im molaren Verhdltnis 1:1 mit "tightly coupled" 70S und,ZQRibosomen (Glukosefermentation)
sowie mit 70Q.ssRibosomen (Arabinosefermentation) in 20 mM HEPES-Puffer (pH 7.5), 30 mMCINE
mM MgCl, 4 mM 2-Mercaptoethanol, (Puffer A) inkubiert und anschlieend durch ein Saccharosekissen
ultrazentrifugiert. Nach dem Resuspendieren der Ribosomen in Puffer A wurden jeweils 64.8 pmol fir die
SDS-PAGE und Westernblot-Verfahren verwendet. In gleicher Weise wurde mit einer Probe Triggerfaktor
sowie "tightly coupled” 70S Ribosomen (Arabinosefermentation) verfahn."tightly coupled" 70S
Ribosomen (Glukosefermentation®) (70S.ass Ribosomen (Glukosefermentation®) (‘tightly coupled" 70S
Ribosomen (Arabinosefermentation) ohne Zugabe von externem Triggerfak}oi70§e..ss Ribosomen
(Arabinosefermentation)5) Triggerfaktor.
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Die Bestimmung der PPlase-Aktivitat im Verlauf eines weiteren, gleichartigen Experimentes
zeigte weiterhin, daR Triggerfaktor sowohl an "tightly coupled” 70S als auch an reassoziierte
70S Ribosomen mit &hnlicher Affinitat bindetg@ 3-10). Zum Vergleich wurden auch zwei
andere PPlasen, hCyp18 und humanes cytosolisches FKBP12 (hFKBP12), mits 70S
Ribosomen inkubiert und anschlielend die ribosomale Fraktion von der ldslichen durch
Ultrazentrifugation getrennt. Im Gegensatz zu den isolierten Triggerfaktor/Ribosomen-
komplexen war die PPlase-Aktivitat in der ribosomalen Fraktion nur sehr gering bzw. nicht
detektierbar (4&B. 3-10). Das deutet darauf hin, daf3 die ribosomale Assoziation spezifisch fur

die PPlase Triggerfaktor ist.
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ABB 3-10. Affinitdt verschiedener PPlasen fir 70 Ribosomen. Triggerfaktor, hCyp18 und hFKBP12 wurden
jeweils im molaren Verhaltnis von 1:1 mit 70S; Ribosomen in Puffer A inkubierf AuRerdem wurde
Triggerfaktor mit "tightly coupled” 70S Ribosomen (isoliert &iscoli BG87 Zellen nach Fermentation mit
Glukose) unter gleichen Bedingungen inkubiert. Die ribosomalen Partikel wurden von nicht-assoziierten
Bestandteilen durch Ultrazentrifugation durch ein Saccharosekissen getrennt und anschlie3end in Puffer A
resuspendiert. Die PPlase-Aktivitat wurdedrChymotrypsin-gekoppelten Aktivitatstest mit Suc-Ala-Phe-Pro-
Phe-4-NA als Substrat bestimmt. Dargestellt ist die relative PPlase-Aktivitat, wobei der Wert der
Ausgangsaktivitat vor der Ultrazentrifugation 100 % gesetzt wurde. Die weiRen Balken bezeichnen die PPlase-
Aktivitat der Uberstande, die quergestreiften Balken die der ribosomalen Fraktionen.

Zum Vergleich und zur Kontrolle dieser sich abzeichnenden Spezifitdt des Triggerfaktors
hinsichtlich einer ribosomalen Bindung wurden weitere Proteine in die Untersuchungen mit
einbezogen. Zum einen wurde BSA verwendet, das dabei als Negativkontrolle dienen sollte.
Zum anderen erschien eine moglidnevitro Bindungsaffinitat des Chaperons GroEL fur
Ribosomen interessant, da dieses Protein mit ribosomalen Partikeln bei deren Isolierung co-
fraktioniert wird (78), und auch prinzipiell die Moglichkeit in Betracht gezogen werden

muldte, dal3 die ribosomale Assoziation des Triggerfaktors durch eine GroEL-Bindung
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vermittelt wird. Eine Triggerfaktor/GroEL-Interaktion wurde beim Abbau von Polypeptiden
durch das proteolytische ClpX-System \Bncoli vermutet (80, 81).

Im Gegensatz zu Triggerfaktor gA. 3-11) zeigten die isolierten Proteine BSA und GroEL
keine bzw. nur eine sehr schwache ribosomale Bindungsfahigkeit unter den hier verwendeten
experimentellen Bedingungen. So war eine geringe Menge GroEL in der ribosomalen Fraktion
nach der Trennung der nicht-assoziierten Bestandteile durch Ultrazentrifugation tber ein
Saccharosekissen detektierbar. Die Intensitat der Bande des Doppelringkomplexes GroEL im
Coomassie-gefarbten SDS-Polyacrylamidgel ist jedoch im Vergleich zu der von monomeren
Proteinen mit molekularen Massen um 60 kDa bei gleichen Proteinkonzentrationen zusatzlich
verstarkt, da ein GroEL-Molekil aus 14 Untereinheiten zusammengesetzt ist. Es laldt sich
folglich aus diesen Kontrollexperimenten ableiten, dall es sich bei der
Triggerfaktor/Ribosomen-Assoziation um eine direkte Interaktion handelt, die spezifisch fur

Triggerfaktor ist.
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ABB. 3-11.Vergleich der Bindungsfahigkeit von Triggerfaktor, BSA und GroEL an 70S Ribosomen. Dig/0S
Ribosomen wurden 1:1 mit Triggerfaktor (1.8 uM), BSA (1.8 uk) ¢der GroEL (4 uM) B) in Puffer A
inkubiert und anschlieend von nicht-assoziierten Proteinen durch Ultrazentrifugation durch ein
Saccharosekissen separiert. Nach dem Resuspendieren der Ribd3pmePuffer A wurden je 24 pmol fir
die SDS-PAGE (15 % Acrylamid, Coomassie-Farbung) verwend&X. nfolekularer Massestandard,J)(
Uberstandsfraktioner(je 40 pl @) bzw. 8 pl B)); (A) (1) Triggerfaktor (30 pmol),q) 70S Ribosomen nach
Bindung von Triggerfaktor,3) 70S Ribosomen nach Inkubation mit BSA) BSA (11 pmol), B) 70S
Ribosomen nach Inkubation mit GroEL.
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3.3.2. Stéchiometrieuntersuchung

Um einzuschéatzen, ob die beobachtete Assoziation von Triggerfaktor an 70S Partikel einem
stochiometrischen Verhaltnis folgt, wurden 4 puM {ZQS Ribosomen mit steigenden
Konzentrationen an Triggerfaktor inkubiert und anschlie3end die ribosomale Fraktion von der
l6slichen, nicht gebundenen Proteinfraktion durch Ultrazentrifugation durch ein
Saccharosekissen getrennt. Die resuspendierten ribosomalen Sedimente wurden fir eine SDS-
PAGE verwendet. Die quantitative Analyse des Coomassie-gefarbten Polyacrylamidgels
ergab, dal3 die ribosomale Bindung von Triggerfaktor der Form einer Sattigungskurve folgt
(ABB. 3-12), aus der sich wahrscheinlich eine 1:1 Stochiometrie fur die Bindung zwischen

Triggerfaktor und nicht-translatierenden Ribosonmewitro ableiten [af3t.
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ABB. 3-12. Bestimmung der Bindungskapazitat von ZQSRibosomen fir Triggerfaktor. Die Ribosomen (4
KM) wurden mit steigenden Konzentrationen an Triggerfaktor in 20 mM HEPES-Puffer (pH 7.5), 6 mM
MgCl,, 150 mM NHCI, 4 mM 2-Mercaptoethanol, 2 mM Spermidin, 0.05 mM Spermin, (Puffer D) inkubiert
und durch ein Saccharosekissen ultrazentrifugiert. Nach dem Resuspendieren der Ribosomen in Puffer A
wurden 24 pmol fir die SDS-PAGE (15 % Acrylamid, Coomassie-Farbung) verweX)dddi¢ Menge an
gebundenem Triggerfaktor im Vergleich zum L2-Protein wurde quantifiziert. Die Ausgangskonzentrationen
von Triggerfaktor warenl) 2 puM, @) 4 uM, @) 8 uM, @) 20 puM, 6) 40 uM, €) 79.5 UM und 7) 159.8 uM.
(B) Sattigungskurve der Triggerfaktorbindung an £QSDie eingeflgte Grafik illustriert die Daten in Form
einer Scatchard-Auftragung.

3.3.3. Bindung des Triggerfaktors an die 50S Untereinheit

Die enge Nachbarschaft von Triggerfaktor zu nascierenden Proteinketten wahrend der
Translation (67, 68, 78) deutet auf eine Lokalisation an der 50S Untereinheit hin, da die 50S
Untereinheit den Austrittsbereich der neu synthetisierten Proteinkette enthalt (28). Wie bereits

gezeigt, bleibt nach einer Isolierung der ribosomalen UntereinheiteB. aadi Zellmaterial
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eine geringe Menge Triggerfaktor an der 50S Untereinheit assoziiert, wahrend an der 30S
Untereinheit Triggerfaktor nicht detektiert werden konnte (siehe Abschn. 3.2.2.1.) (165).
Werden in vitro isolierte, Triggerfaktor-freie 50S Untereinheiten mit steigenden
Konzentrationen Triggerfaktor inkubiert und anschlieend die ribosomalen Komplexe isoliert
und fur eine Analyse mittels SDS-PAGE verwendet, ist wie im Fall von 70S Partikeln eine
Sattigung der 50S Fraktion durch Triggerfaktor zu beobachten. (3x13). Aus der Analyse

der Daten lafdt sich ebenfalls eine 1:1 Stochiometrie ableiten.

A B
1 2 3 4 5 6 7
[ [ T

67 — e . M | — TF 4 - . M
45 — — L J
29 —_— : o — e | €— L2 \21/ 3+ |
21 — :::;:_: %2; . £0.15_ ;

—_— i — = — g = 010}
12.5— ' l l __E LI—L r § 0.05 i
6.5 — - e - e LL%O‘OO-I N

b K = 0 1 2 3 4 5]

ol |1 [Foepundeb(yhn)
0 30 60 90 120 150

ABB. 3-13. Séttigung der 50S Untereinheiten mit Triggerfaktor. Die 50S Untereinheiten (5.1 pM, isoliert aus
dem E. coli BG87-Stamm nach Wachstum unter Glukose) wurden mit steigenden Konzentrationen
Triggerfaktor in Puffer D inkubiert und anschlieBend ultrazentrifugiert. Die resuspendierten Untereinheiten
wurden fir die SDS-PAGE (15 % Acrylamid, Coomassie-Farbung) verwemdet Hs erfolgte eine
Quantifizierung der Triggerfaktor- und L2-Banden nach Digitalisierung. Die Ausgangskonzentrationen von
Triggerfaktor warenk) 2.6 puM, @) 5.1 pM, @) 10.2 pM, §) 25.5 uM, 6) 102 pM, 6) 160 pM und 7) 51
UM, (M) molekularer Massestandard)(Sattigungskurve der Triggerfaktorbindung an 50S Untereinheiten.
Die eingefligte Grafik illustriert die Daten in Form einer Scatchard-Auftragung.

3.4. Untersuchungen zu enzymkinetischen Eigenschaften descoli Triggerfaktors

3.4.1. Enzymatische Aktivitat des Triggerfaktors gegentuber Tetratpeptid-4-Nitro-

aniliden
Die enzymatische Aktivitdit von PPlasen kann sowohl gegeniuber Oligopeptid- als auch
Polypeptidsubstraten bestimmt werden. Wahrend Uber die Spezifitat bezlglich der
Proteinsubstrate noch recht wenig bekannt, weisen die Enzyme verschiedener PPlase-

Familien eine charakteristische Substratspezifitat gegentber Tetrapeptid-4-Nitroaniliden auf
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(122). Die Rolle der PPosition’bei der Katalyse durch Triggerfaktor wurde anhand von neun
Tetrapeptid-4-Nitroaniliden der Sequenz Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-4-NA untersucht (vgl.
TaB. 3-2). Eine solche Substratspezifitat bzw. die Verhaltnisse der Spezifitatskonstanten
kealKm kOnnen genutzt werden, um eine Einteilung der PPlasen in bestimmte Familien
vorzunehmen. So ist z.B. das Verhaltnis der Spezifitditskonstanten zweier Substrate wie Xaa =
Phe zu Xaa = Ala fUE. coli Cyp18 0.3, fur Parvulin 1.6, flE. coli FKBP22 16.6 und fur
Triggerfaktor 5.0. Ahnliche Verhaltnisse liegen auch bei den eukaryotischen Vertretern der
jeweiligen PPlase-Familie, wie z.B. cytosolischem Rinder-Cyp18 (bCyp18) und hFKBP12
(185), vor. Die Substratspezifitat des Triggerfaktors @hnelt dabei am meisten der von FKBP-
verwandten Enzymen. Substrate, die Aminosaurereste mit hydrophoben Seitenketten in der
P:1-Position enthalten, scheinen bevorzugt katalysiert zu werden.

Die enzymatische Aktivitat des isolierten Triggerfaktors lieR sich nicht durch hohe
Konzentrationen FK506 (25 pM) inhibieren. Ebenso erfolgte keine Inhibierung der
enzymatischen Aktivitdt durch CsA (30 uM). Da bisher auch kein anderer Inhibitor der
PPlase-Aktivitat des Triggerfaktors gefunden werden konnte, war es nicht moglich, durch
Titration des aktiven Zentrums die Anzahl der enzymatisch aktiven Proteinmolekile in einer
gereinigten Enzymcharge genauer zu bestimmen. Derai@hymotrypsin-gekoppelten
PPlase-Aktivitatstest bestimmie./Ky-Wert von 0.74 uMs‘l fir authentischerE. coli
Triggerfaktor fur das Substrat Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA spiegelt daher den unteren
Grenzwert der Enzymaktivitat wider.

Der Wert der Spezifitatskonstarkg/Ky fur rekombinanten Triggerfaktor wurde im gleichen
MeRsystem mit 1.2 pMs® bestimmt. Das rekombinante Enzym wies im Vergleich zum
authentischen Protein keine veranderte Substratspezifitat auf. Der errkifidig-Wert wird

gut durch die EinzelparameteKy = 376 UM undk.;: = 264 § reflektiert, die im
proteasegekoppelten PPlase-Aktivitatstest furaig&onformer des Substrats Suc-Ala-Phe-
Pro-Phe-4-NA ermittelt werden konnteng@\ 3-14).

Um auch die kinetischen Parameter fir die enzymkatalysraris [J cis Isomerisierung der
-Phe-Pro-Peptidbindung im Substrat Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA zu bestimmen, wurde ein
ungekoppelter, proteasefreier PPlase-Aktivitatstest (176) angewandt. Bedingt durch die
Einstellung eines neuemris/transGleichgewichtes, die bei diesem Test durch einen

Losungsmittelsprung induziert wird, sind prinzipiell die enzymkinetischen Parameter der

" Die Nomenklatur nach Schechter und Berger (184) fiir die Aminosaurepositionen in Proteasesubstraten wurde
analog fir PPlase-Substrate verwendet, d.h. die Aminosaure N-terminal zum Prolin wirB@d#iBn
betrachtet.
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Katalyse fir beide Reaktionen, deis O trans und dertrans [J cis Isomerisierung,

zuganglich. Da im verwendeten Substratkonzentrationsbereich (bis 1.2 mM) keine Sattigung
des Triggerfaktors erreicht wurde, und mit steigenden Konzentrationen des Substrates das
Signal/Rauschverhéltnis erheblich reduziert wurde, konnte keine gesicherte Auswertung der

Daten erfolgen.

VoM s
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ABB. 3-14. Michaelis-Menten-Auftragung der Triggerfaktor-katalysiertd ] trans Isomerisierung von Suc-
Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA. Die Messungen erfolgten im proteasgpeltten PPlase-Aktivitatstest in 35 mM
HEPES-Puffer (pH 7.8) bei 10 °C in Gegenwart von 53 nM Triggerfaktor. Als Losungsmittel flr das Substrat
diente 0.47 M LIiCI/TFE. Aus der Anpassung der Daten (durchgezogene Linie) ergaben sighvéart von
376 uM und eirk,sWert von 264 <. Die Daten wurden freundlicherweise von S. Wéllner (MPG, Halle) zur
Verfiigung gestellt.

3.4.2. Enzymatische Aktivitat des Triggerfaktors bei der Proteinfaltung

Es wird angenommen, dal3 die PPlase-Funktion fir Proteinfaltungsvorgange bedeutsam ist.
Daher sollte die Bestimmung der PPlase-Aktivitdt gegentber Proteinsubstraten, deren
Faltungsrate durch die Reaktion d®s/translsomerisierung von Prolylbindungen limitiert

ist, eine bessere Aussage Uber die katalytische Effizienz dieser Enzyme zulassen.

Die katalytischen Eigenschaften des Triggerfaktors bei der Ruckfaltung einer modifizierten
Variante der RNase T1 (S&Bly/Pra®Asn) (177), hier als RCM-T1 bezeichnet, wurden in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von F.X. Schmid (Laboratorium fir Biochemie,
Universitat Bayreuth) untersucht. Dabei zeigte sich, dal3 Triggerfaktor ungewoéhnlich wirksam
die Ruckfaltung der RCM-T1 katalysiertgs. 3-15).
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ABB. 3-15.Katalyse der Rickfaltung der RCM-T1 durch steigende Konzentrationen des Triggerfaktors bei 15
°C. Die Zunahme der Fluoreszenz bei 320 nm (nhach ghmg bei268 nm) wurde detektiert und der
Maximalwert auf 100 % normiert. Die Ruckiatty der entfalteten RCM-T1 (in 0.1 M Tris/HCI, pH 8.0) wurde
durch 40-fache Verdiinnung in 0.1 M Tris/HCI (pH 8.0), 2 M NacCl, initiiert, so daf} die Endkonzentration 0.7
KM betrug. Voruntennachobenwaren folgende Konzentrationen Triggerfaktor zugegen: 0, 0.7, 1.3, 2.6, 5.2,
10.5 und 21 nM. In der gleichen Reihenfolge wurden die beobachteten Geschwindigkeitskonstanten mit 1.77,

2.74, 3.56, 5.02, 7.80, 14.40 und 25:600° s* bestimmt. Mit freundlicher Genehmigung von Ch. Scholz und
F.X. Schmid (Universitat, Bayreuth).

Die Spezifitatskonstante./Ky von 1.1x 10° M*s? (Ch. Scholz, Universitat Bayreuth) liegt
dabei in der GréRRenordnung vok./Kuy-Werten, die in proteasegekoppelten PPlase-
Aktivitatstests mit Tetrapeptidderivaten fur Triggerfaktor bestimmt wurden. In Hinsicht auf
die lokale Sequenz der RCM-T1 (-Tyr-Ptlis-) wurden fiir die vergleichenden Messungen
Peptidderivate der Sequenz Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA, Suc-Ala-Phe-Pro-GIn-4-NA sowie
Suc-Ala-Tyr-Pro-GIn-4-NA verwendet £B. 3-3).

TAB. 3-3.Vergleich der katalytischen EffizienkJ/Ky (UM7s")] von hCyp18 und Triggerfaktor
gegenuber Tetrapeptidderivaten und der RCM-T1.

Substrat Triggerfaktdr  hCypl8  TriggerfaktoP  hCyp18
Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA 0.85 6.90 2.70 10.80
Suc-Ala-Phe-Pro-GIn-4-NA 0.42 5.50 1.60 8.00
Suc-Ala-Tyr-Pro-GIn-4-NA 0.12 4.90 0.50 6.30
RCM-T1 1.16 0.049

Die Messungen wurden f10.035 M HEPES (pH 7.8) bei 10 °C oded.1 M Tris/HCI (pH 8.0), 2 M NaCl, bei
15 °C im proteasegekoppelten PPlase-Aktivitatstest durchgefihds),* (187).

Im Gegensatz zu hCyp18 hat Triggerfaktor eine ausgepragte Substratspezifitat, die z.B. in der
funffachen Verringerung der SpezifitdtskonstaktgKy sichtbar wird, wenn Phe gegen das

ahnliche Tyr in der PPosition ausgetauscht ist. Wahrend die Katalyseeffizienz des hCyp18
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unter identischen experimentellen Bedingungen gegeniiber dem Peptidsubstrat Suc-Ala-Tyr-
Pro-GIn-4-NA ca. 100-fach héher war als gegentiber dem Proteinsubstrat, war die katalytische

Effizienz des Triggerfaktors gegeniber beiden Substraten vergleichbar hoch.

3.5. Untersuchungen zur Stabilitat des Triggerfaktors mittels limitierter Proteolyse

3.5.1. Proteolytische Stabilitat des Triggerfaktors gegenlber verschiedenen Serin-

proteasen
In Hinblick auf ihre molekulare Masse sind die Vertreter der verschiedenen PPlase-Familien
heterogen. Die in einem (Ublichen PPlase-Aktivitatstest mit derivatisierten
Oligopeptidsubstraten melRbare enzymatische Aktivitat wird schon durch Proteine im Bereich
von 10 kDa (z.BE. coli Parvulin) bis 18 kDa (z.BE. coli Cyp18) effizient vermittelt. Es hat
sich gezeigt, dal3 die Proteine mit einer héheren molekularen Masse aus mehreren Domanen
bestehen und mindestens eine PPlase-homologe Doméane besitzen.
Triggerfaktor hat im Vergleich zu vielen anderen PPlasen eine relativ hohe molekulare Masse
von ca. 48 kDa. Bei den ersten Versuchen zur Isolierung des Proteins anhand seiner PPlase-
Aktivitat konnten nur N-terminal verkirzte Fragmente erhalten werden (166), was auf eine
hohe Empfindlichkeit des Proteins gegeniiber Proteasen hinwies. Zu diesem Zeitpunkt gab es
keine Information Uber die Existenz einer PPlase-aktiven Domane des Triggerfaktors. Auch in
Hinsicht auf die hohen Proteasekonzentrationen im benutzten Mel3system war es daher
aufschlulBreich, Triggerfaktor mittels limitierter Proteolyse zu untersuchen. Dazu wurden die
Proteasero-Chymotrypsin, Subtilisin, Trypsin und Thrombin eingesetzt, die alternativ im
PPlase-Aktivitatstest verwendbar sind. Die Stabilitdt des Triggerfaktors gegeniber diesen
Proteasen wurde anhand von Westernblot-Analysen und Messung der PPlase-Aktivitat
verglichen. In A&B. 3-16 sind die Ergebnisse der limitierten Proteolyse des Triggerfaktors
durch verschiedene Proteasen zusammengefaldt. Dabei wurde die jeweilige Protease in der
Konzentration eingesetzt, die im gekoppelten PPlase-Aktivitatstest verwendet wirdagigl. T
2-2). Die Konzentration des Triggerfaktors war ca. 10-fach hoher als in einem MelRansatz zur
PPlase-Aktivitdtsbestimmung, um die Nachweisgrenze fur eventuelle Spaltprodukte durch die

Westernblot-Analyse zu erhdhen.



ERGEBNISSE 53

A B C D
mn K 01 05 1 2 4 K0105 1 2 4 K 01 2 4 K 05 4
—— ———— = . e
—
A A A

ABB. 3-16. Proteolytische Stabilitdét des Triggerfaktors. Triggerfaktor wurde die angegebenen Zeiten mit
Chymotrypsin A), Subtilisin 8), Trypsin €) und Thrombin D) inkubiert (30 pl) und die Reaktion
anschlieBend durch Zugabe des entsprechenden Proteaseinhibitors gestoppt. Die Analyse erfolgte durch SDS-
PAGE und Westernblot-Verfahren mit polyklonalen Anti-Triggerfaktor-Antikérpern. In jeder Versuchsreihe
wurde eine KontrollprobeK() Triggerfaktor mit bereits inaktivierter Protease inkubiet) {erdau von
Triggerfaktor (1 uM) durclu-Chymotrypsin (36 uM). Die proteolytische Reaktion wurde durch Zugabe von
Eglin ¢ im fiinffachen molaren Uberschu? (pH 5.5) gestot.\(erdau von Triggerfaktor (0.4 pM) mit
Subtilisin (2.3 uM). Die Protease wurde durch PMSF (1 mM) inaktiviert. Die Pfeile markieren ein 13 kDa
Spaltprodukt. €) Verdau von Triggerfaktor (0.3 uM) mit Trypsin (0.4 uM). Die Inaktivierung von Trypsin
erfolgte durch Zugabe von 0.8 uM Trypsininhibitor (Sojabohri2).Rroteolyse von Triggerfaktor (0.3 pM)
durch Thrombin (56 pM). Die Inaktivierung von Thrombin erfolgte durch Zugabe von PMSF (1 mM).

Wie aus MAB. 3-16 ersichtlich ist, wird Triggerfaktor durch alle Proteasen mit Ausnahme von
Thrombin hydrolysiert. Dabei ist schon innerhalb weniger Sekunden kein intaktes Protein
mehr nachweisbar. Im Widerspruch dazu stand die unveranderte PPlase-Aktivitdt, auch nach
Inkubationszeiten bis zu 30 min natChymotrypsin und Subtilisin im Vergleich zu einer
Probe, die ohne Protease inkubiert wurde. Ebenso unterschieden sich die bestiygiten

Werte von 1.3% 10° M™'s* und 1.34x 10° M's fiir Suc-Ala-Ala-Pro-Arg-4-NA als Substrat

im Trypsin- bzw. Thrombin-gekoppelten PPlase-Aktivitatstest nicht. Es gelang zwar, in
manchen Experimenten nach Subtilisin- ode€Chymotrypsinbehandlung des Triggerfaktors

ein Produkt mit einer molekularen Masse von etwa 13 kDa auf der Nitrozellulosemembran
eines Westernblots zu erkennen, die Intensitat der entsprechenden Bande war jedoch sehr
schwach (vgl. A&B. 3-16, B, Bahnen 4-6). Mdglicherweise war die Reaktivitat der
verwendeten Antikorper fur dieses Fragment nicht sehr hoch. In weiteren Versuchen erfolgte
deshalb die Analyse durch SDS-PAGE und Coomassie-Farbung des Polyacrylamidgels. Da
die beobachtete Bande nach chymotryptischem Verdau und SDS-PAGE im 1D-Gel durch ein
Proteasefragment Uberlagert war, wurden die folgenden Experimente mit Subtilisin

durchgefuhrt. Zur besseren Kontrolle der proteolytischen Reaktion wurde das Verhaltnis von
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Substrat (Triggerfaktor) zu Protease (Subtilisin) erhéht und der Fortschritt der Hydrolyse tber
einen langeren Zeitraum verfolgt. Dazu wurde Triggerfaktor (0.6 uM) mit Subtilisin (50 nM)
13 h bei 4 °C inkubiert. Nach verschiedenen Zeiten wurde eine Probe aus dem Ansatz
entnommen, mit PMSF versetzt und fir eine SDS-PAGE verwendst gA17,A). Nach 2 h

konnte eine Bande bei ca. 13 kDa beobachtet werden, die auch nach 13 h Inkubation in nur
leicht verminderter Intensitéat noch sichtbar war. Zur Bestimmung der PPlase-Aktivitat wurden
in einem ahnlichen Experiment Triggerfaktor und Subtilisin in  gleichen
Konzentrationsverhaltnissen inkubiert &\ 3-17, B). Ein entsprechender Kontrollansatz
ohne Protease wurde ebenso behandelt. Die Uber den Zeitraum nahezu erhaltene katalytische
Aktivitdt scheint dabei mit der Intensitdt der beobachteten 13 kDa Bande im SDS-
Polyacrylamidgel etwa Ubereinzustimmen, woraus die Existenz eines enzymatisch aktiven

Fragmentes vermutet wurde.
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ABB. 3-17.Proteolyse des Triggerfaktors durch Subtilisin. Triggerfaktor wurde im Verhéltnis 12:1 mit Subtilisin
die angegebenen Zeiten inkubiert, und die Reaktion anschlieBend durch PMSF (1 mM)ppbg€str
Fortschritt der Proteolyse wurde durch SDS-PAGE (15 % Acrylamid, Coomassie-FarAjogle( Messung
der PPlase-AktivitatR) analysiert. K) Kontrollprobe, in der Triggerfaktor mit bereits inaktivierter Protease
(durch 1 mM PMSF) inkubiert wurdeKY) Triggerfaktor, der ohne Subtilisin unter gleichen Bedingungen
behandelt wurdeM) molekularer Massestandard.

3.5.2. Isolierung des PPlase-aktiven Triggerfaktorfragmentes

Die Isolierung und Identifizierung des PPlase-aktiven Fragmentes gelang durch Proteolyse des
Triggerfaktors mit Subtilisin. Dazu wurden Triggerfaktor und Subtilisin im Verhaltnis 25:1
fur 8 h bei 0 °C inkubiert und nach Inhibierung der Proteaseaktivitat durch PMSF mittels
Gelfiltration getrennt (&B. 3-18). Die mit dem Substrat Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA

bestimmte PPlase-Aktivitat wurde in den Proteinfraktionen detektiert, die molekularen
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Massen von 56 und 29 kDa entsprachen, wobei in der letzteren Fraktion (29 kDa) eine ca.
vierfach hdhere Aktivitdt zu verzeichnen war. Die nicht zur PPlase-Aktivitatsbestimmung
verwendete, noch verfigbare Probe dieser zweiten Fraktion wurde mit Hilfe von RP-HPLC
analysiert. Ein einziges Produkt wurde eluierBgA3-19), dessen N-terminale Sequenz durch
automatischen Edman-Abbau mMRKQQATWKEKDGAVEAEDRVTIDFTGSM2Gtimmt
werden konnte. Die molekulare Masse dieses Fragmentes wurde durch MALDI-TOF-
Massenspektrometrie mit 11 846 Da ermittelB§A3-20). Aus diesen Daten liel3 sich ein
PPlase-aktives Teilfragment bestehend aus den Aminosaureresté®>-Gli§™ des

Triggerfaktors ableiten, dessen theoretische molekulare Masse mit 11 846.6 Da berechnet

wurde.
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ABB. 3-18.Elutionsschema der Gelfiltration nach Proteolyse des Triggerfaktors mit Subtilisin. Triggerfaktor (4
UM) wurde mit Subtilisin (0.15 uM) 8 h bei 0 °C inkubiert. Eine 50 ul Probe wurde anschlieRend auf die
Superdex75™ PC3.2/30 Saule mit einer Flu3rate von 40 ul/min aufgetragen (10 mM HEPES-Puffer (pH 7.5),
150 mM KCI). Von den fraktionierten 40 ul Proben wurden 20 pl zur Bestimgnmder PPlase-Aktivitéat
verwendet. Die Messungen erfolgten im Subtilisinapgelten PPlase-Aktivitatstest. Als Substrat diente Suc-
Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA. Dargestellt sind die Absorption bei 280 [ | sowie die enzymatische Aktivitat
(CEEREEE ). Die Eichung wurde unter identischen Bedingungen mit BSA (67 kDa), Ovalbumin (450kDa),
Chymotrypsinogen (25 kDa) und Cytochranil12.5 kDa) durchgefiihrt. Die Eichkurve ist in der eingefligten
Grafik abgebildet.

Zur weiteren Analyse von Spaltprodukten des Triggerfaktors wurde eine Probe des
proteolytischen Gemisches durch RP-HPLC getrennt. Dabei konnten hauptsachlich funf
Produkte separat eluiert werden, die anschlieBend durch SDS-PAGE analysiert wurden
(ABB. 3-21). Neben einigen héhermolekularen Produkten und dem katalytischen Fragment,
das durch die Elutionszeit und durch N-terminale Sequenzierung identifiziert wurde, fiel vor

allem ein weiteres Fragment mit einer molekularen Masse von ca. 14 kDaemuf3(2al,
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Produkt4). Die N-terminale Sequenz dieses Spaltprodukt#@\(SVEist identisch mit der
N-terminalen Sequenz des vollstédndigen Triggerfaktors.
Aus diesen Untersuchungen ging hervor, dafl3 Triggerfaktor wahrscheinlich in Form mehrerer

Doménen organisiert ist.
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ABB. 3-19.RP-HPLC der 29 kDa Proteinfraktion nach Hydrolyse des Triggerfaktors mit Subtilisin und Trennung
der Proteolyseprodukte durch Gelfiltration. Die Elution erfolgte bei 40 °C und einer FluRrate von 1 ml/min mit
einem Acetonitrilgradienten von 20-60 % (v/v) in 0.09 % walriger Trifluoressigsaure innerhalb von 40 min.
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ABB. 3-20. MALDI-TOF-Massenspektrum des isolierten, PPlase-aktiven Fragmentes nach Proteolyse des
nativen Triggerfaktors durch Subtilisin. Die Kalibrierung erfolgte durch den internen Standard Cyt@chrom
(12 361 Da).
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ABB. 3-21.Analyse der proteolytischen Fragmente des Triggerfaktors durch RP-HYL@d SDS-PAGE (15

% Acrylamid, Coomassie-Farbundd)( 500 ul des Spaltansatzes (4 uM Triggerfaktor, 0.15 uM Subtilisin, 8 h,
0 °C) wurden bei einer FluRrate von 1 ml/min und 40 °C durch RP-HPLC getrennt. Die Elution erfolgte durch
einen Gradienten von 20-60 % Acetonitril (v/v) in 0.09 % walriger Trifluoressigsaure innerhalb von 40 min.

Die separierten Spaltproduktel, @, 3, 4 und5) (A) wurden anschlieRend per SDS-PAGEH énalysiert und
die N-terminalen Sequenzen der Fragmehteind 4 durch automatischen Edman-Abbau ermittelt. Die
Sequenzen der entsprechenden Fragmente sind identisch mit der internen SRGQEp&Y (1) und der N-
terminalen AminosauresequemM@QVSVE}) des intakten Triggerfaktoravij molekularer Massestandard.

3.6. Uberexpression des PPlase-aktiven Fragmentes des Triggerfaktors

Das PPlase-aktive Teilfragment bestehend aus den AminosaurerestéfiAaét° des
Triggerfaktors sowie N- und C-terminalen Erweiterungemsg(/3-22) wurde freundlicher-
weise von T. Tradler (MPG, Halle) kloniert undincoli exprimiert (A8B. 3-23,A).

140 !
MRGSHHHHHHGNMLDTLRKQQA TWKEKDGAVE AEDRVTIDFT GSVDGEEFEG
GKASDFVLAM GQGRMIPGFE DGIKGHKAGE EFTIDVTFPE

EYHAENLKGK AAKFAINLKK VEERELPELT A AKLN
1 250

ABB. 3-22. Aminosduresequenz des exprimierten Triggerfaktorfragmentes. Zusétzliche Sequenzbereiche sind
grau dargestellt. Die Pfeile grenzen ein Sequenzsegment ein, das nach der Hydrolyse durch Subtilisin als

kleinstes PPlase-aktives Fragment des Triggerfaktors identifiziert wurde.

Die N-terminal fusionierte histidinreiche Sequenz ermdglichte eine Anreicherung des

Fragmentes durch Metallchelataffinitaitschromatographie, in deren Anschluf? eine Gelfiltration

erfolgte. Das so erhaltene Protein war tber 95 % homogen was durch SDS-PAGE und

Coomassie-Farbung des Polyacrylamidgels verifiziert wurée.(8-23,B).
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ABB. 3-23. Isolierung des rekombinanten PPlase-aktiven Fragmentes des Triggerfaktors. SDS-PAGE (15 %
Acrylamid, Coomassie-Farbungh{C) nach @) Expression des Triggerfaktorfragmentes (ffetla®% in
E. coli, (B) Reinigung und Hydrolyse des Fusionsproteins durch Subtilisin (1 min, 23 pM); Fraktiondn der (
Metallchelataffinitditschromatographi®) Gelfiltration und 8) des Proteolyseansatzes sov@g Trennung des
Spaltproduktes von der Protease durch Anionenaustauschchromatogrisphmeol€kularer Massestandard.
(D) Westernblot-Analyse mit polyklonalen Anti-Triggerfaktor-Antikdrpert), Triggerfaktor, ) authentisches
proteolytisches Fragment (Af3-GIu*>) nach Subtilisinbehandlung des vollstandigen Triggerfaktd}, (
rekombinantes Triggerfaktorfragment mit N-terminaler Sequenzextensioff % und @) Produkt nach
Hydrolyse durch Subtilisin (G Thr?*9).

Die urspriinglich fir Subtilisin gefundene Spaltstelle (-Leu*Akgder Triggerfaktorsequenz)

war in dem gereinigten Fragment noch enthalten. Um die N-terminale Extension abzuspalten,
wurde das rekombinante Protein mit Subtilisin 1 min verdaut. Nach dem Stoppen der
Proteolyse durch Zugabe von PMSF (1 mM) wurde das Spaltprodukt durch
Anionenaustauschchromatographie von der Protease getrennt. Das erhaltene Fragment
erschien homogen nach der SDS-PAGE und Coomassie-Farbasg33, C). Die N-
terminale Sequenz wurde nIATWKEKD&mittelt. Ausgehend von dieser Sequenz und der
durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie bestimmten molekularen Masse von 11 235.4 Da
lieR sich ein Fragment bestehend aus der TeilsequenZ®Ghr**® des Triggerfaktors
ableiten (MB. 3-22), dessen theoretische molekulare Masse mit 11 233.6 Da berechnet

wurde.

3.7. Untersuchungen zur Doméanenorganisation des Triggerfaktors
3.7.1. Katalytische Aktivitit der zentralen Doméne TE*8-249

Fur das rekombinante Triggerfaktorfragment wurde im proteasegekoppelten PPlase-
Aktivitatstest einke/Ky-Wert von 1.2 pNs® mit dem Substrat Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA

bestimmt. Fir den Vergleich der katalytischen Aktivititen des Fragments mit der des
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vollstandigen Triggerfaktors wurde ein alternativer, ungekoppelter PPlase-Aktivitatstest mit
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-4-MA als Substrat angewandt (vgi.13-4) (175, 176). Mit diesem
Testsystem wurde dek.a/Ku-Wert mit 3.2 x 100 M?s® sowohl fir rekombinanten
Triggerfaktor als auch fiir das Triggerfaktorfragment 'thr**® ermittelt. Damit scheint

das Fragment das kleinste, enzymatisch aktive Modul des Triggerfaktors zu sein, welches die
katalytische Effizienz des kompletten Proteins gegenlber Tetrapeptidsubstraten bewahrt.

Im Gegensatz dazu ist die katalytische Effizienz des PPlase-aktiven Fragmentes bei der
Ruckfaltung der RCM-T1 im Vergleich zum vollstandigen Triggerfaktor etwa 600-fach
verringert und ist vergleichbar mit der Faltungseffizienz von Eindomanen-PPlasen wie z.B.
hFKBP12 (A8B. 3-24). Daraus geht hervor, dal die PPlase-Katalyse durch das zentrale
Triggerfaktorfragment  GM®Thr?*® vermittelt wird, die hohe Katalysestarke des
Triggerfaktors gegentber einem Proteinsubstrat jedoch aus zusatzlichen Bindungsstellen der
N- und C-terminalen Bereiche resultiert.

Die zuséatzliche Bindung des Substrates RCM-T1 durch die flankierenden Bereiche der
Triggerfaktor-PPlase-Doméne und die dadurch erreichte Erhdhung der Katalyseeffizienz wird
moglicherweise auch durch die relativ hohe Restaktivitit der*HlyeVariante des
Triggerfaktors wéhrend der Ruickfaltung der RCM-T1 reflektiert. Diese Proteinvariante
erreichte im PPlase-Aktivitatstest mit Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA nur noch 1 % der
katalytischen Effizienz des Wildtypenzyms (vgl. auch Abschn. 3.8.4.). Dagegen konnte der
keal Km-Wert aus der Rickfaltungsreaktion mit 340 Mt abgeschatzt werden, was einer

Restaktivitat von ca. 30 % im Vergleich zum Wildtypenzym entspricBi(8-24).
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ABB. 3-24.Vergleich der katalytischen Effizienz von Triggerfaktor, der PPlase-aktiven DomaH& {fF des
hFKBP12 und der Triggerfaktor (PH&yr)-Variante bei der Riickfaltung der RCM-T1. Dig/Ku-Werte
wurden mit 1 100 mMs? fiir Triggerfaktof, 1.9 mM*s* fir TF**824° @ynd 15 mM's? fur hFKBP12 (® Ch.
Scholz, Universitat Bayreuth) sowie mit 345 M fiir die Triggerfaktor (PHé*Tyr)-Variante bestimmt.
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3.7.2. Expression und Reinigung verschiedener Doménenkonstrukte des Triggerfaktors

Ausgehend von den Ergebnissen der limitierten Proteolyse erfolgte die Unterteilung des
Triggerfaktors in einen N-terminalen (TE9, einen zentralen PPlase-aktiven {¥E>)

sowie einen C-terminalen (¥#**) Bereich (fB. 3-25). Die entsprechenden Protein-
varianten sowie die tberlappenden Fragmenté;*frund TR***3*2 wurden rekombinant
hergestellt. Die daftir benétigten Expressionsstamme wurden freundlicherweise von T. Tradler

(MPG, Halle) zur Verfligung gestellt.

1 145 251 432

| | Triggerfaktor
TF1-145
 E— | TF**
[ — TR
[ — | | TE>4%

ABB. 3-25. Schematische Darstellung der verwendeten Domé&nenkonstrukt&.aed Triggerfaktors. Die
Numerierung der Aminosaurereste entspricht den Positionen im intakten Protein. Der schwarze Balken
kennzeichnet die N-terminale Sequenzextension, die sechs Histidinreste enthalt (siehe Abschn. 2.3.2.).

Die genannten Proteinvarianten wurden durch Metallchelataffinitatschromatographie isoliert.
Die Fragmente, die die N-terminale Doméane enthielte ¥¥FTF2>Y, wurden weiter durch
Gelfiltration und Farbstoffligandaffinitatschromatographie gereinigt. Fir das Fusionsfragment
TF“>*32\urde durch den Schritt der Metallchelataffinitatschromatographie bereits tiber 95 %
Homogenitat erreicht, was durch Coomassie-Farbung nach einer SDS-PAGE verifiziert
wurde. Mit Ausnahme der C-terminalen Domdane konnten die Proteinvarianten bis zu
mindestens 95 % Homogenitat gereinigt werdegs(/8-26).
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ABB. 3-26. SDS-PAGE (15 % Acrylamid, Coomassie-Farbung) der gereinigten Triggerfaktorderivgte. (
molekularer Massestandard]) (Triggerfaktor, 2) TF-2*% (3) TF**? (4) TF“*?®! ohne N-terminale
Sequenzerweiterungg) TF*454%2 (6) TF-24°
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Der C-terminale Bereich erwies sich in isolierter Form als proteolytisch instabil und wurde
deshalb nicht fir weitere Untersuchungen verwendet. Eine ausreichende Stabilitdt dieses
Bereichs war jedoch in der mit der PPlase-Domaéne fusionierten Form gegeben.

Die katalytische Aktivitat der Fragmente wurde im proteasefreien PPlase-Aktivitatstest mit
dem Substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-4-MA verglichengT3-4). Mit diesem Substrat wurde

im erwahnten Meltest im Vergleich zu Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA ein verbessertes
Signal/Rausch-Verhaltnis erreicht, so dal3 sich die Spezifitatskonstagte, genauer
bestimmen lie3. Alle rekombinanten Fragmente, die die PPlase-Domane enthielten, zeigten in
vergleichbarem Mafl3e enzymatische Aktivitat. Die etwas verringerte katalytische Aktivitat im
Fall der TE"®.Variante kénnte mdglicherweise durch eine Beeinflussung durch die N-
terminale histidinhaltige Sequenzerweiterung erklart werden. Vergleichsweise zeigte auch
rekombinant hergestellter Triggerfaktor mit dieser N-terminalen Fusion eine verringerte

enzymatische Aktivitat (A. 3-4).

TAB. 3-4.Katalytische Aktivitat verschiedener Triggerfaktorderivate im ungekoppelten PPlase-
Aktivitatstest gegenlber Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-4-MA als Substrat.

Proteinvariante Kea/Km (MM™s™)
Triggerfaktor 320
TEISL @ 140
TF148—249 320
TEM5432 (@) 240
Triggerfaktof” 170

Die Messungen wurden bei 10 °C in085 M HEPES-Puffer (pH 7.8) in Gegenwart von 300 nM BSA
durchgefuhrt. Die mif) gekennzeichneten Proteinvarianten enthielten eine N-terminale Sequenzerweiterung, die
u.a. aus sechs Histidinresten bestand (vgl. Abschn. 2.3.2.).

3.7.3. Bestimmung der ribosomalen Bindungsdomane des Triggerfaktors

Die Zugéanglichkeit zu den isolierten Fragmenten des Triggerfaktors konnte ausgenutzt
werden, um einen eventuell vorhandenen Bereich einzugrenzen, der fur die ribosomale
Bindung notwendig ist. Die verschiedenen Triggerfaktorfragmente wurden deshalb in
Hinsicht auf eine mégliche Ribosomenbindung untersucht. Die Proteinvariantéft’ TF
TF** 21 sowie TE***2wurden in fiinffachem UberschuRR mit 7QS Ribosomen inkubiert,

und anschlielend die ribosomale Fraktion von nicht-assoziierten Bestandteilen durch
Ultrazentrifugation Uber ein Saccharosekissen getrennt. Die Analyse erfolgte durch ein
Westernblot-Verfahren (#8. 3-27, A), bei dem Anti-Triggerfaktor-Antikbrper im Fall der
TF*%1ynd der TE***? Konstrukte verwendet wurden. Da diese Antikdrper mit dem N-

terminalen Bereich des Triggerfaktors kaum und dartber hinaus auch mit der PPlase-Doméne
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relativ. schwach wechselwirkten, wurde firr ‘& ein gegen die N-terminale Domane
(TF**9  entwickeltes, polyklonales Antiserum verwendet. Im Ergebnis dieser
Untersuchungen wurde festgestellt, daR mit der ribosomalen Fraktion nur das Fragment
TF2°! co-sedimentiert wurde. Bei der Betrachtung der entwickelten Nitrozellulosemembran
fallt in dieser Fraktion (AB. 3-27,A, Bahn1l) jedoch auch eine Proteinbande bei ca. 16 kDa
auf, die moglicherweise ein proteolytisches Fragment darstellt. Dabei konnte ausgeschlossen
werden, dald es sich um die PPlase-aktive Doméne handelt, da die verwendeten Antikorper
spezifisch fir die N-terminale Doméne sind. Die Triggerfaktorvariantef®T# und
TF**32 wurden nicht in der 70S Fraktion detektierts@A3-27, A, Bahnen2 und 3). Es

schien somit wahrscheinlich, da’ die ribosomale Bindung des Triggerfaktors durch die N-
terminale Doméne vermittelt wird. Um das zu verifizieren, wurden in einem ahnlichen
Experiment steigende Konzentrationen T mit 70S..ss Ribosomen (in den Verhéltnissen

5:1, 10:1 und 20:1) inkubiert, und anschlielRend die ribosomale Fraktion sedimentiert. Die
Analyse erfolgte erneut durch einen Westernblot, bei dem Artt*FRAntikorper verwendet
wurden. Es zeigte sich hierbei, dal’ auch die isolierte N-terminale Doméne des Triggerfaktors
zur Ribosomenbindung fahig ist. Die Intensitat der Bande in den drei Sedimentfraktionen
(ABB. 3-27, A, Bahnen4-6 R) scheint dabei vergleichbar hoch zu sein im Gegensatz zur
steigenden Intensitat in den Uberstandsfraktionen (Abb. 2.2Bahnend-6, U). Das konnte

auf eine Sattigung des Ribosoms mit T hindeuten.

Die Fahigkeit des Triggerfaktors zur ribosomalen Bindung scheint dartiber hinaus von einem
intakten N-Terminus abhangig zu sein, da ein um mindestens 46 N-terminale
Aminosaurereste verkirztes, proteolytisches Fragment (166) nicht mehr in der Lage war,
Ribosomenbindung zu vermitteln gA. 3-27, B). Fragmente mit &hnlich verringerten
molekularen Massen, sichtbar in der SDS-PAGE als Bande bei 54 kDa, wurderEircdir

S100 (postribosomalen)-Fraktion beobachtet (vgks.A8-4, B, Bahn 2). Eine mdgliche
Interpretation ware der Verlust der Bindungsaffinitdt zum Ribosom durch proteolytischen
Verdau wahrend des Zellaufschlusses.

Zusammengefaldt lalkt sich sagen, da? der N-terminale Bereich des Triggerfaktors eine

Domaéane bildet, die die Bindung des Triggerfaktors arEd&®li Ribosom vermittelt.
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ABB. 3-27. Ribosomale Bindung des Triggerfaktors durch die N-terminale Domané“fLF(A) Die
Triggerfaktorvarianten wurden im fiinffachen molaren UberschuR mit.Zd8bosomen (4 uM) in Puffer D
inkubiert. Zusatzlich wurde die N-terminale Domane (8 in den Verhaltnissen 10:1 und 20:1 mit ZQS
Ribosomen unter gleichen Bedingungen inkubiert. Die Ribosomen wurden von nicht-assoziierten Proteinen
durch Ultrazentrifugation durch ein Saccharosekissen getrennt und in Puffer A resuspendiert. Je 24 pmol
wurden flr einen Westernblot verwendet, der mit polyklonalen Anti-Triggerfaktor-Antikorpe3noder Anti-
TF**2.Antiserum (., 4-6) inkubiert wurde. R) Ribosomale Fraktion undJj Uberstand nach Inkubation der
Ribosomen mity) TF*% (2) TE**%! (3) TF***2 (4-6) TF***°in den Verhaltnissen 1:344), 1:10 6) und
1:20 @). (B) Im Vergleich wurden Triggerfaktor und N-terminal proteolysierter Triggerfaktor (mindestens 46
Aminoséaurereste) mit 7QSs Ribosomen im Verhaltnis 2:1 inkubiert und dann wie unfr lieschrieben
behandelt. Die Analyse erfolgte durch ein Westernblot-Verfahren mit Anti-Triggerfaktor-Antikomeety
oder SDS-PAGE (15 % Acrylamid, Coomassie-Farburg)kg). (1) Triggerfaktor, ) N-terminal um
mindestens 46 Aminosaurereste verkirzter Triggerfaktor.

Vorausgesetzt, dal? die strukturelle Integritat der N-terminalen Doméne in der konstruierten
Proteinvariante (TF'*® erhalten ist, sollte die ribosomale Assoziation dieser isolierten
Domaéane der gleichen Stéchiometrie folgen, die fur das vollstéandige Protein beobachtet wurde.
Die Untersuchungen hierzu konnten jedoch nur mit dem erweiterten FragméfftTF
durchgefuhrt werden, da eine quantitative Auswertung nach eindimensionaler SDS-PAGE im
Fall von TE™* nicht méglich war. In As. 3-28 ist dargestellt, daR auch die Bindung von
TF?*! an 70%.ss Ribosomen einer Sattigungskurve folgt, die auf eine 1:1 Assoziation der
beiden Bindungspartner in den gebildeten Komplexen schlie3en [&f3t.

Unter der Annahme, dal3 die ribosomale Interaktion spezifisch ist, sollte eine Verdrangung des
intakten Proteins vom Ribosom durch Co-Inkubation mit der N-terminalen Domane mdglich
sein. Um das zu prifen, wurden Triggerfaktor und?fEin den Verhaltnissen 1:1 und 1:4
zusammen mit 70§ssRibosomen inkubiert. Im Anschlufld an die Trennung der ribosomalen
Fraktion von nicht-assoziierten Proteinen durch Ultrazentrifugation wurde eine SDS-PAGE
durchgefuhrt (&B. 3-29). Anhand der Verminderung der Intensitat der Triggerfaktorbande im
Coomassie-gefarbten SDS-Polyacrylamidgel mit steigender Mentj&®*Twird ersichtlich,

dal3 eine Verdrangung des Triggerfaktors vom Ribosom erfolgte. Diese Ergebnisse

unterstitzen die Vermutung der spezifischen Ribosomen/Triggerfaktorinteraktion.
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ABB. 3-28. Bindung von TE®! an 70S.s Ribosomen. Die Triggerfaktorvariante wurde in steigenden
Konzentrationen mit den Ribosomen (4 uM) in Puffer D inkubiek). $DS-PAGE (15 % Acrylamid,
Coomassie-Farbung) der ribosomalen Fraktionen (24 pmol) nach Ultrazentrifugation und Resuspendieren der
Ribosomen in Puffer A. Die Verhaltnisse wahrend der Inkubation der Ribosomen’ifit Waren () 2:1, )

1:1, @) 1:2, @) 1:5, 6) 1:10 und 6) 1:20. B) Quantitative Auswertung des Coomassie-gefarbten Gels
(Triggerfaktor- und L2-Banden) ergibt die Form einer Sattigungskurve. Die eingefugte Grafik illustriert die
Daten in Form eines Scatchard-Plots.

kDa M 1 2 3 4

67 — .

45 — < Triggerfaktor
: -— TF1-251

29 — — —
—% & o

21 — ——— —

e—| MEm=E

65 — ==

ABB. 3-29. Verdrangung von Triggerfaktor durch ! von 70%.,ss Ribosomen. Die Ribosomen (4 pM)
wurden in den Verhaltnissen 1:5:5 und 1:5:20 mit Triggerfaktor und der N-terminalen Donfiné sbiie
zum Vergleich jeweils 1:5 mit den Einzelproteinen in Puffer D inkubiert und anschlielend durch
Ultrazentrifugation durch ein Saccharosekissen sedimentiert. Nach dem Resuspendieren der Ribosomen in
Puffer A wurden 24 pmol fir die SDS-PAGE (15 % Acrylamid, Coomassie-Farbung) verwendet. Die
Verhéltnisse vor der Zentrifugation von 7QS: Triggerfaktor : TE®** entsprachenij 1:5:0, @) 1:5:5, @)
1:5:20, @) 1:0:5. M) molekularer Massestandard.
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3.8. Analyse der PPlase-aktiven Doméne des Triggerfaktors durch ortsspezifische
Mutagenese

3.8.1. Sequenzanalyse

Die durch limitierte Proteolyse erhaltene PPlase-aktive Doméane entspricht dem Bereich der
Triggerfaktorsequenz, fur den ein gewisser Grad an Homologie zu FKBP festgestellt wurde
(167) (A8B. 3-30). Die entsprechende Sequenz tAf§) des Triggerfaktors ist dabei zu

25.3 % identisch mit der Sequenz des hFKBP12. Durch Anwendung einer speziellen Methode
(Hydrophobe-Cluster-Analyse) wurde eine hydrophobe Bindungstasche vorhergesagt, die dem
FK506-Bindungsbereich der FKBP ahnelt (167). Am Aufbau dieses Bindungsbereiches (im
hFKBP12) sind vor allem 14 Aminosaurereste beteiligt, die innerhalb der FKBP-Familie
relativ hoch konserviert sind (188). In dEr coli Triggerfaktor-PPlase-Doméane sind funf
dieser Reste konserviert, vier weitere sind konservativ ausgetauscht, und fiinf Re¥e (Arg
GIu**, His®’, Ala®, lle’*des hFKBP12) sind nicht konserviertsg 3-30). Die Sequenzen der
PPlase-Domanen von Triggerfaktoren aus verschiedenen Organismen zeigen untereinander
einen recht hohen Grad der KonservierunggA3-30), so sind z.B. die PPlase-Domanen der

Triggerfaktoren aug. coli undCampylobacter jejunizu 45 % identisch.

EcTig 145 RKQQATWKEKDGAV--EAEDRVTIDFT GSV-DGEEFEGGKA--SDFVLANBQGRMPGFE 199
HiTig 145 RKQQATWAESQDVV--KADDRVTIDFV GSV-DGEEFEGGKA--TDFVLFMGQGRMPGFE 199
CjTig 147 LKRFATPEAIKTKRALKEGDFAKFDFE GFV-DDKAFEGGKA--ENYVLEIGSKQR PGFE 203
MgTig 153 AKTKSTMVDVSDKK-LANGDIAIIDFT GV-DNKKLASASA--QNYELTI GSNSH KG-E 208
MpTig 153 EKNKGKLVDVSDKA-LANNDIAVIDFV GKV-DGKVLESATA--KQYELTIGSNSH DGFE 208
HpTig 147 AKDYAKFVDTNTQRKAQNDDKLTIDFESFI-DNAP FEGGKA--ENFNLILGSKQMEDFE 203
BsTig 146 QERQAELVVKEEGA-VEEGNTVVLDFEGFV-DGEAFEGGKA--ENYSLEGSGSH PGFE 201
hFKBP12 3 VETISPGDGRTFP.--KRGQTCVVH YTGWLEDGKKFDSSRDRNIRFKFMLIGKQE/I RGVE 60

* *% * % *kk *

EcTig 200 DGIKGHKA GEEFTIDVTFPEEYHAENL-----KGKAAK FAIN LKKVEERELPELTAE 251
HiTig 200 EGIVGHKA GEQFDIDVTFPAEYHAENL-----KGKAAK FAIT LKKIENMVLPELTDE 251
CjTig 204 DGMVG MKI GEEKDIKVTFPKE GARHL-----AGKDAV FKVKLHEIQELKIPELDDE 255
MgTig 209 TGLIA MKVNQKKTLALTFPSEHVKEL-----QSKPVT FEVM_KAIKKLEFTPMDET 260
MpTig 209 SGLIG MKVGEDKRQLKLKFPKEHAEEL-----KGKPVE FDIE LKAIKQLEITPMDET 260
HpTig 204 KALLG MQACEEKEFPLTFPSKHAEHL-----AGKEAF FKVKLHQIQAREMLEINDE 255
BsTig 202 DQLVGLEA GAEKDVEVTFPEEHAEDL-----AGKPAV FKVKIHEIKAKELPELDDE 253
hFKBP12 61 EGVAQVSVGEQRAKLTISPDVWYGATGHPGI PPHATVFDVH.LKLE 107

*% * % *

ABB. 3-30. Sequenzvergleich der PPlase-Doménen von Triggerfaktoren verschiedener Eubakterien mit
hFKBP12. Die Sterne kennzeichnen Aminoséurereste des hFKBP12, die innerhalb eines Abstandes von 4 A zu
FK506 Atome lokalisiert haben (188). In der hFKBP12-Sequenz sind alle Aminosaurereste fettgedruckt, die
innerhalb der Familie der FKBP zu tber 70 % identisch sind. Diese Angabe basiert auf einem Vergleich von
156 FKBP-Sequenzen, der freundlicherweise von T. Tradler (MPG, Halle) ziuigJed gestellt wurde. Grau
unterlegt sind die zu Uber 60 % konservierten Aminosaurereste innerhalb der bisher bekannten
Triggerfaktorsequenzen. Als Quellen fir die Aminosauresequenzen der Triggerfaktoren dienten die in
Datenbanken zuganglichen Sequenzencfli P22257,Haemophilus influenzad®44837, Campylobacter
jejunii X85954,Mycoplasma genitaliun?47480,Mycoplasma pneumoniag®1674199 Heliobacter pylorigi
2313924 Bacillus subtilisz75208).
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Durch ortsspezifische Mutagenese wurde fir hFKBP12 die Rolle verschiedener
Aminosaurereste fur die Bindung von FK506 sowie bei der Substratkatalyse untersucht (189-
193). Wahrend viele der Proteinvarianten wildtypahnliche FK506-Affinitat zeigten, schien vor
allem beim Austausch von A¥p Trp>® oder Ph& sowohl die FK506-Bindung als auch die
Auspragung der enzymatischen Aktivitat beeinfludt zu sein. In der Triggerfaktorsequenz ist
von diesen Aminosaureresten nur Bhéntsprechend zu Piiem hFKBP12) konserviert.

Die beiden entsprechenden Positionen zu*Aspd Trp® sind durch die chemisch jeweils
ghnlichen GI4"® und Ph&®® besetzt. Alle drei Positionen der PPlase-aktiven Doméané’fGIu
Pheé®® und Ph&*) wurden durch ortsspezifische Mutagenese variiert und die enzymatischen
Eigenschaften der resultierenden Proteinvarianten hinsichtlich funktioneller Verwandtschaft
zum hFKBP12 untersucht.

3.8.2. Expression und Reinigung der Proteinvarianten

Die Mutagenese und Konstruktion der coli Expressionsstamme wurden durch T. Tradler
(MPG, Halle) durchgefiihrt. Die exprimierten Varianten der PPlase-aktiven Domé&ne des
Triggerfaktors  enthielten N-terminal eine Sequenzextension gefolgt von der
Aminosauresequenz AYg-GIu®™, die die entsprechende Punktmutation enthieds(B-5).

Die Reinigung erfolgte durch Affinitatschromatographie mit immobilisiertéii-hen und
anschlieRender Gelfiltration. Dabei konnten aus einer 1 Liter Uberexpressionskultur ca. 50 mg
rekombinantes Protein erhalten werden. Die Homogenitat (> 95 % mit Ausnahme der
Phé®His- und Ph&®Trp-varianten) wurde durch SDS-PAGE und anschlieBender
Coomassie-Farbung Uberpruftg\ 3-31).

kba M1 2 3 4 5 M 1 6 7 8 9 10M kDa
67 — — 67
45 - — 45
29 — - — =29
21 —

6.5 — T —— 125
' - —6.5

ABB. 3-31.SDS-PAGE (15 % Acrylamid, Coomassie-Farbung) von Varianten der Triggerfaktor-PPlase-Doméane
und des hFKBP12.M) molekularer Massestandard) (TF***YWT), (2) TF***{Glu'8val), (3) TF*2
(Glu'"ys), @) TF**®YGIu'"®Asp), 6) TF*®Y(Phé®Tyr), (6) TF***YPhé*His), (7) TF*>**
(Phé®®Trp), (8) hFKBP12 (WT), 9) hFKBP12 (Asp’Leu), (10) hFKBP12 (PhETyr).



ERGEBNISSE 67

Die Punktmutation an Position Pfieder Triggerfaktor-PPlase-Domane fiihrte zu instabilen
Proteinvarianten. So enthielten die entsprechenden Proteinfraktionen nach dem ersten
Reinigungsschritt zu ungefahr 20 % (Plidis-Variante) bzw. 5 % (Ph&Trp-Variante) ein
verklrztes Fragment @8. 3-31). Durch RP-HPLC konnten die jeweiligen Fragmente von der
Hauptproteinfraktion separiert werden. Die Position der Spaltstelle konnte durch die
Ermittlung der N-terminalen Sequenz und der molekularen Masse mittels ESI-
Massenspektrometrie mit -Lys-Pfg ermittelt werden. Es gelang nicht, durch
Trennverfahren, die zu nativen Proteinen fihren wirden, die verkirzten Enzymfragmente

abzutrennen.

TAB. 3-5.Verwendete Proteinvarianten der PPlase-Domane des Triggerfaktors und des hFKBP12.

Protein- Theoretische Experimentell Aus experimentellen Daten
variante molekulare Masse ermittelte molekulare abgeleitete Sequenz der vorliegenden
(Da) Masse (Da) Proteinvariante

Triggerfaktor, PPlase-aktive Doméne (TE*?%)

Wildtyp 13 833.7 13834.37.1 m———— R0 51
Glu'®Asp 13 819.7 13 820.6+ 4.4 m=mm—= RMEPHETD)
Glu'®val 13 804.7 13 812.2+ 11.0 mmm——— R EPEVSY)
Glu'"Lys 13 832.8 13 833.0+ 3.3 mm———— R EPNENK)
Phe®Trp 13872.7 13873.3+3.3 m———— R EPYF )

11 661.5 11 668.3+ 10.0 m————— R K B FW)
Phé*His 13 823.7 13834.8: 7.4 m——— RO B (FH)

116125 11 615.5+ 9.3 mm———— R K B FH)
Phé®*Tyr 13 849.7 13 856.6+ 4.9 m———— R EPNFPY)
hFKBP12
Wildtyp 13 865.89 13 867% ==== G.EY’
Asp*’Leu 13 863.94 13 864.7+ 5.7 ==== G-E"(D*L)
Phe*Tyr 11 835.06 11 834%0 G-E™(F®Y)

11 834.1+ 3.8

Die Ermittlung der molekularen Massen erfolgte durch ESI- BAWALDI-Massenspektrometrie, =fmmmm)
MRGSHHHHHHGSDDPOK-===) TMITNSMHHHHDDDDKMnonoisotopische molekulare Masse berechnet
aus der abgeleiteten Aminoséuresequenz.

Zum direkten Vergleich des Einflusses einer bestimmten Punktmutation hinsichtlich der
PPlase-Aktivitdt unter gleichen experimentellen Bedingungen wurden die hFKBP12-
Varianten Asp'Val und Ph&Tyr sowie das rekombinante Wildtypenzym verwendet
(TaB. 3-5). Die 107 Aminoséurereste der Wildtypform und der*Asu-Variante enthielten
N-terminal eine histidinreiche Sequenzextension, wodurch die Reinigung wie schon fir die
Triggerfaktorvarianten beschrieben erfolgen konnte. Da die hFKBP12%{gieVariante

keine zusatzliche Sequenzextension enthielt, wurden zur Isolierung Anionenaustausch-
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chromatographie, Kationenaustauschchromatographie sowie Gelfiltration eingesetzt. Alle
hFKBP12-Varianten konnten bis zu Uber 98 % Homogenitat gereinigt werden, was durch
SDS-PAGE und Coomassie-Farbung verifiziert wurdes(/8-31).

Fur hFKBP12 konnte bereits gezeigt werden, dal3 die N-terminale Extension keinen Einflul3
auf die Spezifitatskonstanikg,/Ky im proteasegekoppelten PPlase-Aktivitatstest hatte (194).
Im gleichen MeR3system konnte auch fur die PPlase-Aktivitdt der Triggerfaktor-PPlase-
Domaéane kein Einfluld der zuséatzlichen N-terminalen Sequenzerweiterung festgestellt werden.
Die Aminosauresequenz aller verwendeten Proteinvarianten wurde durch N-terminale
Sequenzierung und massenspektrometrische Untersuchungen verifizert3(b). Es sei
darauf hingewiesen, dal® die Numerierung der Aminosaurereste des hFKBP12 entsprechend
der Form, die in eukaryotischen Zellen gefunden wurde, d.h. ohne N-terminales Methionin,
erfolgte. Die Aminoséuresequenz der hFKBP12 {Hiye)-Variante wurde zusétzlich durch
tryptischen Verdau und anschlieBende MALDI-TOF-Massenspektrometrie verifiziert. Die
ermittelten molekularen Massen der proteolytischen Peptide stimmten mit den theoretischen

Werten uberein.

3.8.3. Stabilitat und Struktur der Proteinvarianten

Im Vorfeld der enzymatischen Untersuchungen wurde die Stabilitat aller verwendeten
Proteinvarianten gegeniiber Subtilisin untersucht. Mit Ausnahme dEPRie Varianten der
Triggerfaktor-PPlase-Domane (Xaa = His, Trp) gab es keinen Hinweis auf proteolytische
Inaktivierung wahrend der Inkubationszeit, die mindestens der Mel3zeit der PPlase-
Aktivitatsbestimmung (2-3 min) entsprach. Das wurde Uberpruft, indem die entsprechenden
Proteinvarianten 4 min in der Kivette zusammen mit der Protease (Subtilisina-oder
Chymotrypsin) inkubiert wurden und anschlieend die Reaktion durch Zugabe von Substrat
gestartet wurde. Die beobachteten Geschwindigkeitskonstanten folgten einer Reaktion erster
Ordnung und lieferten die gleichen Werte, die fir eine analoge Probe ohne Vorinkubation mit
Protease erhalten wurden. Die gelelektrophoretische Analyse nach limitierter Proteolyse durch
Subtilisin ergab prinzipiell das gleiche Ergebnis, jedoch waren alle Varianten, die eine
zusatzliche N-terminale Extension enthielten, teilweise proteolysieBB.(#32). Die
beobachtete molekulare Masse der Produkte lag dabei scheinbar nicht unter der des
entsprechenden Enzyms ohne eine N-terminale Erweiterung. In Hinsicht auf die unveranderte
PPlase-Aktivitat dieser Proteinvarianten innerhalb des untersuchten Zeitraums und der

scheinbaren Stabilitat sowohl des rekombinanten Triggerfaktorfragment&8-Birf*® als
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auch der hFKBP12 (PA&yr)-Variante ist denkbar, daR die Protease mdglicherweise im
zuganglichen N-terminalen Fusionsbereich spaltet, und die Priméarstrukturen der
entsprechenden Proteinvarianten des hFKBP12 bzw. der Triggerfaktor-PPlase-Domanen
zumindest wahrend der Aktivitatsbestimmung (2-3 min) intakt bleiben. Ubereinstimmend mit
dem Verlust der PPlase-Aktivitdt im proteasegekoppelten PPlase-Aktivitatstest zeigte die
gelelektrophoretische Analyse den Abbau det*TE*(Phé®His)-Variante nach Inkubation

mit Subtilisin (A8B. 3-32).

TF148-249 TF145-25](D1781() TF145-251 TF145-25](F233’Y) TF145-25](F198}_|)
Zeit(min) K011 2 4 KO0112 4 'K011 2 4 K011 2 4  KO5 2 4 M kDa
¥ e __.'_ L
. — 67
- — 45
Subtilisin —> —| =29
=21
—65
FKBP12  FKBP12(BL) FKBP12(FY)
o —
Zeit(min) K 0112 4 KO0112 4 K0o1124 M kDa
r =
- — 67
- — 45
Subtilisin— -— 20
|- 21
h —
e e a= —— . i — 12.5
-— 65

ABB. 3-32. Proteolytische Stabilitdt der gereinigten Varianten der Triggerfaktor-PPlase-Doméane und des
hFKBP12 gegeniber Subtilisin. Alle Proteinvarianten wurden die angegebenen Zeiten mit Subtilisin inkubiert.
Die Proteasereaktion wurde dann durch Zugabe von PMSF (1 mM) gestoppt und die Proben fir eine SDS-
PAGE (15 % Acrylamid, Coomassie-Farbung) verwendet. Die Proteolysemuster der Variantef?*TF
(Glu*"®Asp) und TE*2*Y(GIu'"8val) waren identisch mit dem der ¥2*(GIu'"8ys)-Variante und sind nicht
dargestellt. ) molekularer Massestandard.

Die vorliegenden Proteinvarianten wurden weiterhin durch Fern-UV CD-Spektroskopie
charakterisiert. Das Fehlen der flr ungeordnete Strukturen typischen negativen Bande bei 200
nm in allen Fern-UV CD-Spektren verdeutlichte, dal’ alle Proteine eine geordnete Struktur
besitzen (AB. 3-33). Daruber hinaus weist die prinzipiell erhaltene Form der Fern-UV CD-
Spektren der Proteinvarianten im Vergleich zu dem des jeweiligen Wildtypenzyms nicht auf

wesentliche strukturelle Anderungen hin.
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ABB. 3-33. Fern-UV CD-Spektren der Proteinvarianten der Triggerfaktor-PPlase-Domane und des hFKBP12.
Die Spektren wurden bei 25 °C in 10 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7.0) aufgenommen. Die individuellen
Proteinvarianten sind wie folgt gekennzeichnet:*&(——), TF*®YGIu'"Lys) (— —), TE+*%!
(Phé®Tyr) (- - -), hFKBP12 (- — -), hFKBP12 (Aheu) ( ---) und hFKBP12 (Ph&Tyr) (- ). Die
Fern-UV CD-Spektren der beiden Triggerfaktorvarianten®r{Glu'"®Asp) und TE**2*{Glu*"®val) waren
identisch zum Spektrum der ¥2*{GIu'"®_ys)-Variante.

3.8.4. Enzymatische Eigenschaften der Proteinvarianten

Die katalytische Effizienz der verschiedenen FKBP- sowie Triggerfaktorvarianten sollte im
proteasegekoppelten PPlase-Aktivitatstest verglichen werden. Anhand einer Reihe von
Tetrapeptidsubstraten mit variiertem Aminosaurerest in g&oBition wurde der Einflul der
jeweiligen Punktmutation auf die Substratspezifitat dieser Proteinvarianten untersucht

(TAB. 3-6).

TAB. 3-6. Substratspezifitatkfa/Ky (mM™s?)] verschiedener Varianten der Triggerfaktor-PPlase-
Doméne und des hFKBP12 im proteasegekoppelten PPlase-Aktivitatstest gegenuber
Substraten des Typs Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-4-NA.

Xaa ~ TRF®®! hFKBP12

wr  E"K E"W E'™D Y WT DL F%Y
Phe 1060 2520 1720 950 14 780 48 64
Leu 650 1500 970 620 10 1240 66 64
Ala 240 470 350 230 19 100 32 37
Lys 250 89 130 220 16 58 1.8 6.9
Glu 6.9 42 16 9.5 <01 15 1.2 7.2

Die Messungen wurden im Subtilisin-ggdpelten Aktivitatstest in 35 mM HEPES-Puffer (pH 7.8) bei 10 °C
durchgefiihrt® Es konnte bis zu einer Enzymkonzentration von 5 uM keine PPlase-Aktivitat detektiert werden.

Alle verwendeten Proteinevarianten zeigten PPlase-Aktivitat, wobei fir die hFKBP12-
Varianten stets eine Verminderung der katalytischen Effizienz durch Einfihrung einer

Punktmutation beobachtet wurde. Eine Ausnahme bildete di&*Tph&ariante, da ein
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4.8-facher Anstieg der Aktivitat im Vergleich zur Wildtypaktivitdt gegeniiber dem Substrat
Suc-Ala-Glu-Pro-Phe-4-NA zu beobachten war. Dabei war jedoch die katalytische Effizienz
gegenuber Suc-Ala-Glu-Pro-Phe-4-NA generell nur gering (8-6).

Der Aminosaurerest Gf des Triggerfaktors entspricht der Position von®Asp hFKBP12.

Die Mutation zum sehr &hnlichen Asp in der Triggerfaktor-PPlase-Domane hatte nur einen
geringen EinfluR auf die katalytische Aktivitat, die wie beim Wildtyp, nicht durch FK506
inhibierbar war. Dagegen zeigten die 8f\ral- und Gld’®Lys-Varianten eine erhohte
enzymatische Aktivitdt gegentber den meisten der eingesetzten Peptidsubstrate. So konnte
z.B. eine 2.4-fache Erh6hung der spezifischen PPlase-Aktivitat mit Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-
NA als Substrat im Fall der Gi(fLys-Variante beobachtet werden. Die Entfernung der
negativen Ladung an Position 178 wirkte sich nicht auf die Substratspezifitat der beiden
Varianten im Vergleich zum Wildtyp gegeniber ungeladenen Aminosaureseitenketten in der
P1-Position des Substrates aus. Ein EinfluR konnte jedoch auf die Katalyseeffizienz
festgestellt werden, wenn Substrate mit geladenen Seitenketten in-llesitfon verwendet
wurden (TAB. 3-6). So wurde die Prolylisomerisierung des Substrates mit Lys injder P
Position im Vergleich zu Phe durch die &fuys-Variante ungefahr sechsfach schlechter
katalysiert als durch das Wildtypenzym. Verbesserte katalytische Effizienz konnte gleichzeitig
fur das Glu-enthaltende Substrat beobachtet werden, wenn auch die absolute katalytische
Aktivitat gegeniiber diesem Substrat mit einkgyKu-Wert von 4.2x 10* M™'s? relativ

gering ist.

Die Auswirkung der Punktmutation Gfval auf die katalytische Aktivitat der Triggerfaktor-
PPlase-Domane unterscheidet sich betrachtlich von der einer entsprechenden Mutation im
hFKBP12. Die Asp'Leu Variante des hFKBP12 zeigte eine verringerte PPlase-Aktivitat. Mit
Ausnahme der Substrate Xaa = Ala bzw. GIug(T3-6) besitzt diese Proteinvariante noch ca.

3-6 % der Wildtypaktivitat. Der Austausch von Glu gegen Leu an Position 37 im hFKBP12
fuhrte weiterhin zu einer 700-fach verringerten Affinitat fir FK5065A3-34).

Um zu versuchen, ob durch Erhéhung der Hydrophobizitat der vermuteten Bindungstasche
der Triggerfaktor-PPlase-Domane mdglicherweise FK506-Bindung erzeugt werden kann,
wurde der Aminosaurerest Pitdurch Trp ersetzt. Fiir das entsprechendé®TmphFKBP12

wurde gezeigt, dal3 der Tip His Austausch sowohl eine starke Verringerung der FK506-
Affinitat als auch der PPlase-Aktivitat hervorruft (192). Die Mutation an Position 198 der
PPlase-aktiven Doméne des Triggerfaktors schien jedoch zu einer Destabilisierung des

Proteins fuhrte, da die resultierende Proteinvariante eine erhdhte proteolytische Anfalligkeit
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zeigte und nicht in homogener Form zu isolieren war (vgl. Abschn. 3.8.2.). Zur Bestimmung
der katalytischen Aktivitat wurden deshalb die vorliegenden Gemische verwendet. Durch
Anwendung des proteasefreien PPlase-Aktivitatstests wurden mit dem Substrat Suc-Ala-Phe-
Pro-Phe-4-NA im Vergleich zum Wildtypenzym Restaktivitaten von ca. 56 % fir die
Phe*®Trp-Variante und < 0.1 % fiir die PR&is-Variante bestimmt.

Or———T T T T T

Kenz10%(s9)

0 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
0 200 400 600 800 100012001400

[FK506] (nM)

ABB. 3-34. Inhibierung der hFKBP12-Varianten Apeu (a) und Ph&Tyr (+) durch FK506. Die PPlase-
Aktivitdtsbestimmung erfolgte im Subtilisin-gapelten Aktivitatstest in 35 mM HEPES-Puffer (pH 7.8) mit
Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA als Substrat in Gegenwart von 705 nM défLAspvariante oder 558 nM der
Phe®Tyr-Variante bei 10 °C. Die jeweils durchgezogene Linie reprasentiert die Anpassung der Daten nach
einem Modell zur kompetitiven hochaffinen Inhibition (174), aus deKdWerte der Proteinvarianten mit 349
+ 26 nM (Asp’Leu) und 118 9 nM (Phé°Tyr) bestimmt wurden.

Die Position 99 im hFKBP12 ist durch Phe besetzt, das innerhalb der Familie der FKBP und
auch in allen Triggerfaktoren konserviert ist. Die Substitution vori°Rimel entsprechend in

der Triggerfaktor-PPlase-Domane PRedurch Tyr beeinfluRte die PPlase-Aktivitat beider
Enzyme stark, jedoch in Bezug auf die Substratspezifitat in unterschiedlicher Weise.
Gegenuber einer Reihe von Tetrapeptid-4-Nitroaniliden mit variiertem Aminosaurerest in der
P,-Position konnte fir die PAETyr-Variante der Triggerfaktor-PPlase-Doméne nur
1.1+ 0.4 % der Wildtypaktivitat beobachtet werden. Eine Ausnahme hiervon ist die
scheinbare Inaktivitat des Enzyms gegeniber Glu in g&oBition, da selbst in Gegenwart

von 5 uM der Proteinvariante keine PPlase-Aktivitat detektiert werden konnte. Im Gegensatz
zu der generell verringerten katalytischen Aktivitéat dieser Variante der Triggerfaktor-PPlase-
Doméne besaR die entsprechende hFKBP12 “{Pm¢Variante eine veranderte
Substratspezifitat mit 5 % (Leu-Substrat) bis 480 % (Glu-Substrat) der Wildtypenzymaktivitat
(TaB. 3-6). Die Mutation fuhrte auf3erdem zu einer 240-fach verringerten Bindungsaffinitat
fur FK506 im Vergleich zum Wildtypprotein @8. 3-34).
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4. Diskussion
4.1. Triggerfaktor als ribosomenassoziierte PPlase

Die Enzymklasse der PPlasen wird in drei Familien unterteilt, die ubiquitar im
Organismenreich vorkommen. Es wird angenommen, dal3 ihre katalytische Aktivitat, die
Beschleunigung relativ  langsamer  Konformationsumwandlungen innerhalb  der
Polypeptidkette, eine wesentliche Rolle bei der Ausiibung ihrer Funktion spielt. Dafir spricht
unter anderem die hohe Konservierung von Kernbereichen in der Primarstruktur innerhalb
jeder PPlase-Familie (46, 114, 126).

Da die cis/transisomerisierung der Prolylbindung ein relativ langsamer und oft der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei Faltungsreaktionewitro und wahrscheinlich
auchin vivo sein kann, lag die Vermutung nahe, dald am Ort der Proteinbiosynthese ein
Katalysator dieser Reaktion lokalisiert ist. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrten
Untersuchungen ergaben Hinweise auf die Existenz einer ribosomenassoziierten PPlase und
somit eines potentiellen Kandidaten fir eine Funktion als Katalysator ddemovo
Proteinfaltung. Fur die "tightly coupled” 70S Ribosomen Busoli konnte PPlase-Aktivitat
gegenlber Tetrapeptidsubstraten nachgewiesen werden. Darlber hinaus enthielten ebenso die
50S Untereinheiten der Ribosomen PPlase-Aktivitat. Das ist in Hinsicht auf die vermutete
Funktion einer PPlase am Ribosom interessant, da die grol3e ribosomale Untereinheit die
Offnung fir den Austritt der neu synthetisierten Polypeptidkette enthalt (28, 195). Die PPlase-
Aktivitaten der 70S Ribosomen und der 50S Untereinheiten waren beziglich
Substratspezifitat und Unempfindlichkeit gegeniiber mikromolaren Konzentrationen von
PPlase-Inhibitoren wie FK506 und CsA vergleichbar. Das spricht entweder fur eine identische
Subfraktionierung verschiedener Enzyme oder ist ein Hinweis auf die Existenz nur einer
ribosomenassoziierten PPlase. AufRerdem wurde dadurch deutlich, dal3 die betrachtete
Enzymaktivitat nicht durch die CsA-inhibierbarEncoli PPlasen wie Cyp18 (196, 197) oder

die durch FK506 inhibierbaren Enzyme wie FKBP22 und FKBP26 (178, 198) vermittelt wird.
Die Analyse der Substratspezifitat schlol3 auch angeceli PPlasen wie z.B. Parvulin (113)

als potentielle Kandidaten aus. Dagegen konnte fiir Triggerfaktor eine gute Ubereinstimmung
mit der Substratspezifitat der ribosomenassoziierten PPlase gefunden werdems(V8i2].

Fur den Triggerfaktor war neben der Beteiligung am Export von sekretorischen Proteinen (72-
75) die Lokalisation ank. coli Ribosom bzw. der 50S Untereinheit bereits beschrieben
worden (165). Somit bestétigt der Nachweis dieses Proteins in diesen ribosomalen Fraktionen

durch Westernblot-Analyse und N-terminale Sequenzierung die bekannte Lokalisation.
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Daruiber hinaus schien die beobachtete PPlase-Aktivitat mit der Verteilung und der
Konzentration des Triggerfaktors in den ribosomalen Proben zu korrelieren. Die Experimente
zur LiCl-vermittelten Dissoziation der 50S Untereinheit spiegelten zum einen das bekannte
Verhalten des Triggerfaktors wider (165), zum anderen stitzten diese Ergebnisse die
Annahme, dal3 Triggerfaktor die PPlase-Aktivitat-vermittelnde Komponente des bakteriellen
Ribosoms ist. Zusatzlich spricht dafir das Fehlen von PPlase-Aktivitdat an ribosomalen
Partikeln, die aus einem Triggerfaktor-defizientrcoli Stamm isoliert worden waren. Auf
dieser Grundlage scheint Triggerfaktor die einzige PPlade. awli Ribosom zu sein.

Zum Verstandnis eines moglichen Funktionsmechanismus des Triggerfaktors ist die Art und
Weise der Interaktion mit dem Ribosom bzw. mit den nascierenden Polypeptidketten wichtig.
Durch Zugabe von E. coli Extrakten zu eukaryotischen Weizenkeim-RNC und
anschlieBendem chemischen Vernetzen konnte die enge Nachbarschaft von Triggerfaktor zu
nascierenden Ketten verschiedener sowohl sekretorischer als auch nicht-sekretorischer
Proteine demonstriert werden (67, 78). Diese Wechselwirkung bestand nicht, wenn die
translatierenden Ribosomen vorher mit Puromycin behandelt wurden, was zum Abbruch der
Translation und zum Freisetzen der nascierenden Ketten aus der ribosomalen Umgebung
fuhrte (67, 78). Das spricht fur eine ribosomengekoppelte Funktion des Triggerfaktors und
wird verstarkt dadurch, daf3 die chemische Vernetzung mit nascierenden Polypeptiden ab einer
Lange von 57 Aminosaureresten im homogeBeooli Translationssystem maoglich war (68).
AulBerdem gibt es Untersuchungen zur Syntheserate des Triggerfaktors im Vergleich zu der
ribosomaler Proteine wie dem S1, die darauf hindeuten, daf3 mdglicherweise eine Korrelation
zur Translationsaktivitat besteht (199). So wurde in Antwort auf die Uberproduktion eines
Fibroblasten-Wachstumsfaktors i coli unter Hitzeschockbedingungen die Repression der
Synthese von verschiedenen ribosomalen Proteinen und Triggerfaktor beschrieben (199).

Das Verhéltnis von 70S Ribosomen zu Triggerfaktor in isolierten Ribosomen/Triggerfaktor-
komplexen aus einefd. coli Wildtypstamm konnte mit 9:1 abgeschatzt werden und ergibt die
Frage, ohin vivo 1:1 Komplexe vorliegen. Es ist denkbar, dal3 wahrend der Préaparation der
Ribosomen ein periphares Protein wie Triggerfaktor entfernt wird. Dartber hinaus war eine
50-fache Reduktion der PPlase-Aktivitat der 50S Untereinheiten im Vergleich zu den "tightly
coupled" 70S Ribosomen zu beobachten. Mdglicherweise kommt es wahrend der
Entkopplung der Untereinheiten durch Verringerung der Magnesiumionenkonzentration und
Erhéhung der Ammoniumionenkonzentration zur Dissoziation des Triggerfaktors. In diesem

Zusammenhang wurde auch diskutiert, daf3 der funktionelle Status der Ribosomen einen
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Einflul3 auf die Bindungsaffinitat von Triggerfaktor hat (200). Es konnte gezeigt werden, daf3
die Affinitat von Triggerfaktor zu translatierenden Ribosomen im Gegensatz zu nicht-
translatierenden Ribosomen in Gegenwart von 500 mM KCI kaum beeinfluf3t ist (78).

Bei entsprechenden Untersuchungen zum Bindungsverhalten des Triggerfakidteo

wurde eine &hnliche Affinitat zu isolierten "tightly coupled” und den aus den Untereinheiten
reassoziierten 70S Ribosomen beobachtet. Die aus der Datenanalyse abgeleitete 1:1
Stochiometrie dieser Interaktion wurde auch fir 50S Untereinheiten festgestellt und
unterstitzt die Vermutung der spezifischen Wechselwirkung zwischen Triggerfaktor und
diesen ribosomalen Partikeln. Daneben wurde unter den gleichen experimentellen
Bedingungen eine um mindestens den Faktor 10 schwachere Assoziation des Triggerfaktors
an 30S Untereinheiten beobachtet, die bisher nicht vorgefunden wurde (165, 201). Indirekt
wurde gezeigt, dalR der Triggerfaktor an nicht-translatierende, eukaryotische
Weizenkeimribosomen bindet (78). Es ist dabei unklar, ob ein entsprechender Bindungsort in
diesen Ribosomen, flir die trotz taxonomischer Divergenz eine morphologische Homologie zu
den E.coli 70S Ribosomen durch kryo-elektronenmikroskopische Untersuchungen
beschrieben wurde (202), vorhanden ist, oder ob eine generelle und moglicha@mwéise
modulierte Affinitat zu ribosomalen Partikeln vorliegen kdnnte. Eine Modulation der Affinitat

zu Ribosomen wéahrend der Translation wurde z.B. fir den Funktionsmechanismus von SRP
in einem Modell vorgeschlagen (203). Dabei bildet die ribosomale Interaktion von SRP, das
in Bezug auf die zellulare Konzentration im Unterschul® zu Ribosomen vorliegt, wahrend
definierter Stadien der Elongation die Voraussetzung fur die Wechselwirkung mit
nascierenden Proteinketten, die eine Signalsequenz enthalten. Durch Erkennung einer solchen
nascierenden Polypeptidkette kommt es zur Erh6hung der Affinitdt zum RNC und damit zur
Selektion dieser Proteinketten fir den Transport in das ER (203).

In diesem Sinne konnte die ribosomale Assoziation des Triggerfaktors die lokale
Voraussetzung fur eine Interaktion mit nascierenden Ketten bilden. Neben SRP gibt es auch
fur weitere Proteinkomplexe, die nachweislich bei der Sortierung und Translokation der
nascierenden Proteinketten eine Rolle spielen, wie NAC und Sec6lp, Hinweise, dal} eine
Bindungsaffinitdt zu Ribosomen vorhanden ist (67, 68, 78, 204). So konnte fur den
heterotrimeren Sec6lp-Komplex, der eine Hauptkomponente des heterooligomeren
Transportkanals der ER-Membran bildet, die Bindung an isolierte monomere Hefe-
Ribosomen in Form einer Sattigung demonstriert werden (204). Mehrere dieser ringférmigen

Molekile scheinen in Verlangerung des "Ausgangstunnels” der nascierenden Proteinkette an
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die 50S Untereinheit assoziiert zu sein, so daf} eine direkte Verbindung vom Ribosom zur
Transportmaschinerie des ERs geschaffen wird. Fir die gré3te Untereinheity, Sen@ite

durch photochemisches Vernetzen die enge Nachbarschaft zu nascierenden Proteinketten
demonstriert werden, und zwar bereits, nachdem nur 30 Peptidbindungen durch die
Peptidyltransferasereaktion geknupft worden sind (205).

In seiner Eigenschaft, an nascierende Proteinketten unabhangig von ihrem zellularen Zielort
zu binden (67, 68, 78), erinnert Triggerfaktor an den eukaryotischen heterodimeren
Proteinkomplex NAC (61-63). Fir NAC wurde eine regulatorische Rolle bei der Interaktion
von SRP mit nascierenden Proteinketten postuliert. Ebenso scheint NAC die intrinsische
Bindung des eukaryotischen Ribosoms an Sec61p zu verhindern, so dal3 Fehltransport von
cytosolischen Proteinen ausgeschlossen wird (62). Wahrend Triggerfaktor erst ab einer
Kettenlange von 57 Aminosaureresten mit nascierenden Proteinketten interagiert (68), wurde
fur NAC eine Wechselwirkung mit nascierenden Polypeptiden ab einer Lange von 17
Aminosaureresten beobachtet (63). Hinsichtlich der zum Triggerfaktor &hnlichen
Eigenschaften erscheint NAC in Bezug auf die Fragestellung nach einer eukaryotischen
ribosomenassoziierten PPlase interessant. Es ist jedoch nicht bekannt, ob NAC eine
entsprechende enzymatische Aktivitat besitzt. Bisher wurde auch nicht tGiber eine Lokalisation
von PPlasen am eukaryotischen Ribosom berichtet. Es gibt aber Hinweise, dal} PPlasen im
eukaryotischen Cytosol an dege novoProteinfaltung beteiligt sein kdnnten, da die Biogenese
von zwei bakteriellen Luciferasen in einem Retikulozytenlysat durch die Anwesenheit von
CsA oder FK506 retardiert wurde (133).

4.2. Triggerfaktor als modulares Protein

Im Gegensatz zu den erwdhnten RNC-assoziierten heterooligomeren Protein- bzw.
Nukleoproteinkomplexen scheint Triggerfaktor ein monomeres Protein zu sein. Es erwies sich
jedoch als modulares Protein, das mindestens aus drei verschiedenen Strukturbereichen
besteht (187). Die durch Hydrophobe-Cluster-Analyse vorgeschlagene Organisation des
Triggerfaktors in Form von drei Domanen (167) konnte durch limitierte Proteolyse,
Expression rekombinanter Fragmente sowie Untersuchungen zur Faltung bzw. Entfaltung
experimentell bestatigt werden. In Abb. 4-1 ist illustriert, daR sich basierend auf der
Primarstruktur prinzipiell eine &ahnliche modulare Organisation fir die Triggerfaktoren

anderer Organismen ableiten laf3t.



DISKUSSION 77

H. influenzae | 55 [ 79 [ 64 |
C.jgunii I 27 [ 45 [ 20 |

M. genitalium | 22 [ 31 [ 22 |
Synechogstis Pl 26 [ 33 [ 20 |

M. pneumoniae | 24 [ 36 [ 19 |
B. burgdorferi | 28 [ 26 [ 20 |
H. pylori I 26 [ 39 [ 21 |
B. subtilis | 32 [ 50 [ 27 |
E. coli I 100 [ 100 [ 100 |

{
50 AS

ABB. 4-1. Domanenorganisation der Triggerfaktoren. Verglichen wurden die Sequenzen der Einzeldoméanen
der Triggerfaktoren der angegebenen Organismen mit denenEdesli Triggerfaktorsequenz. Die
Doménengrenzen wurden entsprechendezuoli Sequenz aus dem multiplen Sequenzvergleich (siebe A
4-2) abgeleitet. Dabei stellen die grauen Balken die homologen Bereiche zur PPlase-aktiven Doméne des
E. coli Triggerfaktors (Arg*-GIu?®Y dar. Angegeben sind die Werte der Identitat in Prozent des paarweisen
globalen Sequenzvergleiches der Einzeldoméanen nach dem FASTA-Algorithmus.

Als Proteindoménen werden Bereiche der Polypeptidkette betrachtet, die kompakte
Substrukturen bilden und eine erhéhte Anzahl von Interaktionen innerhalb dieser Einheiten als
zu anderen Abschnitten der Proteinkette aufweisen (206). Eine klassische Methode zur
Bestimmung von Proteindomanen im Sinne von stabilen Einheiten bildet die limitierte
Proteolyse, durch die erstmals die Antigenbindungsdomane von Immunglobulinen
identifiziert wurde (207). So konnte auch die zentrale, PPlase-aktive Domé&ne des
Triggerfaktors nach limitierter Proteolyse mit Subtilisin isoliert werden (208). Bestatigt wurde
die Existenz dieser Domane durch ein rekombinant hergestelltes, aus 102 Aminoséureresten
bestehendes Fragment des Triggerfaktors’(&Fhr**9), das sich neben einer bemerkenswert
hohen Proteasestabilitat als ausreichend erwies, um die vollstandige katalytische Effizienz des
Triggerfaktors in  einem  nicht-proteolytischen  PPlase-Aktivitatstest  gegentber
Tetrapeptidsubstraten zu erhalten (208). Ein &hnliches proteolytisches Fragment des
Triggerfaktors (Vat%Glu**) entstand bei der Hydrolyse mit Endoproteinase Glu-C (V8),
einer Protease mit hoher Primarspezifitdt im Gegensatz zu Subtilisinob@wymotrypsin

(209). Die Expression der zentralen und PPlase-aktiven Domaiie seistilisTriggerfaktors

weist auf eine dhnliche doménenartige Organisation der Triggerfaktoren anderer Organismen
hin (210).

Die Annahme eines modularen Aufbaus der Polypeptidkette des Triggerfaktors wird weiterhin

unterstitzt durch die Existenz eines zweiten proteolytischen Fragments, das mit der N-
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terminalen Aminoséuresequenz des Triggerfaktors beginnt und dessen molekulare Masse mit
14 kDa aus der SDS-PAGE abgeschatzt wurde. Dartber hinaus bildete das rekombinante N-
terminale Fragment (FR*) - wie auch die PPlase-aktive Domé&ne - eine autonome
Faltungseinheit und zeigte einen einphasigen Harnstoff-induzierten Entfaltungsiibergang, wie
er fur kleine Eindomanenproteine beobachtet wurde (187). Aus Sekundarstrukturanalysen
durch Fern-UV CD-Spektroskopie ging auch hervor, daf die Einzeldomanen wahrscheinlich
die gleiche Sekundarstruktur annehmen, wie im intakten Triggerfaktor (187). Aus diesen
Grinden wurde davon ausgegangen, dal3 die gewahlten Grenzen fiur die Einzeldoménen die
Domanenorganisation des Triggerfaktors recht gut widerspiegeln.

Wahrend fiir die zentrale und sehr stabile PPlase-Domané& ¢f¥ die Beteiligung am
Katalysemechanismus gezeigt wurde (208, 209), war fur die flankierenden N- und C-
terminalen Bereiche keine Information tber eine mdgliche Funktion vorhanden. Dazu kam
auch, dal3 die Suche in Proteindatenbanken nur geringe Sequenzhomologien zu anderen
Proteinsequenzen lieferte (167, 201). Der aus Sekundarstrukturanalyse (167) und Fern-UV
CD-Spektroskopie (187) abgeleitete hohe Gehaltiatelix in der N-terminalen Domane
erinnert an den N-terminalen, 106 Aminosaurereste umfassenden Bereitlegi@sella
pneumophilaFKBP25 (Mip-Protein). Fur dieses homodimere FKBP wurde gezeigt, dal3 die
Dimerisierung Uber den N-terminalen Bereich erfolgt (211). In diesem Sinne scheint auch die
N-terminale Domane des Triggerfaktors eine Funktion bei der intermolekularen
Wechselwirkung zu besitzen, da sie die Bindung des Triggerfaktors an das Ribosom
vermittelt. Weder fir die PPlase-aktive Domane, noch fur die Fusion aus PPlase-Domane mit
der C-terminalen Region konnte eine Affinitat fir 70S Ribosomen festgestellt werden.
Zusétzliche Informationen tber den N-terminalen Ribosomenbindungsbereich kommen aus
weiteren Untersuchungen mit verkirzten Fragmenten. Wird ein rekombinant hergestelltes, N-
terminales Fragment (F£*) proteolytisch C-terminal um 26 Aminoséurereste verkiirzt, so

ist das verbleibende N-terminale, aus 118 Aminosaureresten bestehende Fragment noch
immer ausreichend fur die Ribosomenbindung (201). Dagegen wird durch das Fehlen von
mindestens 46 N-terminalen Aminosaureresten die Co-Sedimentierung des Triggerfaktors mit
Ribosomen verhindert. Es gibt innerhalb des N-terminalen Bereiches der Triggerfaktoren
verschiedener Organismen eine Region hoher SequenzkonservierutigP(@R/der E. coli
Sequenz) (AB. 4-2). Die daraus abgeleitete Consensus-Sequ@ERXGXXP kommt
ebenfalls in den Aminosauresequenzen der ribosomalen Proteine L37 der groRen 60S

Untereinheiten vorHomo sapiensind Rattus norvegicubzw. eines putativen L37 Proteins
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ausCaenorhabditis elegansor (P. Ricknagel, persdnliche Mitteilung). Es ist vorstellbar, daf3
dieses Sequenzmotiv an der Vermittlung der Ribosomenbindung der Triggerfaktoren beteiligt
ist. Damit ware auch die fehlende Interaktion des N-terminal verkirzten Triggerfaktors
erklarbar. Bisher durchgefiihrte Untersuchungen anhand eines synthetischen Oktadekapeptids
der E. coli Triggerfaktorsequenz A¥alle®® zeigten jedoch, daR dieses Pepfidr se
wahrscheinlich nicht zur Bindung arkE. coli Ribosomen fahig ist (G. Stoller,
unveroffentlicht). Mdoglicherweise ist die ribosomale Bindung nicht nur durch die
eindimensionale Sequenz determiniert, sondern erfordert die spezifische dreidimensionale
Struktur des Bindungsbereiches innerhalb der N-terminalen Domaéne.

Nur relativ wenig Information gibt es bisher Gber den 180 Aminoséurereste umfassenden C-
terminalen Bereich des Triggerfaktors. Aus den Untersuchungen zur proteolytischen Stabilitat
ergab sich kein Hinweis auf ein proteasestabiles C-terminales Fragment (208, 209). Wahrend
das rekombinante Fragment */E*?im isolierten Zustand ebenfalls proteolytisch instabil
war, erfolgte offenbar schon durch die Fusion an die katalytische Doméane im Fragment
TF°%32 eine Stabilisierung. Neben dieser kovalenten Verbindung zur PPlase-aktiven
Domaéne wird auch die nicht-kovalente Interaktion beider terminaler Doméanen im intakten
Protein diskutiert (187).

In Hinsicht auf die Domanenstruktur ist Triggerfaktor innerhalb der Enzymklasse der PPlasen
keine Ausnahme (BB.4-3). Neben der ubiquitaren Verbreitung sowie Zell- und
Gewebespezifitat ist die strukturelle Vielgestaltigkeit dieser Proteine ein weiteres Phanomen
(46). So gibt es innerhalb jeder der drei etablierten PPlase-Familien sowohl Enzyme, die allein
aus der konservierten und PPlase-Aktivitat-vermittelnden Doméne bestehen, als auch solche
Proteine, deren PPlase-Domane flankiert wird durch eine oder mehrere funktionell differente
Doméanen. Bekannt sind z.B. hFKBP52 (auch als HSP56, p59 oder HBI bekannt) (212) und
hCyp40, die als Bestandteile der hochmolekularen Steroidrezeptorkomplexe identifiziert
wurden (156, 157). Fur das verwandte Protein HSP56 aus Thymusextrakt vom Huhn konnte
nach limitierter Proteolyse eine stabile 17 kDa FK506-bindende Domane isoliert werden
(213). In der Sequenz von Kaninchen FKBP52 (p59) wurden drei strukturell verwandte
Doméanen zum hFKBP12 detektiert (214) zuséatzlich zu einer Calmodulin-Bindungsdoméne
und einem Sequenzbereich, der auch im C-terminalen Bereich von Cyp40 konserviert ist
(157). Dieser Sequenzbereich enthalt wiederholt ein aus 34 Aminosaureresten bestehendes
Sequenzmotiv (TPR, _"tetratriceptide epeat"), das eine Rolle bei Protein/Protein-

Interaktionen spielt (157, 159, 215, 216). Interessanterweise findet man ein weiteres
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Protein/Protein-Erkennungsmotiv, die WW-Domane, in Verbindung mit eukaryotischen
Parvulinen, wie z.B. den$. cerevisiaePtfl, hPinl1 bzw.Drosophila melanogasteDodo-
Protein (128, 162, 217, 218).
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. coli FKBP16
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pneumophilaFKBP25 | I
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ABB. 4-3. Schematische Darstellung des modularen Aufbaugdesli Triggerfaktors im Vergleich zu anderen
prokaryotischen FKBP. Die FKBP-Doménen sind als graue Boxen dargestebisseria meningitides’
Streptomyces chrysomallus

Weniger haufig sind Multi-Doméanen-PPlasen im Reich der Prokaryoten. Es gibt die bereits
erwadhnten Mip-Proteine, die neben der C-terminalen FKBP-homologen Domane eine N-
terminale Domane mit relativ hohem Anteailhelikaler Struktur enthalten. I&. coli wurde

das slyD-Genprodukt (WHP, SlyD) identifiziert, das neben der N-terminalen FKBP-
homologen Domane eine Metallionenbindungsdoméane aufweist (219, 220). Die bekannten
Cyclophiline der Prokaryoten bestehen abgesehen von Signalsequenzen meist nur aus der
PPlase-aktiven Doméne, wohingegen einige Parvuline neben der katalytischen Domane
zusatzliche Sequenzbereiche aufweisen, die wie im Fall He®li SurA, auch eine
duplizierte PPlase-Domane sein kann (114). In Hinsicht auf die zentrale Position der PPlase-
aktiven Domane sind Triggerfaktoren innerhalb der Familie der FKBP bisher einzigartig
(ABB. 4-3). Darlber hinaus wurden Triggerfaktoren bzw. PPlase-verwandte Proteine mit einer
vergleichbaren funktionalen Domanenorganisation bisher nur in prokaryotischen Organismen
identifiziert (181, 221-223).

4.3. Triggerfaktor als Katalysator der Proteinfaltung

In Hinsicht auf eine mdglicha vivo Funktion von PPlasen als Proteinfaltungskatalysatoren
sollte es aufschlufRreich sein, die PPlase-Aktivitat gegenltber Proteinsubstraten zu bestimmen.
Mit RCM-T1 war ein geeignetes Modellsubstrat vorhanden, das im gefalteten Zustand eine

cis-Prolylbindung (-Tyr-Pr&’-) enthélt, und deretrans O cis Isomerisierung im Verlauf der
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Ruckfaltung durch eine Reihe von PPlasen katalysiert wird (47, 102, 115, 116, 224, 225). Im
Vergleich zu anderen FKBP, Cyclophilinen urtl coli Parvulin zeigte derE. coli
Triggerfaktor eine ungewohnlich wirksame Katalyse (173). Eine Konzentration von 10 nM
Triggerfaktor verursachte eine neunfache Beschleunigung der Rickfaltung von 0.7 uM RCM-
T1. Dagegen wirden z.B. 290 nM hCyp18 oder 470 nM Parvulin benétigt werden, um den
gleichen Beschleunigungsfaktor zu erzielen. Die Katalyseeffizienz des Triggerfakigis (

= 1.1 pM'sh) (186) ist dabei in der GroRenordnung der katalytischen Effizienz des Proteins
gegenuber Tetrapeptid-4-Nitroaniliden. Damit unterscheidet sich der Triggerfaktor von allen
PPlasen, die unter gleichen Bedingungen analysiert worden waren (102). So zeigt z.B. das
hCypl8 eine ca. 150-fach reduzierte katalytische Effizienz gegentiber dem Proteinsubstrat
RCM-T1 im Vergleich zu einem Tetrapeptidsubstrat. Wahrend durch die schwache
Substratbindung von PPlasen wie hFKBP12, hCypl18 oder Parvulin an RCM-T1 die
Ermittlung der kinetischen Parametég,{ Kyv) erschwert ist, waren diese Einzelkonstanten

fur die durch Triggerfaktor katalysierte Rduckfaltungsreaktion zuganglich (186). Die
ermittelten Werte Ky = 0.7 uM undke 1.3 = &) (186) verdeutlichen, daR die hohe
Katalyseeffizienz des Triggerfaktors wahrscheinlich aus der erhohten Affinitdt zum
Proteinsubstrat resultiert. Das scheint bei der Katalysecidéranslsomerisierung eines
Tetrapeptidsubstrat anders zu sein. Die enzymkinetischen ParaifaeteB76 UM kea: = 264

s1) der durch Triggerfaktor (bzw. der PPlase-aktiven Doméne) katalysieigen trans
Isomerisierung von Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA liegen dabei in der GroRenordnung der
Einzelkonstanten anderer PPlasen wie z.B. von hFKBR%2=(370 UM undksq = 267 Sl),

wenn das gleiche Substrat verwendet wurde (190). Dariber hinaus scheinen auch die
kinetischen Parameter der PPlase-katalysierteans [ cis Isomerisierung in
Tetrapeptidsubstraten in der gleichen GroéfRenordnung zu liegen, wie aus Untersuchungen zur
Katalyse von Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA durch hCyp18 unter reversiblen Bedingungen durch
NMR (226) oder durch Anwendung eines direkten, proteasefreien PPlase-Aktivitatstests
hervorgeht (176). Der so fur daansKonformer des Substrates Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA
mit 500 uM bestimmté&y-Wert ist dabei ca. um das 4-fache groR3er als der entsprechende
Wert fur dascis-Konformer (176). Die Bestimmung der kinetischen Parameter fiur die
Katalyse dertrans [0 cis Isomerisierung der Prolylbindung in Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA
durch Triggerfaktor im proteasefreien PPlase-Aktivitdtstest nach Janmvski (176) war
allerdings nicht mdglich, da die nicht erreichte Substratsattigung keine sichere Auswertung

der Daten zulie. Indirekt konnte aus diesen Daten abgeleitet werden, daR die
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Michaeliskonstante fur dastransKonformer von Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA im
Enzym/Substratkomplex um mindestens zwei GroRRenordnungen hoher ist als die des
Triggerfaktor/RCM-T1-Komplexes.

Aus mechanistischer Sicht und in Bezug auf die modulare Organisation des Triggerfaktors
erscheint interessant, ob an der Substratbindung neben der katalytisch aktiven Domé&ne auch
die terminalen Bereiche beteiligt sind. Dies ist fur die Katalyseidéranslsomerisierung in

einem Peptidsubstrat wahrscheinlich auszuschlieRen, da die PPlase-aktive Domane die
katalytische Effizienz und auch die Substratspezifitat des intakten Proteins erhalt. Im
Gegensatz dazu sind beide terminale Domanen des Triggerfaktors essentiell fur die
beobachtete hohe Katalyseeffizienz bei der Rickfaltung der RCM-T1 (186, 187). So ist die
PPlase-aktive Doméane (T¥#%%Y gegeniiber dem Proteinsubstrat nur noch schwach
katalytisch wirksam und ist hinsichtlich der Katalyseeffizienz (1.9 vergleichbar mit
Eindomé&nenproteinen wie z.B. dem hFKBP12 (12.2' 78 (186, 187). Fiir eine Beteiligung

der N- und C-terminalen Doméanen an der Substratbindung spricht auch die scheinbar
kompetitive Inhibition durch ein entfaltetes Proteinderivat wahrend der durch Triggerfaktor
katalysierten Ruckfaltung der RCM-T1, wobei die Dissoziationskonstante von 0.4 uM fir den
Enzym/Inhibitorkomplex in der Gré3enordnung #gsWertes liegt (186). Diese Inhibierung
konnte weder fur die Katalyse der Ruckfaltung durch die PPlase-Domane noch fur die
Triggerfaktor-katalysierte Isomerisierung in einem prolinhaltigen Tetrapeptid gefunden
werden (186). Der mogliche Bindungsbereich fur ein entfaltetes Protein im Triggerfaktor ist
dabei noch relativ unklar. Obwohl die N-terminale Doméane des Triggerfaktors fur die
Lokalisierung des Enzyms am Ribosom notwendig ist, scheint sie dabei gleichzeitig eine
Funktion in der Substratbindung zu besitzen, da das Triggerfaktorfragm&ht**fmicht
ausreicht, um die effektive Katalyse des vollstdndigen Proteins zu erhalten (187). Aus den
Untersuchungen zur funktionellen Komplementation mit den rekombinanten Einzeldoménen
geht klar hervor, dal das Vorhandensein aller Domanen des Triggerfaktors fur die hohe
Katalyseeffizienz gegeniuber der RCM-T1 notwendig ist, und darliber hinaus die richtige
Anordnung der Doméanen zueinander eine Rolle spielt (187).

Fur die Analyse der zellularen Funktion des Triggerfaktors als PPlase wére es sinnvoll, durch
genetische oder enzymologische Methoden die PPlase-Aktivitat zu regulieren. Da bisher kein
Inhibitor der enzymatischen Aktivitat bekannt ist, wurde versucht, durch ortsspezifische
Mutagenese PPlase-inaktive Varianten des Triggerfaktors zu erhalten. Die Substitution von

Phé® O Tyr in der Triggerfaktor-PPlase-Domane filhrte zu einer drastischen Reduzierung
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der PPlase-Aktivitat (ca. 1 % Restaktivitat) gegentber Tetrapeptidsubstraten und schien damit
einen geeigneten Kandidaten fur funktionelle Studien zu liefern. Die zunachst in einem
Proteinfaltungsexperimerh vitro ermittelte katalytische Potenz der konstruierten Variante

des vollstandigen Triggerfaktors mit RCM-T1 als Substrat war Uberraschend hoch, da im
Gegensatz zu den schlechten Katalyseeigenschaften gegeniber Peptidsubstraten eine relativ
hohe Restaktivitdt von ca. 30 % im Vergleich zum Wildtypenzym detektiert wurde. Es ist
denkbar, daf3 ein Beitrag zu dieser verbesserten Katalyse im Vergleich zum Peptidsubstrat aus
der eventuell unveranderten Bindung des Proteinsubstrates durch die zusatzlichen Kontakte
der N- und C-terminalen Domane resultiert. Da auf zellularer Ebene wahrscheinlich
Polypeptidketten als Substrate zu betrachten sind, ist die TriggerfaktSr*{yheVariante
aufgrund der relativ hohen Restaktivitat nicht geeignet fur entsprechende biologische
Untersuchungen. Ein ahnliches Verhalten von punktmutierten PPlase-Varianten bei der
Katalyse von Protein- bzw. Peptidsubstraten wurde fir FKBP12 und mitochondriales Cyp20
aus Hefe beschrieben (227, 228). Das Ausbleiben eines Effekts bei der Untersuchung von
PPlase-inaktiven Varianten dieser Hefe-Enzyimevivo veranlaldte die Autoren zu einer
Analyse der mutierten Proteinvariantan vitro. Dabei wurde fir alle FKBP12-Varianten
festgestellt, dal’ sie in proteaseunabhangigen Aktivitatstests gegenluber Tetrapeptidsubstraten
PPlase-Aktivitdt besitzen und gegeniber einem Proteinsubstrat nahezu wildtypahnliche
Katalyseeffizienz besitzen (228). In Ubereinstimmung mit der erhaltenévo Funktion und

analog zur entsprechenden Triggerfaktor (Pfigr)-Variante wurde fiir dieS. cerevisiae
FKBP12 (Ph&®Tyr)-Variante gezeigt, daR gegeniiber der RCM-T1 als Substrat noch 60 %
der Wildtypenzymaktivitat erhalten sind, wahrend gegentber Tetrapeptidsubstraten nur ca.
10 % Restaktivitat beobachtet wurden (228).

Die Identifizierung de&. coli Triggerfaktors als ribosomenassoziierte PPlase mit einer hohen
katalytischen Effizienz wéhrend dervitro Proteinfaltung 1&3t vermuten, dal3 auchvivo die
Proteinfaltung ein aktiv katalysierter Prozel ist. Fir bestimmte zellulare Proteinfaltungs-
vorgange konnte eine Beteiligung von PPlasen uberzeugend demonstriert werden. So kam es
durch fehlende PPlase-Aktivitdt zu Verzdgerungen von Proteinfaltungsprozessen bei der
Biogenese mitochondrialer Proteine und der Kollagentripelhelix im ER (130-132). Sowohl die
hohe Faltungseffizienin vitro (Ch. Scholz und F.X. Schmid, personliche Mitteilung) als auch

die Affinitdt zu E. coli Ribosomen (G. Stoller, unveroffentlicht) scheinen unter den
Triggerfaktoren verschiedener Organismen konserviert zu sein. Zumindest unterschieden sich

die dahingehend untersuchten Triggerfaktoren Mugenitaliumund B. subtilis nicht vom
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entsprechendel. coli Protein. Die Bedeutung von Triggerfaktor scheint auch hervorgehoben
zu werden durch das "Fehlen" anderer bekannter PPlagdnganitalium(223) sowie in

B. burgdorferi (222), deren Genome bereits sequenziert sind. Beim Vergleich der
Primarstrukturen der Triggerfaktoren fallen Bereiche relativ hoher Sequenzhomologie auf, die
neben Abschnitten der N-terminalen Doméne vor allem in der katalytischen Domaéane
lokalisiert sind (vgl. &B. 4-2). Das kdnnte auf die Bedeutung der PPlase-aktiven Doméane flr
eine mogliche zellulare Funktion hinweisen. Dagegen konnte allerdings der Fakt sprechen,
daf3 die Deletion detig-Gensunter Normalbedingungen keinen Effekt auf das Zellwachstum
bzw. Morphologie vonE. coli hat (T. Tradler, personliche Mitteilung). Es wird jedoch
diskutiert, dafd unter bestimmten Wachstumsbedingungen, vor allem bei tiefen Temperaturen
(4 °C), die Lebensfahigkeit dét. coli Zellen mit dem zellularen Gehalt des Triggerfaktors
korreliert und Triggerfaktor eine Rolle bei der Uberlebensfahigkeit der Bakterien unter diesen
Bedingungen spielt (82). Bisher bleibt unklar, ob bei normalen Wachstumsbedingungen von
E. coli auf die Funktion des Triggerfaktors verzichtet werden kann, oder ob die Funktion
durch andere Proteine ersetzt wird. Dafur kommen die weiterenEaduli PPlasen mit
etablierter PPlase-Aktivitat (113, 178, 179, 182, 198, 229) allerdings kaum in Frage, da flr die
70S Ribosomen der Triggerfaktor-defizienténcoli Zellen auch im proteasefreien PPlase-
Aktivitatstests keine PPlase-Aktivitat gegeniiber Tetrapeptidsubstraten im verwendeten
Konzentrationsbereich der Ribosomen (bis 250 nM) nachgewiesen werden konnte.

Das scheinbar ungestorte Zellwachstum Eoroli Zellen nach Entfernen einer PPlase wurde
nicht nur im Fall von Triggerfaktor beobachtet. So waEercoli Zellen auch nach der
Deletion desotA Gens (230), das fur periplasmatisches Cyp21 codiert, oddkhigé&ens

(231), das fur FKBP26 codiert, weiterhin unter normalen Wachstumsbedingungen
lebensfahig. Die Deletion des Gens eines anderen periplasmatischen Enzyms, des Parvulin-
homologen SurA, verursachte dagegen eine verdnderte Zusammensetzung der aul3eren
Membran, da der Gehalt von einigen integralen Membranproteinen reduziert war (229). Auf
molekularer Ebene wurde die Beteiligung von SurA an einem friihen Schritt der Reifung von
LamB, eines trimeren Membranporins, vorgeschlagen, da die Oligomerisierung zum Trimer in
Abwesenheit von SurA blockiert war, und es zu einer Akkumulation von ungefalteten
Monomeren kam. Wahrend das Parvulin-homologe Ptfl sogar essentiell fir das Wachstum
der Hefe ist (128, 129), war eine Hefemutante in Abwesenheit aller anderen PPlasen, d.h. der
acht Cyclophiline und der vier FKBP unter Optimalbedingungen noch lebensféahig (127). In

diesem Zusammenhang ist denkbar, dal3 moglicherweise neben den bekannten PPlase-Typen
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noch weitere existieren, die aufgrund fehlender Sequenzhomologie oder veranderter
Substratspezifitat, sowohl in Hinsicht auf die zum Prolinrest benachbarte Sequenz als auch die
Lange der Substratkette, bisher nicht als PPlasen identifiziert werden konnten. So wurde
bereits fur die Parvulin-homologen PPlasen, Pinl und Ptfl, eine hohe Spezifitat fur
phosphorylierte Aminoséureseitenketten von Threonin- und Serinresten in der N-terminal zum
Prolin liegenden Position identifiziert (124, 125). Auf der anderen Seite wird aus der um den
Faktor 200 erhohten katalytischen Effizienz WingenitaliumTriggerfaktor gegenuber einem
Proteinsubstrat im Vergleich zu einem Tetrapeptid (G. Stoller, unveroéffentlicht und H. Bang,
personliche Mitteilung) deutlich, dal? auch die Kettenlange des Substrates eine Rolle spielen
kann. AulRerdem ware denkbar, da’ es zellulare Faktoren fir eine Modulation der PPlase-
Aktivitat gibt, die nach der Isolation von Komponenten (wie z.B. Ribosomen) eventuell nicht
mehr vorhanden sind. Die diskutierte Regulation der PPlase-AktivitdE.dmsi SlyD durch

die reversible Bindung von Nilonen an die C-terminale Metallionenbindungsdoméane

koénnte ein Hinweis fur die Existenz solcher regulierter PPlasen sein (182).

4.4. Triggerfaktor als ein entfernt verwandtes FKBP

Die beobachtete enzymatische Aktivitat des Triggerfaktors bzw. seiner PPlase-aktiven
Doméane in Bezug auf dig#Position in einer Reihe prolinhaltiger Tetrapeptidderivate ahnelt
der fur FKBP gefundenen Substratspezifitat. So konnte eine Praferenz fur Aminoséurereste
mit hydrophoben Seitenketten in dieser Position festgestellt werden. Die fur Suc-Ala-Phe-Pro-
Phe-4-NA bestimmte Spezifitatskonstarkedy = 1.2 M ™s?) liegt in der GroRenordnung,

die fur die Katalyse von Suc-Ala-Leu-Pro-Phe-4-NA durch hFKBP12 beobachtet wurde.
Aufgrund der fehlenden Affinitdt zu FK506 konnte die katalytisch aktive Konzentration von
Triggerfaktor durch Titration des aktiven Zentrums nicht genau bestimmt werden. Die durch
mikromolare Konzentrationen an FK506 nicht beeinfluBbare PPlase-Aktivitat des
Triggerfaktors fuhrte zunachst zu der Annahme, Ba€oli Triggerfaktor den ersten Vertreter
einer differenten PPlase-Familie darstellt (173). Durch Hydrophobe-Cluster-Analyse wurde
jedoch ein interner hydrophober Bereich der Triggerfaktorsequenz vorhergesagt, welcher der
FK506-Bindungstasche der FKBP ahnelt (167). Der Sequenzbereich, der deckungsgleich mit
der durch limitierte Proteolyse erhaltenen PPlase-aktiven Domane des Triggerfaktors ist, zeigt
hinsichtlich der an der Ligandbindung beteiligten Aminoséaurereste eine gewisse Homologie
zu FKBP (vgl. /8B. 3-30) (78, 167).
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In der E. coli Triggerfaktorsequenz sind jedoch nur funf von 14 Aminosdureresten
konserviert, die innerhalb der FKBP-Familie hoch konserviert und hauptséachlich an der
Ausbildung der hydrophoben Bindungstasche des hFKBP12 beteiligt saed 441) (188,

232). Werden die PPlase-Domaéanen der Triggerfaktoren aus verschiedenen Organismen jedoch
untereinander verglichen, so ist ein erhohter Grad an Homologie zu verzeichnen (siehe
ABB. 3-30 und AB. 4-1). So zeigen die Sequenzen der PPlase-Domanen der Triggerfaktoren
aus B. subtilis und E. coli 50 % Identitat (&B. 4-1), wahrend sie mit der Sequenz des
hFKBP12 nur zu 20 % bzw. 25 % identisch sind (210, 233). Die Homologie der Sequenz der
E. coli Triggerfaktor-PPlase-Doméne erscheint auch im Vergleich zu den Sequenzen von
Vertretern prokaryotischer FKBP wie SlyD und FKBP16 nur relativ gering (21.3 bzw. 17.4 %
Identitat) (182, 233). Basierend auf diesen globalen Sequenzvergleichen laf3t sich folglich die
Zugehdrigkeit der Triggerfaktoren zur Familie der FKBP nicht eindeutig etablieren. Hinzu
kommt, dal3 die PPlase-Aktivitat des Triggerfaktors offenbar nicht durch FK506 inhibiert
wurde. Die zunachst im proteasegekoppelten PPlase-Aktivitatstest beobachtete, schwache
Inhibierung desB. subtilis Triggerfaktors durch FK506 (Kg = 500 nM) (210), konnte in
einem proteasefreien Aktivitatstest bis zu einer Konzentration von 23 pM FK506 nicht
reproduziert werden (G. Stoller, unveroffentlicht). Die im gleichen Aktivitatstest zwar
mefbare, jedoch nur schwache Kkatalytische Aktivitdt Blegenitalium Triggerfaktors
(kealK-Wert 6.5x 10* M's™) lieR sich ebenfalls nicht durch 23 pM FK506 inhibieren (G.
Stoller, unveroffentlicht). Andererseits wurde kirzlich fur zvizeicoli FKBP, SlyD und
FKBP16, gezeigt, dal} sie PPlase-Aktivitdt besitzen, die jedoch nicht durch 25 uM FK506
beeinflu3t wurde (182).

Fur die Untersuchung von maoglichen zellularen Funktionen der PPlasen ist die Anwendung
von enzymatisch inaktiven Proteinvarianten aufschluf3reich. Zur Erzeugung solcher
Enzymvarianten kommt neben der Methode der ortsspezifischen Mutagenese auch die
Inaktivierung durch die Inhibitoren in Betracht, die bereits z.B. durch Anwendung von CsA
fur die Beteiligung von Cyclophilinen an der zellularen Proteinfaltung erfolgreich
demonstriert wurde (130-132). Vor diesem Hintergrund und in Hinsicht auf die vermutete
funktionelle Verwandtschaft des Triggerfaktors zu FKBP wurde deshalb versucht, basierend
auf der Sequenzhomologie zum hFKBP12 enzymatisch inaktive bzw. FK506-inhibierbare
Proteinvarianten der PPlase-aktiven Domane des Triggerfaktors zu erzeugen.

Durch ortsspezifische Mutagenese waren im hFKBP12 bereits mehrere Aminosaurereste

bezuglich ihrer mdglichen Beteiligung am Katalysemechanismus sowie der FK506-Bindung



DISKUSSION 89

untersucht worden (189-193). Dabei wurde beobachtet, daf3 sowohl PPlase-Aktivitat als auch
Ligandbindung sich relativ resistent gegentber den entsprechenden Punktmutationen zeigten
(190). So wurde bisher auch keine enzymatisch inaktive Variante mit nachgewiesener
struktureller Integritat beobachtet.

Der Aminoséaurerest Adpdes hFKBP12 ist innerhalb der Familie der FKBP hoch konserviert
und wurde als wichtige Komponente fiir die Bindung von FK506 identifiziert (188, 191).
Dabei spricht die nur 10-fache Reduzierung der katalytischen Aktivitat durch Mutation von
Asp®’ O Val im hFKBP12 im Vergleich zu einer 600-fachen Verringerung der Affinitat zu
FK506 fur eine Entkopplung von Katalysemechanismus und Ligandbindung (191). Ein
Austausch des Asp-Restes kommt relativ selten in anderen FKBP-Sequenzen vor. Nur in den
Sequenzen der Triggerfaktors sowie der FKBP-Domaneoii FKBP52 aus Kaninchen,
Mensch bzw. Maus und irk. coli FKBP16 ist der Asp-Rest durch ein Glu-Rest an der
entsprechenden Position ersetzt (232). Bei der Suche nach moglichen Erklarungen fir die
fehlende FK506-Affinitat des Triggerfaktors wurde deshalb die Ersetzung vdfi® @luch

Asp (entspricht der Position 37 im hFKBP12) in Betracht gezogen. Die entsprechende
Mutation (GIu"Asp) in der Triggerfaktor-PPlase-Doméne bewirkte weder eine Anderung der
katalytischen Eigenschaften, noch konnte FK506-Bindung beobachtet werden. Allerdings
konnte bei Ersetzung von GIi gegen Val oder Lys ein Anstieg der katalytischen Effizienz

im Vergleich zum Wildtyp beobachtet werden. Das steht im Gegensatz zur Reduzierung der
katalytischen Aktivitat des Wildtyps auf 9 % bzw. 3-6 % im Fall der hFKBP123(Xsf)-
Variante (191) sowie der vergleichbaren hFKBP12 fAsqu)-Variante. Die fir FKBP
vorgeschlagene Beteiligung der Carboxylgruppe vom*Aam Katalysemechanismus (234)
scheint somit fur die katalytische Aktivitat der Triggerfaktor-PPlase-Domane entbehrlich zu
sein.

In der Kristallstruktur des hFKBP12/FK506-Komplexes ist eine enge Nachbarschaft der
aromatischen Aminosaurereste *fyPhé®, Trp>® und Ph&’ zu einer Region von FK506, die

den Pipecolinylring, die-Dicarbonyleinheit sowie den Hemiketalring enthélt, zu beobachten
(ABB. 4-4). Der Aminosaurerest Trscheint gleichermalen an der Ligandbindung und am
Katalysemechanismus beteiligt zu sein, da ein®Pyre Austausch im hFKBP12 eine
Reduzierung der PPlase-Aktivitat um 70 % und eine Verminderung der FK506-Affinitat um
80 % hervorruft (192). Alle bisher bekannten Triggerfaktorsequenzen enthalten an dieser
Position einen Phe-Rest (Bffein derE. coli Triggerfaktorsequenz). Das hat offensichtlich

fur die enzymatische Aktivitat des Triggerfaktors keine Folgen, da die im Standard-PPlase-
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Aktivitatstest gegeniiber Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA bestimmte katalytische Effizienz
(keadKm = 1.1 IM's™) mit der des hFKBP1&{/Ky = 0.8 IM™*s™) vergleichbar ist.

F
Trp59
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ABB. 4-4. Hydrophobe Bindungstasche des hFKBP12. Zur Vereinfachung sind nur die Aminosaurereste
dargestellt, die im Abstand < 4 A zum FK506 (alswde schwarze Linie dargestellt) Atome lokalisiert haben.
Als Quelle diente die in der Brookhaven Datenbank zugangliche Kristallstruktur des hFKBP12/FK506-
Komplexes (1FKF, 188)

Eine drastische Reduzierung der PPlase-Aktivitat bei gleichzeitig geringem Effekt auf die
FK506-Bindungsaffinitat wurde fiir die hFKBP12 (BHegr)-Variante beschrieben (235).
Dieser Phe-Rest (Position 177 irR&. coli Triggerfaktor) ist auch in den meisten
Triggerfaktoren konserviert. Ausnahmen bilden die Sequenzen der verwandten Eubakterien
M. genitalium, M. pneumoniaeund B. burgdorferi sowie Synechocystis sp.die an der
entsprechenden Position Leu bzw. lle enthalten (vgb.A-2). Fir die PH8Leu-Variante

des hFKBP12 wurde jedoch nur ein geringer Effekt auf die PPlase-Aktivitat beobachtet (190),
so dal3 sich die erwahnte geringe enzymatische Aktivita¥ldgenitaliumTriggerfaktors und

seiner PPlase-Doméne im Standard-PPlase-Aktivitatstest wahrscheinlich nicht durch die Phe
[0 Leu Substitution erklaren laf3t.

Die Kohlenstoffatome 3 und 4 des Pipecolinrings des FK506-Molekils stehen in enger
raumlicher Nachbarschaft (< 3.9 A) zum Trpm hFKBP12/FK506-Komplex. So ist es
vorstellbar, dal? ein Tr@gd Phe Austausch die Bindungsaffinitat zum Peptidomakrolid
schwachen kénnte. Die Mutation des *Prg His im hFKBP12 wirkte sich drastisch sowohl

auf die Bindungsaffinitat zu FK816, einem Strukturanalogon des FK506, als auch auf die
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PPlase-Aktivitat aus (192). Ebenso sind #ieWerte fiir die Trp°Ala- und Trp°Leu-
Varianten des hFKBP12 ca. 80-fach erhéht (190). Ein natlrlicherITiphe Ersatz liegt
bereits in der Sequenz des Rinder-FKBP12.6 vor. Die Phenylalaninseitenkette scheint jedoch
fur die Erhaltung der hydrophoben Kontakte zum FK506 ausreichend zu sein, da die
Bindungsaffinitdt des FKBP12.6 im Vergleich zum hFKBP12 nur wenig beeinfluf3t ist (236).
Ausgehend davon ist méglicherweise erklarbar, da auch nach Ersetzung ‘d&snRier
Triggerfaktor-PPlase-Doméane durch Trp keine kompetitive Inhibierung der PPlase-Aktivitat
durch FK506 meRbar war. Die Einfuhrung eines Histidins an dieser Position geht neben der
erhohten proteolytischen Sensitivitdt zusatzlich mit der nahezu vollstandigen enzymatischen
Inaktivitat des Proteins einher. Da demzufolge die strukturelle Integritat des aktiven Zentrums
wahrscheinlich nicht erhalten ist, konnen diese Daten nicht zur funktionellen
Charakterisierung des Triggerfaktors als FKBP dienen, und durch die hohe proteolytische
Sensitivitat konnen diese Proteinvarianten nicht fur biologische Untersuchungen verwendet
werden.

Zur hydrophoben Bindungstasche des hFKBP12 zahlt ebenso das hoch konserviérte Phe
dessen &EWasserstoffatom in enger Nachbarschaft zum C9-Carbonylsauerstoff (2.74 A) des
FK506-Molekils steht (188). Der vollige Verlust der Bindungsaffinitat fir FK506 sowie die
Inaktivitat im PPlase-Aktivitatstest durch den Phgr-Austausch im hFKBP12 (192)
konnten nicht bestétigt werden. Es wurde jedoch eine ca. 200-fache Reduzierung der Affinitat
zu FK506 festgestellt. Die PPlase-Aktivitat war gegenuber einer Reihe von
Tetrapeptidsubstraten unterschiedlich verandert, wobei mit Ausnahme des Glu-Restes in der
P:-Position des Substrates, eine Reduzierung der Kkatalytischen Effizienz mit einer
Restaktivitdt von ca. 5 % zu beobachten war. Betrachtet man die entsprechetitiyPhe
Variante der Triggerfaktor-PPlase-Domane, fallt die ebenfalls starke Reduktion der
enzymatischen Aktivitat auf. Im Gegensatz zur hFKBP12 S4¥kB-Variante wird auch die
katalytische Aktivitat gegentiber Aminosaureresten mit geladener Seitenkette im-der P
Position des Substrats drastisch verringert, so dafl} trotz hoher Enzymkonzentration im
MelRansatz keine PPlase-Aktivitdt nachweisbar war. Das spricht nicht gegen eine unveranderte
Substratspezifitat. Unter der Annahme, daf? das Verhaltnis der Spezifitatskonstanten fur die
einzelnen Substrate unverandert ist, ware theoretisck.&£Ky-Wert von ca. samIs?t fur

das Substrat Suc-Ala-Glu-Pro-Phe-4-NA zu erwarten. Der sich daraus ableitende Wert fur die
beobachtete Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung in Anwesenheit von 5 pM der

Enzymvariante ist mit dem verwendeten Aktivitatstest nicht mehr sicher bestimmbar. Auf der
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Grundlage der geringen Restaktivitat konnte diese Proteinvariante prinzipiell fir funktionelle
Untersuchungen des Triggerfaktors dienen. Wie bereits ausgefuhrt, ist die enzymatische
Aktivitat der entsprechenden Variante des vollstandigen Triggerfaktor$*{Pe bei der
Katalyse der Ruckfaltung eines Proteinsubstrates relativ hoch und damit ist diese
Proteinvariante ungeeignet fur die Untersuchung der Funktion in biologischen Systemen.
Zusammengefalit zeigen diese Daten, dald nur eine entfernte Verwandtschaft zwischen den
aktiven Zentren des Triggerfaktors und des FK506-hemmbaren hFKBP12 besteht.
Maglicherweise sind Triggerfaktoren eine spezialisierte Unterfamilie der FKBP. Daftr spricht

auch das bisher gefundene, auf prokaryotische Organismen begrenzte Vorkommen.
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5. Zusammenfassung

PPlasen sind in der Lage, diés/transisomerisierung von -Xaa-Pro-Peptidbindungen zu
katalysieren. Entsprechend ihrer spezifischen Funktion gibt es verschiedene Vertreter dieser
Enzymklasse in nahezu allen zellularen Kompartimenten. Die vorliegende Arbeit beschreibt
die Identifizierung desE. coli Triggerfaktors als ribosomenassoziierte PPlase. Diese
subzellulare Lokalisation ist bisher einzigartig unter den bekannten PPlasen und lai3t eine
Funktion als Katalysator der Proteinbiogenese vermuten. Die ribosomale Assoziation des
Triggerfaktors ist dabei nicht nur auf translatierende Ribosomen bzw. RNC beschrankt,
sondern kann auch mit isolierten 50S Untereinheiten bzw. reassoziierten 70S Ribosomen
beobachtet werden. Dabei scheint die Bindung von Triggerfaktor an die ribosomalen Partikel
einer 1:1 Stochiometrie zu folgen. Untersuchungen zur LiCl-vermittelten Dissoziation von
50S Untereinheiten sowie die fehlende PPlase-Aktivitat in Fraktionen der "tightly coupled"
Ribosomen eines Triggerfaktor-defizientek. coli Stammes lassen vermuten, daf3

Triggerfaktor die einzige PPlase am isolierercoli Ribosom ist.

Triggerfaktor konnte bis zur Homogenitat ads coli Zellen gereinigt werden. Die
katalytischen Eigenschaften des gereinigten authentischen und des rekombinanten Proteins
sind identisch und ahneln denen der FKBP. Im proteasegekoppelten PPlase-Aktivitatstest
wurde einksa/Kn-Wert von 1.2 M™*s* gegeniiber dem Substrat Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA
bestimmt. Die Bevorzugung von Aminosaureresten mit hydrophoben Seitenketten ia der P
Position der Substratkette ahnelt dem Substraterkennungsmuster von FKBP. Die PPlase-
Aktivitat des Triggerfaktors lief3 sich jedoch nicht durch mikromolare Konzentrationen von
FK506 oder CsA inhibieren. Im Gegensatz zum hFKBP12 ist die katalytische Effizienz des
Triggerfaktors in der durch Prolylisomerisierung limitierten Ruckfaltung der RCM-T1

auRergewohnlich hoch.

Triggerfaktor ist ein modulares Protein. Durch limitierte Proteolyse des Triggerfaktors konnte

*Y als PPlase-aktive Domane identifiziert werden.

der zentrale Sequenzbereich (KrgGlu
Diese Domane erhalt die katalytischen Eigenschaften des intakten Triggerfaktors gegeniber
Tetrapeptidsubstraten. Fur die hohe Effizienz bei der Katalyse der Proteinfaltung ist die
intakte Form des Triggerfaktors notwendig. Basierend auf den Ergebnissen der limitierten
Proteolyse erfolgte die Einteilung des Triggerfaktors in drei modulare Bereiche. Die

entsprechenden Proteinvarianten {8 TF2*% TE“%1 TE*%33 wyrden ausE. coli
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Uberexpressionskulturen bis zur Homogenitat gereinigt. Durch Anwendung dieser
Proteinvarianten in Ribosomenbindungsexperimenten konnte gezeigt werden, dal die
ribosomale Assoziation des Triggerfaktors durch die N-terminale Domang*frermittelt

wird.

Die Aminosauresequenz der PPlase-aktiven Doméne des Triggerfaktors teilt einen gewissen
Grad an Sequenzhomologie mit der PPlase-Familie der FKBP. In einer vergleichenden
Untersuchung wurden die durch ortsspezifische Mutagenese erzeugten Varianten der
Triggerfaktor-PPlase-Domane (Gftval, Glu'’®Asp, GIu"8ys, Phé%His, Phé%*Trp,
Phé*Tyr) und des hFKBP12 (AdfLeu und Ph&Tyr) hinsichtlich ihrer katalytischen
Eigenschaften im proteasegekoppelten Aktivitatstest untersucht. Der Einfluld der eingefihrten
Punktmutationen war auf die enzymatische Aktivitat beider Proteine z.T. unterschiedlich.
Wahrend die Entfernung der negativen Ladung an Position 37 durch einefnl Asgu
Austausch im hFKBP12 zur Reduzierung der PPlase-Aktivitat fuhrte, wurde durch einen
entsprechenden Austausch in der Triggerfaktor-PPlase-Doméant ®@luoder Lys) eine
Steigerung der katalytischen Effizienz gegeniuber Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-NA als Substrat
beobachtet. Die Einfiihrung eines FReTyr Austausches in der Position 99 im hFKBP12
bzw. in der Position 233 der Triggerfaktor-PPlase-Domane fihrte zwar zur starken
Reduzierung der katalytischen Aktivitat beider Proteinvarianten, jedoch blieb im Gegensatz
zum hFKBP12 die Substratspezifitat der Triggerfaktor-PPlase-Domane unverandert. Der Grad
der Verwandtschaft, die aufgrund von Sequenzanalysen zwischen beiden Enzymen postuliert
wurde, ist demzufolge relativ gering. Mdglicherweise bilden die neun bekannten und in ihrer
Sequenz konservierten Triggerfaktoren aus verschiedenen Eubakterien eine Unterfamilie der

FKBP, deren spezielle Lokalisation das Ribosom ist.
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