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Einleitung und Theorie

1 Einleitung und Theorie

1.1 Biologischer Hintergrund

1.1.1 Papillomaviren

Papillomaviren sind kleine unbehullte DNA-Viren, welche zur Familie der
Papillomaviridae gehoren und in zahlreichen Saugetierarten sowie in Vogeln und
Reptilien vorkommen. Dort infizieren sie Epithelzellen der Haut sowie verschiedener
Schleimhaute und sind fur die Entstehung unterschiedlicher, meist gutartiger,
dermaler Lasionen und Warzen verantwortlich. Einige Virentypen konnen jedoch
auch bosartige Veranderungen auslosen, wodurch krebsartige Geschwure
entstehen. Beispielsweise wird der Humane Papillomavirus Typ 16 mit der
Entstehung von Gebarmutterhalskrebs, welcher die zweithaufigste Krebsart bei
Frauen weltweit ist, in Zusammenhang gebracht (de Villiers, E.M. et al., 1987).
Neben den intensiv untersuchten Humanen Papillomaviren sind Rinder-
Papillomaviren die am besten untersuchten Vertreter dieser Virenfamilie und werden
oftmals als Modell zur Untersuchung der durch Papillomaviren vermittelten Zell-
Transformation benutzt.

Histopathologisch werden Papillomaviren in verschiedene Gruppen eingeteilt und
nach der fur Viren Ublichen, griechischen Nomenklatur bezeichnet, wobei die
Humanen Papillomaviren in die Gruppen Alpha, Beta und Gamma eingeordnet sind.
Die Rinder-Papillomaviren (BPV), welche in den Gruppen Delta, Xi und Epsilon
vorkommen, sind eine sehr heterogene Gruppe, in welcher bisher sechs
verschiedene Typen (BPV Typ | — VI) eingehend charakterisiert und 13 weitere
bekannt sind (de Villiers, E.M. et al, 2004; Ogawa, T. et al., 2004).
Deltapapillomaviren umfassen BPV Typ | und Il und infizieren die Epidermis und
darunter liegende Dermis, wodurch Fibropapillome entstehen, weswegen sie auch
als Fibropapillomaviren bezeichnet werden. Fibropapillome sind gutartige,
warzenahnliche Gebilde der Haut, welche einen hohen Anteil an Bindegewebe
enthalten und deren Oberflachen von Epithelzellen bekleidet sind. Xipapillomaviren
umfassen BPV Typ Ill, IV und VI und haben durch das Fehlen des E6 Onkoproteins
ein kleineres Genom als die anderen Gruppen. Diese Gruppe infiziert ausschliel3lich
die Epidermis und verursacht dort die Entstehung gutartiger Papillome. BPV Typ V
ist momentan das einzige Mitglied der Epsilonpapillomaviren, welche Eigenschaften

aus den beiden anderen Gruppen in sich vereinen (Bloch, N. et al., 1994). In Rindern
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verursachen die verschiedenen Papillomavirentypen Geschwilre auf der Haut, am
Euter, in der Harnblase und Verdauungstrakt sowie an den Genitalien.

Trotz Unterschiede in der Pathologie sowie der engen Wirtspezifitat zeichnen sich
die Viria der verschiedenen Papillomavirengruppen durch eine ahnliche Morphologie
und Struktur aus. Beispielsweise hat das Virion des Humanen Papillomavirus Typ 16,
welches mittels Elektronenmikroskopie untersucht worden ist, eine icosaeder-
ahnliche Struktur mit einem Durchmesser von 55 — 60 nm, aufgebaut aus den
grofRen und kleinen Capsidproteinen L1 und L2 (Modis, Y. et al., 2002). Pro Capsid
lagern sich hierbei 360 L1-Molekile und 12 L2-Molekile zusammen. Das Virus-
Capsid wird durch Disulfidbricken zwischen benachbarten L1-Molekilen
zusammengehalten, wobei angenommen wird, dass unter den reduzierenden
Bedingungen im Zellinneren nach der Infektion die Disulfidbricken aufbrechen,
wodurch das Virusgenom frei wird (Li, M. et al., 1998).

Von allen Papillomavirentypen wurde das Genom des BPV Typ | als erstes
sequenziert (Chen, E.Y. et al.,, 1982). Das Genom ist in einem doppelstrangigen,
zirkularen DNA-Molekdl mit ca. 8000 Nukleotiden verpackt und besteht aus
insgesamt acht Genen, hierunter sechs Virusproteine und zwei Strukturproteine. Die
Nukleotidsequenz kann in drei funktionelle Bereiche unterteilt werden (Abbildung 1-
1). In der ,long control region” (LCR) liegen die cis-regulatorischen DNA-Elemente,
welche fur die Replikation und Transkription der viralen DNA notwendig sind. Im
zweiten Bereich, welcher Uber 50% des gesamten Genoms ausmacht, liegen die so
genannten frihen Early (E)-Gene. Diese Gene (E1, E2, E4, E5, E6 und E7) werden
wahrend der fruhen Phase des viralen Lebenszyklus exprimiert und kodieren fur

Proteine involviert in Replikation, Transkription und Transformation.

BPV-1
Transformation Replication /Transcription Minor Capsid
/ \ Replication Transformation l Major Capsid
(£ j I j
B Y[ 12 T T ]

| I : El : | | |ET | | | LCR
| | | | | | | | 17.945 kb
0 1 2 3 4 5 6 7

Abbildung 1-1: Organisation des BPV Typ | Genoms.
Bildquelle: Campo, M.S., Bovine papillomavirus: old system, new lessons? in Papillomavirus research:

from natural history to vaccine and beyond, Kapitel 23, Abbildung 2.
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Im Bereich der spaten Late (L)-Gene liegen die Strukturgene L1 und L2, welche flr
die Capsidproteine kodieren (Doorbar, J., 2005). Eine vergleichbare Genomstruktur
wurde auch bei den anderen Papillomaviren gefunden.

Aufgrund medizinischer Interessen ist der Ablauf der Virusinfektion der Humanen
Papillomaviren besonders eingehend untersucht worden und kann weitgehend auch
auf andere Papillomavirentypen Ubertragen werden. Hierbei beginnt der virale
Lebenszyklus mit der Uber Clathrin-Vesikel vermittelten Infektion von epidermalen
Stammzellen in der Basalschicht von Epithelien (Day, P.M. et al., 2003). Nach dem
Zerfall der Virushulle innerhalb des Cytosols kommt es zum Transport des
Virusgenoms in den Zellkern, woflir das L2-Capsidprotein notwendig ist (Day, P.M. et
al., 2004). Mit Hilfe der Virenproteine E1 und E2 wird das Virusgenom im Zuge der
normalen zellularen DNA-Replikation wahrend der S-Phase des Zellzyklus repliziert
und in Form von Episomen an die sich teilenden Basalzellen weitergegeben. Auf
diese Weise beherbergt jede infizierte Zelle ca. 10 — 200 Kopien des Virusgenoms
(Ozbun, M.A. und Meyers, C., 1998; Wilson, V.G. et al., 2002). Das E2-Protein ist ein
DNA-Erkennungsprotein, welches an den Replikationsursprung bindet und dort mit
dem E1-Protein, welches eine DNA-Helikase ist, einen Initiationskomplex fur die
Replikation bildet. An diesen Initiationskomplex lagern sich dann die
Replikationsproteine der Zelle, wie beispielsweise die DNA-Polymerase a-Primase
an (Dell, G. et al., 2003; Masterson, P.J. et al., 1998). AuRerdem ist das E2-Protein
als Transkriptionsfaktor flr die Expression der anderen Gene in spateren Phasen
verantwortlich. Nicht infizierte Zellen verlassen nach der Teilung die Basalschicht und
wandern in weiter oben liegende Epithelschichten ein. Hierbei verandern die
Keratinozyten standig ihre Form bis sie sich schliellich zu den kern- und
organellenlosen, verhornten Korneozyten der obersten Hautschicht differenzieren. Im
Gegensatz hierzu unterdricken infizierte Zellen diese finale Differenzierung und
setzen den Zellzyklus fort (Sherman, L. et al., 1997). Hierbei manipulieren die Viren
den Zellzyklus der infizierten Zelle durch gezielte Wechselwirkung mit bestimmten
zellularen Proteinen. E6 und E7 interagieren mit verschiedenen Tumor-Suppressor-
Proteinen, welche den Zellzyklus repressiv regulieren. E6 inhibiert verschiedene
Vertreter aus der Retinoblastoma (pRb)-Familie, wahrend E7 p53 inaktiviert.
Hierdurch kommt es zum Verlust der Zellzyklus-Kontrolle und schlie3lich zur
unkontrollierten Proliferation. AufRerdem verhindert E6 den Zelltod der infizierten

Zelle durch Apoptose, welche normalerweise durch den unplanmaRigen Ablauf des
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Zellzyklus eingeleitet wird (Munger, K. et al., 2001; Doorbar, J., 2005). Entsprechend
werden beide Proteine als Haupt-Onkoproteine mit der Entstehung von Krebs in
Zusammenhang gebracht. Neben der Inaktivierung von p53 und pRb kommt es
auBerdem zur Stimulation des Zellzyklus, welche Uber den epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF)-Rezeptor vermittelt wird. Der EGF-Rezeptor kommt in
epidermalen Zellen vor und wird durch verschiedene Wachstumsfaktoren aus der
EGF-Familie aktiviert. Zu einem anhaltenden Proliferationssignal kommt es durch die
Wirkung des E5-Proteins, welches das ,Recycling” des EGF-Rezeptors erhdht, so
dass zwei- bis finfmal mehr Rezeptormolekile in der Membran vorkommen als in
nicht-infizierten Zellen (Straight, S.W. et al., 1993). Im Gegensatz zu den humanen
Papillomaviren aktiviert das ES5-Protein aus dem Rinder-Papillomavirus den
Blutplattchen-Wachstumsfaktor (PDGF)-3-Rezeptor, wodurch Zellteilung und
Wachstum stimuliert werden (Petti, L. et al., 1991; siehe Abschnitt 1.1.3). Im letzten
Schritt des Viruszyklus werden die replizierten Virengenome in neue Viruspartikel
verpackt. Hierzu akkumulieren sich L1- und L2-Molekule und bilden schlieRlich neue
Virushullen, in welche die Genomkopien eingelagert werden (Day, P.M. et al., 1998).
Mit Erreichen der oberste Epithelschichten geben die infizierten Zellen schlielilich die
neu gebildeten Viruspartikel frei, so dass der Zyklus erneut ablaufen kann. Hierbei
spielt wahrscheinlich das E4-Protein eine Rolle, welches das Keratin-Netzwerk der
Keratinozyten abbauen kann, so dass es zu Lucken in der obersten Hornschicht der
Haut kommt (Bryan, J.T. und Brown, D.R., 2000; Doorbar, J. et al., 1991).

Auch in vitro fuhrt die Infektion mit BPV zur morphologischen Transformation von
Fibroblastenzellen (Dvoretzky, |. et al., 1980). Zellkultur-Assays werden deshalb oft
als Modell benutzt, um die Auswirkung von E5 bzw. E5-Mutanten auf die

Transformationsfahigkeit und somit die biologische Aktivitat zu untersuchen.

1.1.2 Das E5-Onkoprotein aus dem Rinder-Papillomavirus Typ |

Das E5-Onkoprotein ist hauptverantwortlich fur die Transformationsaktivitat des
Rinder-Papillomavirus Typ | (Schiller, J.T. et al., 1986). Mit nur 44 Aminosauren ist
das E5-Protein eines der kleinsten transformierenden Onkoproteine Uberhaupt
(Burkhardt, A. et al., 1987). E5 interagiert hauptsachlich mit dem PDGF-3-Rezeptor,
welcher hierdurch konstitutiv aktiviert wird (Petti, L. et al., 1991; siehe auch Abschnitt
1.1.3). Weiterhin wechselwirkt E5 auch noch mit verschiedenen zellularen Proteinen,

hierunter mit dem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF)-Rezeptor und dem Kolonien
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stimulierenden Wachstumsfaktor (CSF)-1-Rezeptor (Martin, P. et al., 1989), einem a-
Adaptin-ahnlichen Protein (Cohen, P.D. et al., 1993), sowie der 16 kDa Untereinheit
der vakuolaren H*-ATPase (Goldstein, D.J. und Schlegel, R., 1990; Goldstein, D.J. et
al., 1991). Mittels Immunofluoreszenz-Mikroskopie konnte E5 hauptsachlich im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) und Golgi-Apparat sowie in geringem Malde
auch in der Plasmamembran nachgewiesen werden (Burkhardt, A. et al., 1989). Das
E5-Protein nimmt hierbei eine Typ Il Membranorientierung ein, so dass der C-
Terminus ins Lumen des ER und Golgi-Apparats zeigt. In diesen Organellen kommt
es auch zum Kontakt zwischen E5 und dem noch nicht prozessierten Vorlaufer des
PDGF-B-Rezeptors (Petti, L. et al., 1991). Tatsachlich scheint dieses
Vorlaufermolekul, welchem noch verschiedene post-translationale Modifikationen
fehlen, das eigentliche Hauptziel des E5-Proteins zu sein (Nilson, L.A. und DiMaio,
D., 1993).

Die Aminosauresequenz von E5 kann in zwei funktionelle Bereiche unterteilt werden.
Die Membran einfach durchspannende, N-terminale Transmembrandomane (TMD)
nimmt 2/3 des Proteins ein und besteht hauptsachlich aus hydrophoben
Aminosauren, wahrend die kleinere extrazellulare Domane am C-Terminus eher aus
hydrophilen Aminosauren besteht (Abbildung 1-2; Horwitz, B.H. et al.,, 1988). Die
meisten Aminosauren der TMD konnen durch andere ersetzt werden, so lange der
hydrophobe Charakter insgesamt erhalten bleibt (Horwitz, B.H. et al., 1988 und 1989;
Kulke, R. et al., 1992). Selbst das Anhangen zusatzlicher Aminosauresequenzen am
N-Terminus, wie beispielsweise eines Epitop-Tags fur die Antikdrperdetektion oder
eines zusatzlichen Dimerisierungsmotivs, beeinflussen nicht die Funktion von ES5.
(Goldstein, D.J. und Schlegel, R., 1990; Mattoon, D. et al., 2001). Von besonderer
Bedeutung ist hingegen Glutamin 17, die einzige polare Aminosaure der TMD,
welche an der Homodimerisierung von E5 und auch an der Komplexbildung mit dem
PDGF-B-Rezeptor Uber Wasserstoffbriicken beteiligt zu sein scheint (Kulke, R. et al.,
1992; Surti, T. et al., 1998). Entsprechend kann Glutamin 17 nur gegen andere
polare Aminosauren ausgetauscht werden, welche ebenfalls in der Lage sind
Wasserstoffbriicken auszubilden. Unter den 44 Aminosauren von E5 sind insgesamt
nur acht Aminosauren konserviert, hierunter Glutamin 17, sowie sieben der
C-terminalen Aminosauren, inklusive der beiden Cysteine an Position 37 und 39, von
denen angenommen wird, dass sie eine kovalente Homodimerisierung von ES

vermitteln (Abbildung 1-2; Horwitz, B.H. et al., 1988). Viele Hinweise deuten darauf
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hin, dass E5 nur als Homodimer mit dem PDGF-B-Rezeptor interagieren kann. Die
beiden Cysteine sowie Asparaginsaure 33 und Histidin 34 sind homolog zum
Wachstumsfaktor PDGF-B, weswegen angenommen wurde, dass die C-terminale

Domane als Ligand den Rezeptor aktiviert (Petti, L. et al., 1991).

1 10 20 30 40
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NH, MPNLWFLLFLGLVAAMQLLLLLFLLLFFLVYWDHFECSCTGLPF COOH

Abbildung 1-2: Aminosauresequenz des E5-Proteins. Fir den Bereich zwischen Phenylalanin 9 und
Histidin 34 (grau hinterlegt) wurde eine helikale Sekundarstruktur ermittelt (Oates, J. et al., 2008).
Zwischen Leucin 7 und Leucin 29 wird die Transmembrandomane mittels verschiedener Programme
(SOSUI, TMHMM) vorhergesagt (unterstrichen). Konservierte Aminosduren sind mit * markiert
(Horwitz, B.H. et al., 1988)

Strukturuntersuchungen mittels Infrarot (IR)- und Circulardichroismus (CD)-
Spektroskopie haben gezeigt, dass E5 eine helikale Sekundarstruktur und eine
transmembrane Orientierung hat (Surti, T. et al., 1998; Oates, J. et al., 2008). Mit
Molekuldynamik (MD)-Simulation konnten fur das E5-Dimer zwei verschiedene, aber
energetisch ahnliche Strukturen gefunden werden (Surti, T. et al., 1998). In diesen
bilden die beiden Untereinheiten des E5-Dimers eine parallele, linksgangige Coiled
Coil-Struktur aus (Abbildung 1-3 a). Hierbei kommt es zu hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten der Leucine, welche entlang des
Dimer-Interfaces verteilt vorkommen, so dass eine Leucin-Zipper ahnliche Struktur
entsteht (Abbildung 1-3 c). Hauptunterschied zwischen beiden Strukturen ist die
Lage der Seitenkette von Glutamin 17. In einer Struktur zeigt die Seitenkette weg
vom Dimer-Interface, wahrend in der zweiten Struktur (Cluster 2 in Surti, T. et al.)
diese Seitenkette am Dimer-Interface beteiligt ist. Hierbei bilden sich drei
interhelikale Wasserstoffbriicken aus, zwei zum Glutamin der jeweils anderen Helix
und eine zur Hauptkette von Alanin 14 (Abbildung 1-3 b). Anhand von biologischen
Tests konnte gezeigt werden, dass nur in dieser Anordnung der beiden Helices E5
biologisch aktiv ist, wahrend es bei allen anderen Anordnungen der beiden Helices
zueinander zum Funktionsverlust kommt (Mattoon, D. et al., 2001). Weiterhin konnte
auch gezeigt werden, dass eine E5-Mutante ohne Cysteine immerhin ca. 70 — 75%
Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp hat, wenn die Transmembrandomanen in dieser

Konfiguration zueinander angeordnet sind und die Dimerbildung durch ein anderes
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Dimerisierungsmotiv vermittelt wird. Neue Untersuchungen lassen vermuten, dass
die TMD von E5 alleine ausreichend fur eine nicht-kovalente Dimerisierung ist
(Oates, J. et al., 2008). Diese nicht-kovalenten Dimere, welche ausschliel3lich Uber
die hydrophoben Wechselwirkungen und interhelikalen Wasserstoffbricken im
Dimer-Interface stabilisiert werden, stellten sich sogar als aulierst temperaturstabil
und resistent gegenuber der denaturierenden Wirkung von SDS heraus. Die freie
Dissoziationsenergie der Homodimere hat in eine ahnliche GroRenordnung, wie sie
auch fur andere Transmembrandomanen mit starken  hydrophoben
Wechselwirkungen beobachtet worden sind. Beispielsweise dimerisiert die helikale
Transmembrandomane von Glycophorin A, ein Protein, welches in der Membran von
Erythrozyten = vorkommt, ebenfalls  ausschlieBlich  uUber nicht-kovalente
Wechselwirkungen (Furthmayr, H. und Marchesi, V.T., 1976).
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Abbildung 1-3: a) In E5S wird das Dimer-Interface durch hydrophobe Wechselwirkungen einer Leucin-
Zipper ahnlichen Struktur stabilisiert. b) Interhelikale Wasserstoffbriicken zwischen den Glutaminen 17
der benachbarten Helices sowie jeweils zu Alanin 14. c¢) Anordnung der Aminosauren im Bereich des
Dimer-Interfaces in einer Heptadstruktur. In dieser Anordnung liegen in Position a und d verschiedene
Leucine, sowie die an interhelikalen Wasserstoffbriicken beteiligten Aminosauren Alanin 14 und
Glutamin 17. Quelle: a) Abbildung 6 B aus Surti, T. et al., 1998. b) Abbildung 7 aus Surti, T. et al.,
1998. c) in Anlehnung an Abbildung 1 aus Mattoon, D. et al., 2001.
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1.1.3 Das E5-Protein und der PDGF-B-Rezeptor

Der ,platelet-derived growth factor” bzw. Blutplattchen-Wachstumsfaktor (PDGF)-3-
Rezeptor ist ein Zelloberflachenrezeptor aus der Familie der Rezeptor-
Tyrosinkinasen (RTK), zu welchen auch verschiedene andere Wachstumsfaktor-
Rezeptoren, wie beispielsweise der Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF)-Rezeptor,
der EGF- oder der PDGF-a-Rezeptor gehoren. Im Allgemeinen bestehen RTK aus
einer groflen extrazellularen Doméane, welche 1 — 7 Immunglobulin-ahnliche
Subdomanen hat und als Ligandenbindestelle wirkt, einer kurzen, die Membran
einfach ~ durchspannende  Transmembranhelix = sowie der cytosolischen
Proteinkinasedomane. Bei Bindung des Liganden kommt es zur Rezeptor-
Dimerisierung, wodurch die intrinsische Enzymaktivitat der Proteinkinasedomane
stark erhoht wird. Dies fuhrt zur gegenseitigen trans-Autophosphorylierung
bestimmter Tyrosinreste in den cytosolischen Domanen der Rezeptormolekile,
wodurch Bindestellen fir SH2-Domanen-haltige Signaltransduktionsmolekile
geschaffen werden, welche reversibel binden und das extrazellulare Signal Uber
nachgeschaltete Signalkaskaden in den Zellkern leiten. Dies fuhrt zur Expression
verschiedener Gene, wodurch es schlieRlich zur Anderung der physiologischen
Aktivitat kommt. Die durch RTK Ubertragenen Signale sind an zahlreichen zellularen
Prozessen, wie Zellzyklus, Wachstum und Differenzierung beteiligt (Fur eine
ausfiihrliche Beschreibung von RTK siehe beispielsweise Ubersichtsartikel von
Schlessinger, J., 2000 und Heldin, C-H., 1995).

Der naturliche Ligand des PDGF-B-Rezeptors ist der mitogene Wachstumsfaktor
PDGF, welcher in den vier verschiedenen Isoformen A bis D vorkommt. PDGF spielt
bei der Embryogenese, Zellproliferation und -migration, Wundheilung und
Angiogenese eine wichtige Rolle (Heldin, C.-H. und Westermark, B., 1999). Jeweils
zwei Isoformen bilden ein Disulfid-verbriicktes Homo- oder Heterodimer, wobei der
PDGF-B-Rezeptor nur durch das BB-Homodimer aktiviert werden kann (Heldin, C-H.
et al., 1989). Die Bindung von PDGF-BB an die extrazellulare Domane fuhrt zur
Dimerisierung zweier Rezeptormolekile, wechselseitiger Phosphorylierung und
Aktivierung intrazellularer Signalkaskaden, wie beispielsweise dem Phosphoinositid
(PI)-3-Kinaseweg (Heldin, C.-H. und Westermark, B., 1999).

Das E5-Protein kann mit dem Rezeptor ebenfalls einen konstitutiv aktiven Komplex
bilden, wodurch es zur viralen Transformation der infizierten Zellen kommt (Petti, L.
et al.,, 1991; Nilson, L.A. und DiMaio, D., 1993; Petti, L. und DiMaio, D., 1994; Lai,
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C.C. et al, 2000). Anhand von Rezeptor-Deletionsmutanten, welchen die
extrazellularen Ligandenbindestellen fehlten, konnte gezeigt werden, dass E5 den
PDGF-B-Rezeptor unabhangig vom naturlichen Liganden binden und aktivieren kann
(Cohen, B.D. et al., 1993). Hierbei wird angenommen, dass das E5-Dimer als eine
Art molekulares Gerust wirkt, welches zwei Rezeptormolekile durch direkte
Interaktion in raumliche Nahe zueinander bringt, so dass es zur wechselseitigen
Phosphorylierung der cytosolischen Domanen des Rezeptors und Aktivierung der
Signaltransduktion kommt (Surti, T. et al., 1998). Der E5-Rezeptor-Komplex wird
durch zwei spezifische Wechselwirkungen stabilisiert: 1) elektrostatische Anziehung
zwischen den verschieden geladenen Aminosauren Asparaginsaure 33 von E5 und
Lysin 499 im Juxtamembranbereich des Rezeptors und 2) durch eine
Wasserstoffbricke zwischen Glutamin 17 von E5 und Threonin 513 in der
Transmembrandoméane des Rezeptors (Abbildung 1-4; Klein, O. et al., 1999; Nappi,
V.M. et al., 2002 a und b). Aufgrund dieser spezifischen Interaktionen kann E5 nur
den PDGF-B-Rezeptor aktivieren, wahrend der verwandte PDGF-a-Rezeptor durch
das Fehlen der entsprechenden Aminosauren nicht gebunden werden kann (Petti, L.
und DiMaio, D., 1994; Goldstein, D.J. et al., 1994). Entsprechend kann E5 bei
Mutationen von Glutamin 17 und Asparaginsaure 33 bzw. Cystein 37 und 39 nicht
den Rezeptor binden und aktivieren, wobei im Falle der beiden Cysteine die fehlende
Dimerisierung der ausschlaggebende Punkt ist (Meyer, A.N., 1994; Klein, O. et al.,
1999). Ebenfalls kann auch keine Interaktion zwischen E5 und dem Rezeptor
erfolgen, wenn Lysin 499 und Threonin 513 im Rezeptor mutiert sind (Petti, L.M. et
al., 1997). Da das Glutamin und die Asparaginsaure aufgrund der helikalen
Sekundarstruktur von E5 auf verschiedenen Helixseiten liegen, kdnnen die oben
beschrieben interhelikalen Wechselwirkungen sich nicht gleichzeitig zum selben
Rezeptormoleklil ausbilden. Stattdessen kommt es zur elektrostatischen
Wechselwirkung zwischen der Asparaginsaure von E5 und dem Lysin eines
Rezeptormolekuls, wahrend sich gleichzeitig die Wasserstoffbriicke zwischen dem
Glutamin und dem Threonin des anderen Rezeptormolekils ausbildet (Abbildung 1-
4; Surti, T. et al., 1998). Diese angenommene trans-Geometrie erklart auch, warum

E5 nur als Dimer den Rezeptor aktivieren kann.
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Abbildung 1-4: Die Komplexbildung zwischen E5 und dem PDGF-B-Rezeptor wird Uber spezifische
Wechselwirkungen in Bereich der Transmembrandomanen und benachbarten Juxtamembran-
Bereichen vermittelt. Hierbei interagiert Glutamin 17 von E5 mit Threonin 513 eines
Rezeptormolekiils, wahrend sich gleichzeitig eine elektrostatische Wechselwirkung zwischen
Asparaginsaure 33 und Lysin 499 des anderen Rezeptormolekiils ausbildet.

Quelle: Abbildung 5 aus Mini-Review Talbert-Slagle, K. und DiMaio, D., 2008.

1.2 Strukturaufklarung von Membranproteinen

Schatzungsweise 20 — 30% der ca. 25000 Gene des Menschen kodieren fur
Membranproteine (Wallin, E. und von Heijne, G., 1998). Membranproteine nehmen
zahlreiche wichtige Funktionen in der Zelle ein. Als Transporter und Kanalproteine
regeln sie den Stoffaustausch zwischen dem Zellinneren und der Umgebung. Uber
Oberflachen-Rezeptoren, wie beispielsweise den oben erwahnten PDGF-3-Rezeptor,
werden extrazellulare Signale erkannt und ins Zellinnere geleitet, wodurch dann
bestimmte biologische Prozesse, wie Wachstum und Differenzierung, stimuliert
werden. Hieran beteiligt sind oftmals membrangebundene Enzyme, welche durch
das extrazellulare Signal ihre enzymatische Aktivitat entfalten und auf diese Weise
eine intrazellulare Signalkaskade aktivieren. Neben den regulatorischen und
enzymatischen Funktionen haben Membranproteine auch wichtige strukturelle

Aufgaben bei der Verankerung des Cytoskeletts und der extrazellularen Matrix sowie
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bei Zell-Zellkontakten. Angesichts der spezifischen Erkennung und Wechselwirkung
mit anderen Molekulen hangt die Funktion eines Proteins malfigeblich von seiner
dreidimensionalen Struktur ab. Diese genau festgelegte Struktur, welche durch die
raumliche Anordnung der Aminosaurekette zustande kommt, ist die Voraussetzung
daflir, dass ein Protein seine hochspezialisierte Aufgabe im Organismus ausflihren
kann. Umgekehrt lassen sich haufig Ruckschlusse auf die Funktion eines Proteins
ziehen, wenn man seine raumliche Struktur kennt.

Trotz ihrer Bedeutung in zahlreichen Prozessen der Zelle konnte bislang nur von
wenigen Membranproteinen die Struktur aufgeklart werden, wahrend die Anzahl der
bekannten Strukturen lI6slicher Proteine rasant anwachst. Unter den aktuell ca.
53000 bekannten Proteinstrukturen, welche in der Protein Data Bank (PDB,
http://www.rcsb.org) erfasst sind, befinden sich nur knapp 200 Membranproteine
(aktueller Stand: http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane_Proteins_xtal.html). Grund
fur die Diskrepanz zwischen der Anzahl der aufgeklarten Strukturen von lI6slichen
Proteinen und Membranproteinen ist die vergleichsweise aufwendige Handhabung
von Membranproteinen. Generell sind hydrophobe Membranproteine unléslich in
Wasser, weshalb sie ihre native Struktur verlieren und zur unspezifischen
Aggregation neigen, sobald sie aus ihrer naturlichen Membranumgebung entfernt
werden. Beides erschwert ihre Untersuchung mit den bisher gebrauchlichen
strukturbiologischen Methoden, hierunter vor allem die Ro&ntgenbeugungs-
Kristallstrukturanalyse, welche die Methode der Wahl bei der Strukturaufklarung von
organischen und bioorganischen Molekilen im Allgemeinen ist. Fur die
Strukturaufklarung mittels Rontgenbeugung werden Einkristalle bendtigt. Die
Herstellung dieser Kristalle ist nicht immer einfach und erfolgt oftmals empirisch.
Besonders Membranproteine kénnen aufgrund ihrer Hydrophobizitat oftmals gar
nicht kristallisiert werden.

Die hochauflosende Kernspinmagnetresonanz (NMR)-Spektroskopie stellt eine
Alternative dar, welche diese Lucke schlie3en kann. Die Untersuchung von Proteinen
mittels NMR ist im Vergleich zur Kristallstrukturanalyse zwar analytisch aufwendiger,
hat aber den Vorteil die Strukturen unter mehr physiologischen Bedingungen
untersuchen zu konnen. Daher sollten die ermittelten Strukturen den naturlichen
Zustanden in der Zelle eher entsprechen als im Kristall, wo sich immer die Frage
nach der Relevanz der Kristallstruktur als Grundlage fur das Verstandnis im nativen

Zustand stellt. Weiterhin ist die NMR eine Methode, welche Untersuchungen der
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Dynamik von Molekulen sowie molekularer Wechselwirkungen von Protein-Ligand-
Komplexen erlaubt. Deren Aufklarung ist unerlasslich fur das Verstandnis der
molekularen Ablaufe verschiedener biologischer Prozesse. Besonders fur kleine
membranstandige Proteine und Peptide ist NMR geeignet, da hierbei die Struktur in
membranimitierenden Umgebungen untersucht werden kann.

Fur die Strukturaufklarung mittels Flussigkeits-NMR werden die Membranproteine in
organischen Losungsmitteln, Detergenzmizellen oder anderen membranahnlichen
Umgebungen rekonstituiert und mittels mehrdimensionaler Experimente untersucht.
Die Strukturen kleiner Molekiile kénnen oftmals durch homonukleare 'H-Messungen
der Protonen-Protonen-Abstande bestimmt werden. Bei Proteinen tber 10 kDa reicht
dies aber alleine nicht mehr aus, weswegen uniforme Isotopenmarkierungen (*°N,
13C) und mehrdimensionale NMR-Experimente notwendig sind. Das Basisexperiment
der Proteinstrukturaufklarung mit Flussigkeits-NMR ist das heteronukleare HSQC-
Experiment, welches als ,Fingerabdruck“-Spektrum charakteristisch fur jedes Protein
ist (siehe auch Abschnitt 1.3.4). Anhand der Dispersion der "N, 'H- bzw. *C, "H-
Korrelationen kann abgeschatzt werden, ob ein Protein gefaltet ist. Aufgrund der
hohen Sensitivitdt des HSQC-Experiments kénnen auch kleinste Anderungen in der
Struktur, z.B. durch Ligandenbindung oder Umfaltungen, anhand der Veranderungen
der chemischen Verschiebungen untersucht werden. Im Zusammenspiel mit
homonuklearen TOCSY-Experimenten koénnen die vicinalen und geminalen
J-Kopplungen aller verbundenen Protonen eines Spinsytems und somit die
verschiedenen Aminosauren zugeordnet werden. Die J-Kopplungen hangen
aulderdem auch wesentlich von den Bindungslangen, Bindungs- und Torsionswinkeln
ab. Die Spinsysteme werden spater Uber NOESY-Spektren miteinander verbunden,
so dass miteinander verbundene Aminosauren identifiziert werden kdnnen. Weiterhin
konnen mit Hilfe des NOESY-Experiments Korrelationen tber den Kern-Overhauser-
Effekt (NOE) detektiert werden, so dass Abstande raumlich benachbarte Kerne
(< 5A\) erfasst werden konnen. Diese Informationen kdnnen dann genutzt werden um
den moglichen Konformationsraum eines Proteins einzuschranken.

Die Struktur von membranstandigen Proteinen wird vor allem mit Hilfe der
Festkorper-NMR untersucht, sobald erste Strukturmodelle uUber Flussigkeits-NMR
erhalten wurden. Um die Lage der Proteine in ihren Membranumgebungen zu
bestimmen werden uniaxial orientierte Proben in Lipiddoppelschichten oder Lipid-

Detergenz-Bizellen verwendet, wodurch eine Richtungsabhangigkeit der NMR-
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MessgrofRen erzeugt wird. Wahrend in FlUssigkeiten die chemische Verschiebung
isotrop ausgemittelt wird, hangt im Festkorper die chemische Verschiebung stark von
der Anisotropie ab. Die fehlende Ausmittlung der Anisotropie fuhrt aber zu einer
starken Linienverbreiterung, so dass es zu Uberlappung der Signale kommt.
Deswegen werden in Festkorper-Experimenten meist nur einzelne oder wenige
Kerne betrachtet, wofiir selektive Isotopenmarkierungen (z.B. ?H, "*C, "°F) notwendig
sind. Neben der Strukturaufklarung kann die Festkorper-NMR auch zu Identifikation
von Kontakten durch Abstandsmessungen genutzt werden. Weiterhin ist es mdglich
die Orientierung eines helikalen Segments relativ zur Membran durch Bestimmung
des Neigungs- und Azimuthwinkels zu bestimmen. Hierzu wird oftmals das '°N-
PISEMA-Experiment verwendet, in welchem anhand von Spin-Wechselwirkungen
(N chemische Verschiebungsanisotropie, '°N-'H-Dipolkopplungen) Informationen
uber die Orientierung von Proteinen in der Membran erhalten werden kdnnen
(Opella, S.J. und Marassi, F.M., 2004).

Eine weitere spektroskopische Methode, welche die Untersuchung von
Membranproteinen in natirlichen Umgebungen erlaubt, ist die Circulardichroismus
(CD)-Spektroskopie (siehe Abschnitt 1.3.1). Im Gegensatz zur Kristallstrukturanalyse
oder NMR kann die CD-Spektroskopie aber keine molekularen Details auflésen. Die
Starke der CD-Spektroskopie liegt in der relativ schnellen und einfachen Anwendung,
welche vor allem bei der systematischen Untersuchung von Biomolekulen,
insbesondere von Proteinen und Nukleinsauren, genutzt wird. Mit Hilfe der CD-
Spektroskopie koénnen Informationen Uber die prozentuale Sekundarstruktur-
Zusammensetzung von Proteinen in natirlichen Umgebungen gewonnen werden,
ohne die Probe durch die Messung zu verandern. Die CD-Spektroskopie kann auch
genutzt werden um anhand von Konformationsanderungen Protein-Ligand-
Wechselwirkungen, Faltungsvorgange und Denaturierung von Proteinen zu
untersuchen. In  Kombination mit anderen Untersuchungsmethoden wie
beispielsweise funktionellen Tests oder der Fluoreszenz- und Infrarotspektroskopie
kann die CD-Spektroskopie helfen verschiedene Fragestellungen hinsichtlich der
Abhangigkeit von Struktur und Funktion zu beantworten. Im Zusammenspiel mit der
NMR-Spektroskopie wird die CD-Spektroskopie haufig vorab als Screening-Methode
angewendet, um die korrekte Faltung der Proteine und erfolgreiche Rekonstitution in
Lipiden und Detergenzien zu uberprifen. Auch fir das Auffinden idealer

Rekonstitutionsbedingungen, wie z.B. des optimalen pH-Werts, Salzgehalts, Peptid
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zu Lipid-Verhaltnisses, Temperatur, Beschaffenheit der Umgebung und anderer
EinflussgroRen, kann CD wertvolle Informationen liefern, welche schlieRlich flur
hochaufgeloste und Festkorper-NMR-Messungen genutzt werden konnen. Eine
neuere Anwendung der CD-Spektroskopie ist die Orientierte CD-Spektroskopie,
welche besonders flir Membranproteine geeignet ist. Hierbei wird der Umstand
genutzt, dass Lipide auf Tragermaterialien orientiert und die darin eingebetteten
Proteine bezlglich ihrer Ausrichtung untersucht werden kénnen (siehe Abschnitt
1.3.2).

1.3 Theoretischer Hintergrund von CD und NMR

1.3.1 Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie

CD-Spektroskopie nutzt linear polarisiertes Licht, welches durch Uberlagerung
zweier gegenlaufiger, zirkular polarisierter Strahlen gleicher Frequenz und Phase
entsteht. Beim Durchgang durch chirale Substanzen wirken auf linear polarisiertes
Licht zwei verschiedene physikalische Phanomene. Durch die optische Aktivitat
dieser Substanzen kommt es zur Drehung der optischen Achse, worauf die Optische
Rotationsdispersion (ORD) beruht. Circulardichroismus hingegen basiert auf der
unterschiedlichen Absorption der links (E ) bzw. rechts zirkular polarisierten
Komponente (ERr) des linear polarisierten Lichts (Abbildung 1-5). Durch Uberlagerung
der unterschiedlich absorbierten links bzw. rechts zirkular polarisierten Komponenten
wird das Licht durch die Probe elliptisch polarisiert. Positive CD-Signale entstehen,
wenn die links polarisierte Komponente starker absorbiert wird, negative Signale
entsprechend, wenn die rechts polarisierte Komponente starker absorbiert wird. Die
MessgrofRe der CD-Spektroskopie ist die Absorptionsdifferenz aus links und rechts
zirkular polarisierten Licht (Winter, R. und Noll, F., 1998).

Abbildung 1-5: Beim Durchtritt durch chirale
Substanzen, wie beispielsweise Proteine,
kommt es zur unterschiedlichen Absorption
der links (E.) bzw. rechts (Egr) zirkular
polarisierten Komponenten des linear

polarisierten  Lichts, wodurch elliptisch

e polarisiertes Licht entsteht.

i - Quelle: Abbildungen modifiziert Gbernommen
inear elliptisch
polarisiert polarisiert aus Kelly, S.M. et al., 2005, Abbildung 1 A.
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Um das CD-Signal einer chiralen Probe messen zu kdnnen, ist es notwendig, dass
sich ein Chromophor in der Nahe des Chiralitatszentrums befindet, was bei Proteinen
durch die Peptidbindungen des Proteinrickgrats gegeben ist. Die CD-Messung
erfolgt im Wellenlangenbereich zwischen 180 nm und 300 nm, wo charakteristische
Absorptionsbanden der verschiedenen Sekundarstrukturelemente sowie in geringem
Male auch der Disulfidbrucken (um ca. 240 nm) auftreten. Im so genannten Fern-
UV-Bereich zwischen 180 bis 260 nm werden die Bindungselektronen der
Peptidbindungen angeregt, so dass es zu n-n* bzw. n-n*-Ubergadngen kommit,
wodurch spezifische CD-Spektren fur die verschiedenen Proteinsekundarstrukturen
erzeugt werden. Beispielsweise kommt es durch Anregung der nicht-bindenden -
Elektronen des Peptidchromophors sowie der ungepaarten Elektronen des
Sauerstoffs jeweils in anti-bindende n-Orbitale (n*) zu den intensiven CD-Banden bei
193 nm und 222 nm, welche charakteristisch fur eine a-helikale Sekundarstruktur
sind (Abbildung 1-6). Zusatzlich kdnnen im Nah-UV-Bereich zwischen 260 — 320 nm
Informationen uber die Tertiarstruktur gewonnen werden. Hier absorbieren die
aromatischen Aminosauren Phenylalanin (250 — 260 nm), Tyrosin (275 — 285 nm)
und Tryptophan (280 — 305 nm).

N |
i c—0 Tt
4 !/l U
y| P | A na* U
~193 nm ~222 nm T -c-" n
hf/ -\..-"I
n
[ .
TE‘.’:-
”F

Abbildung 1-6: Darstellung der elektronischen Ubergange der Peptidbindung und des ungepaarten
Elektronenpaars. Die gezeigten Orbitale entsprechen bindenden (x,), nicht-bindenden () und anti-
bindenden (n*) Molekilorbitalen sowie dem ungepaarten Elektronenpaar des Sauerstoffs (n und n”).
Quelle: Abbildung 2 aus Bulheller, B.M. et al., 2007.
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Um die fraktionalen Anteile der verschiedenen Sekundarstrukturelemente in einem
Protein zu erhalten, muss das gemessene CD-Spektrum dekonvolutiert werden. Ein
CD-Spektrum sollte idealerweise eine Linearkombination von Spektren der reinen
Sekundarstrukturen sein, die entsprechend ihres Anteils an der Proteinstruktur
gewichtet sind (Abbildung 1-7). Hierzu wurden verschiedene rechnerische Methoden
entwickelt, die sich vor allem in den verwendeten Basisspektren unterscheiden.
Beispielsweise wurden anfangs als Basissatz die CD-Spektren synthetischer Homo-
Polypeptide, welche nur eine bestimmte Konformation einnehmen, genutzt. In der
Praxis zeigte sich aber, dass diese Basisspektren nur begrenzt verwendet werden
kénnen, da insbesondere die Spektren von a-Helices sehr stark von der Lange der
Helix abhangen und fur =n-Helix, B-Faltblatt und -turn, sowie fur unstrukturierte
Elemente, keine geeigneten Polypeptidemodelle existieren. Neuere Methoden

hingegen basieren auf der Verwendung eines Satzes von nativen
Vergleichsproteinen, deren Sekundarstrukturen durch Rontgenstrukturanalysen und
NMR-Untersuchungen ermittelt wurden und genau bekannt sind. Durch Messung der

entsprechenden CD-Referenzspektren lassen sich die Basisspektren fur die
verschiedenen Sekundarstrukturelemente mittels mathematischer Algorithmen
berechnen. Aufgrund der fehlenden atomaren Auflosung ist es im Gegensatz zu
NMR

Réntgenbeugung, aber nicht moéglich die ermittelten Sekundarstrukturelemente zu

anderen, hochauflésenden  Methoden, wie beispielsweise oder

bestimmten Bereichen oder Aminosauren des Proteins zuzuordnen. Somit konnen

nur globale Aussagen uber die Sekundarstrukturanteile getroffen werden.
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Abbildung 1-7: Berechnete CD-Basisspekiren der reinen Proteinsekundarstrukturen.
Quelle: Abbildung modifiziert tbernommen aus Kelly, S.M et al., 2005, Abbildung 3
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1.3.2 Orientierte CD-Spektroskopie (OCD)

Basierend auf der CD-Spektroskopie kann die Orientierte CD (OCD)-Spektroskopie
genutzt werden, um die Ausrichtung helikaler Polypeptide in orientierten Membranen
zu bestimmen (Wu, Y. et al.,, 1990). Hierbei kommt es in Abhangigkeit der
Orientierung zur Wechselwirkung zwischen den Ubergangsdipolmomenten der
Peptidbindungen und dem zirkular polarisierten Licht. Bei den entsprechenden n-m*-
Ubergéangen kommt es zu einer dreifachen Aufspaltung der Energieniveaus, wobei
jedem Ubergang ein bestimmtes Ubergangsdipolmoment zugeordnet werden kann.
Einer der Ubergange liegt parallel zur Helixachse, wahrend die anderen beiden
Ubergénge senkrecht dazu liegen.

Liegt das zu untersuchende a-helikale Protein parallel zur Membranoberflache, und
somit senkrecht zum einfallenden Licht, kommt es zu einer starken Wechselwirkung
zwischen dem ersten n-n*-Ubergang und dem elektrischen Feld des Lichts, so dass
eine negative Bande bei ca. 207 nm entsteht (Abbildung 1-8). Die anderen beiden n-
n*-Ubergénge kénnen nicht unterschieden werden und bilden eine positive Bande
um ca. 190 nm. Weiterhin kommt es bei der parallelen Orientierung durch die n-m*-

Ubergéange noch zu einer negativen Bande bei 222 nm.
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Abbildung 1-8: Darstellung der OCD Spektren von helikalen Membranproteinen mit transmembraner,
schrager und parallel zur Membranoberflache verlaufender Orientierung. Die Intensitat der CD-
Banden bei ca. 207 nm (blauer Kasten) kann als ,Fingerabdruck® fur die Orientierung der helikalen
Proteine genutzt werden. Je nach Orientierung kommt es zur Wechselwirkung zwischen dem
Ubergangsdipolmoment (D) des helikalen Proteins und dem elektrischen Feldvektor (E) des Lichts.
(nach Chen, F.-Y. et al., 2002).
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Je starker die Orientierung des Moleklls von der parallel zur Membranoberflache
verlaufenden Ausrichtung abweicht, desto geringer werden die beschriebenen
Wechselwirkungen, wodurch die Intensitat der negativen Bande bei 207 nm
abnimmt, bis bei einer vollkommen senkrechten Orientierung diese nicht mehr
vorhanden sind. Somit kann leicht anhand der ,Fingerabdruck-Region um ca.
207 nm die Orientierung eines a-helikalen Proteins in orientierten Lipidmembranen
abgelesen werden.

Die quantitative Auswertung der OCD-Spektren erfolgt entsprechend der CD-
Spektroskopie anhand von Referenzproteinen mit bekannter Orientierung. Die OCD-
Spektroskopie liefert hierbei die gemittelte Summe aus allen vorhandenen
Orientierungen einer Probe, weswegen zwischen gleichzeitig auftretenden

verschiedenen Orientierungen nicht unterschieden werden kann.

1.3.3 Kernspinmagnetresonanz (NMR)-Spektroskopie

Die Kernspinmagnetresonanz-Spektroskopie basiert darauf, dass Atomkerne in
Abhangigkeit ihrer Ladung und Masse einen bestimmten Eigendrehimpuls haben
(Evans, J.N.S., Biomolecular NMR Spectroscopy, 1995; Friebolin, H., Ein- und
zweidimensionale NMR-Spektroskopie, 1999). In der klassischen Vorstellungsweise
besitzt der Atomkern einen Kernspin |, welcher als gequantelte Gré3e nur bestimmte
Werte einnehmen kann. Hierbei wird ein magnetisches Moment u erzeugt, welches

vom Drehimpuls p abhangt:

U=7*p bzw. u =y *NI(1+1) * h

Hierbei ist y das gyromagnetische Verhaltnis, welches fur jeden Kern einen
spezifischen Wert aufweist und h ist das Plancksche Wirkungsquantum. Je grol3er
der Wert von vy, desto hoher ist die Nachweisempfindlichkeit des Kerns. Setzt man
Atomkerne einem starken, auReren Magnetfeld aus, kdnnen sich die Kernspins in
Abhangigkeit des Magnetfelds im Raum unterschiedlich orientieren (wahrend ohne
Magnetfeld die Spins ohne Vorzugsrichtung unorientiert sind). Die Anzahl der
moglichen Orientierungen hangt hierbei von der magnetischen Quantenzahl m ab,
wobei m die Werte m = |, I-1, ... -l annehmen kann, wodurch (2| + 1) verschiedene
Orientierungen moglich sind. Die in der NMR-Spektroskopie von Biomolektlen

gebrauchlichen Kerne 'H, *C, "N, *'P und "°F haben alle einen Kernspin von ',
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wodurch sich die Kerne im Magnetfeld entsprechend in zwei verschiedenen
Orientierungen ausrichten konnen (Abbildung 1-9 a). Die Hauptquantenzahl m = + 7%
beschreibt hierbei einen Kernspin, welcher sich parallel zum Magnetfeld ausgerichtet
hat (a-Spin), wahrend bei m = - 2 eine antiparallele Orientierung vorliegt (3-Spin).
Die Kernspins prazedieren hierbei um die Magnetfeldachse. Entsprechend haben die
beiden Orientierungen auch unterschiedliche Energieniveaus (Kern-Zeemann-
Niveaus), welche in Abhangigkeit der Magnetfeldstarke weiter oder enger bei
einander liegen (Abbildung 1-9 b). Generell hat hierbei der parallel zum Magnetfeld

ausgerichtete a-Spin einen niedrigeren Energieinhalt als der antiparallele 3-Spin.

a) b)

m=-1/2 (B-Spin)

AE

m=+1/2 (a-Spin)
> B,

Abbildung 1-9: a) Prazession fir Kerne mit Spin | = %2 und der Lamor-Frequenz wy. b) Aufspaltung der

Energieniveaus der Kernspins fur | = /4 in Abhangigkeit von der Starke des dulieren Magnetfelds B,.

Die Energie der verschiedenen Niveaus hangt neben der Starke von By auch vom
gyromagnetischen Verhaltnis ab. Der Energieunterschied AE zwischen den beiden
Energieniveaus kann durch folgende Formel ausgedrickt werden, wobei w die

Lamor-Frequenz ist:

AE=vy *h*B,=h* o,

Der Ubergang aus dem energiedrmeren a-Zustand in den energiereicheren j-
Zustand kann somit nur unter Resonanzbedingungen erfolgen, d.h. wenn Energie mit

der entsprechenden Frequenz eingestrahlt wird.
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Je groRer hierbei die Energiedifferenz zwischen dem energiearmeren und
energiereichen Niveau ist, desto mehr Kerne befinden sich gemal} der Boltzmann-
Verteilung im energiedrmeren Zustand und desto mehr Kerne konnen bei
Einstrahlung der Resonanzfrequenz angeregt werden. Diese Ubergange kénnen
wahrend der NMR-Messung als Signal registriert  werden. Der
Besetzungsunterschied zwischen a- und (-Zustand kann mit Hilfe der Boltzmann-
Verteilung beschrieben werden:

N /N[3 = @-AE/KT = g-rhBI(4KT)
a

Hierbei beschreibt N die Anzahl der Spins im a- bzw. 3-Zustand, k ist die Boltzmann-
Konstante, T die absolute Temperatur und B das angelegte Magnetfeld. Aufgrund
der Energiedifferenz werden die energiedrmeren Zustiande bevorzugt besetzt,
allerdings ist diese Bevorzugung wegen der insgesamt nur kleinen Energiedifferenz
gering. Dieser geringe Uberschuss der energiedrmeren Spins im a-Zustand bedingt,
dass die NMR-Spektroskopie im Vergleich zu anderen spektroskopischen Methoden
sehr unempfindlich ist. Trotzdem entsteht durch den Uberschuss an a-Spins eine
schwache makroskopische Magnetisierung in Feldrichtung, welche als My bezeichnet
wird (Abbildung 1-10).

a) b) c)

Abbildung 1-10: a) Durch den Uberschuss an a-Spins entsteht eine makroskopische Magnetisierung
My parallel zu By. b) Durch Einwirken eines Hochfrequenzimpulses in x-Richtung (Pfeil) kommt es zum
Umklappen von My in die xy-Ebene. Hierbei wechselwirkt der magnetische Feldvektor des Impulses
mit den magnetischen Momenten der Kernspins. ¢) Nach dem Umklappen hat sich eine

Quermagnetisierung M, in y-Richtung etabliert.

20



Einleitung und Theorie

Um NMR-Ubergénge anzuregen, d.h. Spins aus den energiedrmeren in den
energiereicheren Zustand anzuheben, lasst man ein Zusatzmagnetfeld B4, dessen
magnetische Komponente mit der Lamor-Frequenz oszilliert in Form eines
Hochfrequenzpulses in x-Richtung auf die Substanzprobe einwirken. Hierbei tritt die
magnetische Komponente der elektromagnetischen Welle in Wechselwirkung mit
den magnetischen Momenten der Kernspins, wodurch der Magnetisierungsvektor Mg
von der z-Achse auf die xy-Ebene gedreht wird, so dass eine Quermagnetisierung My
entsteht. Der Betrag des Umklappens von My in die xy-Ebene wird durch den

Impulswinkel 8 beschrieben:

0=y*B, *t

Hierbei beschreibt © die Impulslange und B, die Starke des angelegten oszillierenden
Zusatzfelds. Je langer also das Zusatzfeld wirkt und je starker das Feld ist, desto
weiter wird My ausgelenkt, wobei fiur die NMR-Spektroskopie Winkel von 90° und
180° von Bedeutung sind. Durch das Umklappen von My auf die xy-Ebene liegt keine
Magnetisierung mehr entlang der Hauptmagnetfeldes By vor. Somit hat sich der
Besetzungsunterschied zwischen den beiden Zeeman-Niveaus ausgeglichen. Durch
die Einwirkung des B4-Feldes prazediert ein Teil der Kernspins kurzzeitig gebundelt
in Phase (Abbildung 1-11). Durch diese Phasenkoharenz entsteht die
Quermagnetisierung My entlang der y-Achse, welche als NMR-Signal detektiert

werden kann.

Abbildung 1-11: Durch den elektromagnetischen Impuls prazedieren einige Spins (Pfeile) miteinander

in Phase, wodurch die Quermagnetisierung M, entsteht.
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Das effektive Magnetfeld Bes am Kernort weicht meist geringfligig vom aufleren
Magnetfeld By ab. Verantwortlich hierfur sind benachbarte Elektronen und andere
Atomkerne, welche sich verstarkend oder abschirmend auf das Magnetfeld am

Kernort auswirken:

Die Abschirmkonstante o ist zwar gering, aber ausreichend gro3 fir einen
messbaren Unterschied. Entsprechend hat dies auch Auswirkungen auf die Lamor-
Frequenz, welche fur unterschiedliche Kerne leicht verschoben ist. Dieser
signifikante Effekt flhrt zu Verschiebungen in den NMR-Spektren und wird als
chemische Verschiebung 6 bezeichnet, welche eine dimensionslose Einheit ist und in

Bezug auf eine Referenzsubstanz ausgedrickt wird:

wSignal = Wrgeferenz 6
o= * 10° ppm

wReferenz

Anhand der chemischen Verschiebungen ist es moglich Aussagen Uuber die
chemische Umgebung eines Kerns zu machen, wodurch Rickschlisse auf die
Struktur gewonnen werden kdnnen.

Eine weitere wichtige Einflussgrofie neben der chemischen Verschiebung sind Spin-
Spin-Kopplungen, welche charakteristische Feinstrukturen im Spektrum verursachen.
Es gibt zwei wichtige Paarwechselwirkungen, welche in der Protein-NMR eine
besondere Rolle spielen. Die skalare, durch die Bindung wirkende und Uuber
Elektronen vermittelte Spin-Spin-Wechselwirkung (J-Kopplung oder indirekte
Kopplung) und die durch den Raum wirkende magnetische Dipol-Dipol-
Wechselwirkung. Durch skalare Kopplungen werden Magnetisierungen zwischen
kovalent verbundenen Kernen ausgetauscht, wodurch es zu einer charakteristischen
Aufspaltung der Resonanzen im NMR-Spektrum kommt. Ein messbarer
Magnetisierungstransfer kann sich typischerweise Uber drei Bindungen erstrecken,
wobei die Ubertragung anhand der Bindungselektronen erfolgt. Durch die
Kopplungen wird das am Kernort effektiv wirkende Magnetfeld verstarkt oder
abgeschwacht, wodurch sich entsprechend die Resonanzbedingungen andern.

Diese Kopplung von Atomkernen uUber kovalente Bindungen erlaubt es, die
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Magnetisierung gezielt von einem Atomkern auf einen anderen zu Ubertragen, was
vor allem in der Flussigkeits-NMR bei der Aufklarung von Molekulstrukturen
verwendet wird. Direkte Dipol-Dipol-Kopplungen hingegen wirken Uber den Raum

und verandern hierdurch das Magnetfeld am Kernort.

1.3.4 Das HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)-Experiment
Organische Moleklle wie Proteine bestehen hauptsachlich aus den Isotopen
Wasserstoff ("H), Kohlenstoff (*C), Stickstoff (**N) und Sauerstoff (*°0). Da "?C und
'®0 keinen Kernspin haben und "N eine Kernspin-Quantenzahl von 1 hat, kénnen
diese Isotope nicht verwendet werden, weswegen flir NMR-Messungen Proteine mit
den lIsotopen N und *C angereichert werden miissen. Aufgrund der geringen
Sensitivitiat unempfindlicher Kerne wie N oder '*C ist die Aufnahme entsprechender
Spektren aber sehr zeitaufwendig. Durch Anwendung inverser heteronuklearer
Messverfahren kann die Messzeit drastisch verkurzt werden.

Das zweidimensionale @ HSQC-Experiment ist das Basisspektrum der
Strukturaufklarung organischer Molekulle mittels hochauflésender Flussigkeits-NMR
(Bodenhausen, G. und Ruben, D.J., 1980). Bei dieser Methode werden die
chemischen Verschiebungen verschiedener, Uber J-Kopplung miteinander
verbundener Kerne korreliert um Informationen Uber die Struktur zu erhalten. Man
nutzt hierbei die skalare 1J-Kopplung aus, da diese sehr stark ist und kaum von der
chemischen Umgebung beeinflusst wird. Bei einem HSQC-Experiment wird der
Magnetisierungspuls von den Protonen auf den unempfindlichen Kern (**C oder'N)
ubertragen, von wo aus schliel3lich die Magnetisierung zuriuck auf die Protonen
transferiert und gemessen wird. Im Falle der 'H,"*N-Korrelation erhalt man fiir jede
Aminosaure eines Proteins ein Signal fur das Stickstoffatom der Peptidbindung (mit
Ausnahme der Aminosaure Prolin, welche durch das Fehlen eines Amid-Protons
nicht detektierbar ist). Weiterhin ergeben auch die bei den Aminosauren Arginin,
Asparagin, Glutamin, Histidin, Lysin und Tryptophan in den Seitenketten
vorkommenden Stickstoff-Atome jeweils Signale. Auf diese Weise wird das
resultierende Spektrum im Vergleich zu reinen Protonen-Spektren stark vereinfacht,
kann aber ohne weitere zusatzliche Experimente nicht alleine fur die
Strukturaufklarung genutzt werden, da keine Konnektivitat iiber die 'J-Kopplung
hinaus detektierbar ist. Bei der 'H,"C-Korrelationen hingegen erhalt man fiir jede

Aminosaure eine Vielzahl von Signalen.
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Die Pulsfolge eines HSQC-Experiments ist in Abbildung 1-12 dargestellt und
entspricht im Prinzip einem doppelten INEPT (Insensitive Nuclei Enhancement by
Polarisation Transfer)-Experiment. Im ersten Schritt erfolgt die Magnetisierung der
Protonen gefolgt vom ersten INEPT-Schritt, in welchem die Magnetisierung von den
Protonen auf den direkt gebundenen, unempfindlichen Heterokern tbertragen wird.
In der folgenden, inkrementierten t1-Zeit entwickelt sich dann die Magnetisierung am
Heterokern. Protonen-Kopplung und chemische Verschiebungen werden durch einen
180° Puls in der Mitte der t1-Zeit unterdruckt. Am Beginn des zweiten, inversen
INEPT-Schritts wird durch die simultanen 90° Pulse bei beiden Kernen die
Magnetisierung zurlck auf die Protonen transferiert, wo schliefdlich die Detektion der
Resonanzen unter Entkopplung des Heterokerns erfolgt. Im resultierenden HSQC-
Spektrum wird die "H-chemische Verschiebung (x-Achse) gegen die *C- bzw. "°N-
chemische Verschiebung (y-Achse) aufgetragen. Das Spektrum besteht somit aus
einem 'H-NMR-Spektrum in der x-Achse und einem und einem
breitbandentkoppelten '*C- bzw. ’N-NMR-Spektrum in der y-Achse. Anhand der
Verteilung der Signale kann abgeschatzt werden, ob die Proteine eine spezifische
Sekundarstruktur eingenommen haben, denn aggregierte Proteine fUhren zu einer
Uberlagerung der Signale und Linienverbreiterung. Zur Aufklarung der
dreidimensionalen Struktur sind weiterfuhrende Experimente notwendig, um die

Konnektivitat der Aminosauren sowie Abstande lUber den Raum ermitteln zu konnen.

90 180 90 180 90 180
H t2
T T T T
180 w0 Y0 180

I o 1

Abbildung 1-12: Pulsfolge eines HSQC-Experiments nach Bodenhausen und Ruben. Als H wird der
Protonenkanal und als X der Kanal des entsprechenden Heterokerns ('°N, *C) bezeichnet. t1 ist die
Evolutionszeit, in welcher sich die Magnetisierung am unempfindlichen Kern aufbaut. Die Detektion
erfolgt wahrend der t2-Zeit im Protonenkanal bei gleichzeitiger Entkopplung des Heterokerns. Als t
wird die spezifische Kopplungs-Verzdgerungszeit zwischen den verschiedenen Pulsen bezeichnet.

Bildquelle: http://www.chem.queensu.ca/facilities/NMR/nmr/webcourse/hmqgc.htm.
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2 Zielsetzungen

Das virale E5-Onkoprotein ist durch Bindung und Aktivierung des PDGF-3-Rezeptors
fur die Transformation von Epithelzelle durch Rinder-Papillomaviren verantwortlich.
Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass E5 nur als Homodimer seine
volle biologische Funktion entfalten kann. Das E5-Protein tragt zwei potentielle
Dimerisierungsmotive in sich: C-terminal befinden sich zwei Cysteine, welche eine
kovalente Dimerisierung uber Disulfidbrucken vermitteln konnen, wahrend im
helikalen Bereich der Transmembrandomane eine Leucin-Zipper ahnliche Struktur
vorliegt, welche eine nicht-kovalente Dimerisierung Uber spezifische Helix-Helix-
Interaktionen vermitteln kann. Trotz zahlreicher Untersuchungen des E5-Proteins in
den letzten drei Jahrzehnten ist bisher noch keine hochauflésende Struktur von E5
verfugbar, welche tiefere Einblicke in die molekularen Interaktionen bei der
Dimerisierung von E5 bzw. der Komplexbildung mit dem PDGF-B-Rezeptor geben
konnte. In lediglich zwei Publikationen wurde die Struktur von E5 mit CD- und IR-
Spektroskopie untersucht, wobei aber beide Methoden nur globale Informationen
uber die Sekundarstruktur liefern konnten.

Die vollstandige Aufklarung der Struktur von E5 mit NMR-Methoden wirde ein
detailliertes Verstandnis der Dimerisierung von E5 ermdglichen und die Rolle der
Disulfidbricken bzw. Helix-Helix-Interaktionen klaren. Weiterhin wuirde eine
dreidimensionale Struktur auch Einblicke liefern, wie das E5-Protein den Rezeptor
unabhangig von seinem natirlichen Liganden aktivieren kann. Ein besonderes
Verstandnis dieser Prozesse sollte Riuckschlusse auf die molekularen Mechanismen
ermoglichen, wie virale Proteine Rezeptoren im Allgemeinen manipulieren, welche
dann als Ansatzpunkte fir eine therapeutische Behandlung von Virusinfektionen
bzw. durch virale Onkogene verursachten Krebs genutzt werden kdnnen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen die Grundlagen fir die Aufklarung der Struktur des
ES5-Proteins geschaffen werden. Hierzu mussen Methoden der Herstellung und
Aufreinigung ausreichender Mengen an Protein sowie Bedingungen fur die
Rekonstitution von E5 in membranahnlichen Umgebungen gefunden werden. Mit
Hilfe von Circulardichroismus (CD)- und Kernspinmagnetresonanz (NMR)-
Spektroskopie sollen ersten Strukturuntersuchungen durchgefuhrt werden, da beide
Methoden eine Untersuchung in membranahnlichen Umgebungen erlauben und sich

erganzende Ergebnisse liefern.
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Weiterhin soll im Rahmen der Arbeit die Rolle der Disulfidbricken anhand
verschiedener E5-Cystein-Mutanten im CSC-Sequenzmotiv eingehend untersucht
werden. Durch Herstellung der beiden neuen Einfach-Cystein-Mutanten E5-ASC und
E5-CSA, und uber einen Vergleich mit dem Wildtyp-Protein sowie den beiden schon
friher hergestellten Mutanten E5-ACA und E5-ASA, sollte nun eine detaillierte
Untersuchung der Rolle der Disulfidbricken bei der kovalenten Dimerisierung von ES
moglich sein. Insbesondere soll geklart werden, ob die beiden Cysteine des E5-
Proteins aquivalent sind oder ob die Position des Cysteins entscheidend fur die
kovalente Dimerisierung von E5 ist. Weiterhin soll untersucht werden, ob auch eine
verschobene Position des Cysteins in der E5-Aminosauresequenz eine kovalente
Dimerisierung von E5 erlaubt. Anhand der Cystein-freien Mutante E5-ASA, welche
eine monomere Version von ES darstellt, soll untersucht werden, zu welchen
Anderungen in der Struktur und Orientierung in der Membran es aufgrund der
Dimerisierung von E5 kommt. Das Verhalten und die Strukturen samtlicher Mutanten
soll mittels CD und NMR untersucht und mit dem Wildtyp E5-Protein verglichen

werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden die Gerate, Materialien und Chemikalien von

folgenden Firmen verwendet.

3.1.1 Gerate und Materialien

Akta Purifier (GE Healthcare)
Autoklav:

o VX-95 (Systec)

o 2540 EL (Systec)
Brutschrank (Incucell, MMM Medcenter Einrichtungen GmbH)
CD-Spektropolarimeter (J-810, Jasco Industries)
CD-Messkuvette 0,1 cm (Suprasil QS, Hellma Optik)
CD-Messkuvette 1 cm (Suprasil QS, Hellma Optik)
OCD-Spektropolarimeter J-815 (Jasco Industries)
OCD-Quartz-Plattchen @ 20 mm (Suprasil QS, Hellma Optik)
Gasbrenner (Schatt flammy S, Schutt Labortechnik GmbH)
Geldokumentationssystem: Photo-Print Video-Geldokumentationssystem
215-Sl (PeglLab Biotechnologie GmbH)
UV-Detektor TCP-20.M (PeqgLab Biotechnologie GmbH)
Gas-Weiche Model MF-2 (amicon)
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) Mini-Protean Tetra Cell (BioRad)
Gelelektrophorese Agarose-Gel (peglLab)
Heizblock HB-2 (Wealtec Corp.)
HPLC (Jasco Industries) bestehend aus:

o 2 Pumpen 2087-PU

o Hochdruckmischer 2080-DHD

o Séaulenthermostat CO-200

o Diodenarray-Detektor MD-2010

o Steuerbox Jasco-LC-Net

o manueller Injektor Rheodyne
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HPLC-Saulen:
o Polymer C18 Saule Vydac Semi-Prep, 259VHP 1510, 250 x 10mm
o Polymer C18 SauleVydac Analytik, 259VHP54, 250 x 4,6mm
o Monomer C18 Saule Vydac Analytik, 218TP54, 250 x 4,6mm
Inkubationsschdttler:
o G25 (New Brunswick Scientific GmbH)
o Innova 44 (New Brunswick Scientific GmbH)
Kihlschranke
o 4 °C bzw. -20 °C (Siemens)
o -80 °C (Herafreeze, Heraeus Instruments)
Lyophilisator
o Alpha I-6 (Christ)
o Alpha 2-4 LD (Christ)
Magnetrihrer mit Heizplatte (RCT, IKA Labortechnik)
MALDI-TOF Massenspektrometer autofelx Il (Bruker Daltonics)
Mikrowelle M1712 N (Samsung)
PCR-Cycler PCR-Express Hybaid (Labsystems GmBH)
pH-Messgerate
o QpH 70 (VWR International GmbH)
o pH 315 (WTW)
Pipetten:
o 0,5-10yl,2-20 pl, 10 - 100 pl, 50 - 200 pl, 100 - 1000 pl Reference
(Eppendorf)
o 1-5ml, 2-10 ml (Finnpipette)
Reinraumbank Herasafe (Heraeus Instruments)
Reinstwasseranlage (Millipore)
Rotationsverdampfer:
o Manometer CVC 211 (Vacuumbrand GmbH & Co KG)
Heizbad 461 (Buchi)
o Kiuhler cool-care (Heijden-Labortecjnik)
o Vakuumpumpe MZ 20C (Vacuumbrand GmbH & Co)
Stromversorger (Power Pac 300, BioRad)
Trockenschrank 600 (Memmert GmbH + Co.KG)

(©]
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Ultraschallgerate

o Branson Sonifier 250 (G. Heinemann Ultraschall und Labortechnik)

o Sonorex super RK510 (Bandelin electronic)

o Ultrasonic cleaner (VWR)
Ultrazentrifuge L8-M (Beckmann)
UV/VIS-Spektrophotometer SmartSpec Plus (BioRad)
Vortexer Genie K-550-GE (Bender und Hobein AG)
Waagen:

o analytic pB 3001 (Mettler Toledo)

o analytic CP 64 (Sartorius)

o analytic M2P (Sartorius)
Wasserbad 006T (Lauda)
Wasserbad Thermostat A100 (Lauda)
Zentrifugen:

o 3-18 K(Sigma)

o Avanti Centrifuge J-25 (Beckmann)

o Centrifuge 5415 C (Eppendorf)

o Centrifuge 5417 R (Eppendorf)

o Sorvall RC 5B Plus (Sorvall)
Zentrifugenrotoren:

o JA14 (Beckmann)

o SWI-28 (Beckmann)

o JLA-9100 (Beckmann)

o SS34 (Sorvall)

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Alufolie (Roth)

Autoklavierband (Comply Indicator Tape, 3M)
Dialysemembran Zellutrans V-Serie 2 kDa MWCO (Roth)
Einmalandschuhe (VWR)

Einmal-Spritzen 20 ml, 10ml, 1 ml (Inject, B. Braun)
Einmal-Spritzenfilter steril 0,22 ym (Roth)
Einmal-Spritzenfilter PDVF unsteril 0,45 um (Roth)
Falcon-Tubes 15 ml, 50 ml (Sarstedt)
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Glasgefalle mit Schraubverschluss Autosampler vials EZ:faast (Phenomenex)
Halbmikroklvetten 1 ml (Sarstedt)
NMR-Probenréhrchen WG-5-7E 5 mm mit Kappe (Wilmad LabGlass)
Parafilm (Laboratory film, American National Can)
Pasteur-Pipetten (WU Mainz)
Petri Schalen (Sarstedt)
Pipettenspitzen 1 ml, 200 ul, 10 ul (Sarstedt)
5 ml (Finnpipette)
Reaktionsgefalke: 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (Sarstedt)
Wagepapier MN 226 (Macherey-Nagel)

Wageschalchen Rotilabo-Einmal-Wageschalchen (Roth)

3.1.3 Chemikalien

Acetonitril (Fisher Scientific) e Acrylamid (AppliChem)
Agar (Roth) e Agarose (Sigma-Aldrich)
Ameisensaure (Roth) e  Ammoniumchlorid (Fluka)

Ammoniumchlorid N15 99% (Spec. St. Iso.) ¢« Ammoniumpersulfat (Appli.)

Ammoniumsulfat (Acros Organics) e Ampicillin-Natriumsalz (Roth)
Bactotrypton (Roth) e Bromphenolblau (Merck)
Calciumchlorid (Roth) e Chloramphenicol (Fluka)

Coomassie Brilliant Blue R250 (Sigma)

Deoxycholsaure-Na-Salz (R.)
Deuterium Oxid D20 99.9% (Sigma-Aldrich) e Dihydroxybenzoesaure (Ald.)
Dinatriumhydrogenphosphat (AppliChem)

2,2-Dimethyl-2-Silapentane-5-

Dithiothreitol (AppliChem) Sulfonsaure (Sigma-Aldrich)
Ethanol (Merck) e Essigsaure (Roth)
Glutardialdehyd (Roth) e Glucose (Fluka)

Guanidin Hydrochlorid (Roth) e Glycerin (Roth)
Hydroxylamin (Sigma) e Hefeextrakt (Roth)

Ipegal CA-630 (Sigma) ¢ Imidazol (Roth)

Isopropanol (Fisher Scientific) e Isopropyl-B-D-thiogalacto-
Lysozym (AppliChem) pyranosid (AppliChem)
Natriumazid (Roth) e Kaliumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid (Merck) (AppliChem)
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Magnesiumsulfat (Merck) e Natriumchlorid (Fisher Sci.)
Natriumphosphat (Fluka) e Salzsaure (AppliChem)
Tetramethyldiamin (Roth) e Thiamin-Hydrochlorid (Appli.)
Trichloressigsaure (AppliChem) e Tricin (AppliChem)
Trifluoressigsaure (Sigma) e Tris-(2-carboxyethyl)-Phosphin
Trifluorethanol (Acros) (AppliChem)

3.1.4 Lipide und Detergenzien

1-Myristoyl-2-Hydroxy-sn-Glyceron-3-Phosphocholin (Avanti Polar Lipids)
1-Palmitoyl-2-Hydroxy-sn-Glyceron-3-Phosphocholin (Avanti Polar Lipids)
1-Palmitoyl-2-Hydroxy-sn-Glyceron-3-[Phospho-rac-1Glycerol] (A. P. Lipids)
1,2-Dihexanoyl-sn-Glyceron-3-Phosphocholin (Avanti Polar Lipids)
1,2-Dimyristoyl-sn-Glyceron-3-Phosphocholin (Avanti Polar Lipids)
1,2-Dilauroyl-sn-Glyceron-3-Phosphocholin (Avanti Polar Lipids)
Dodecyl-B-D-Maltosid (Roth)

N-Dodecylphosphocholin (Anatrace)

N-Dodecylphosphocholingss (Anatrace)

N-Octyl-R-D-Glucopyranosid (Alexis Biochemicals)

Natrium Dodecylsulfat ultrapure (Roth)

Natrium Dodecylsulfaty,s (Cambrigde Isotopes Inc.)

3.1.5 Kits

Quick Change Site Directed Mutagenese-Kit (Stratagene)
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit | Classic Line (peqlab)
QIlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

3.1.6 Affinitatschromatographiesaule

HisTrap FF 5 ml (Amersham Biosciences)

31



Material und Methoden

3.1.7 Marker
e Protein-Marker: PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas)
o DNA-Marker: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas)
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Abbildung 3-1 links PageRuIerT'\’I Protein Ladder, rechts GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

3.1.8 Vektoren
e pMMHbL/E5S
o Induktor: IPTG
o Promotor: T7
o Resistenz: Amp
o Tag: trp-ALE und Hisg-Tag

o hergestellt von Dr. S. Benamira, Universitat Karlsruhe

T7 P Trp-E-Leader

T7T

pMMHb/E5

AP

Abbildung 3-2: Expressionsvektor pMMHb/E5

32



Material und Methoden

3.1.9 Bakterienstamme
e E. ColiBL21(DE3) (Novagen)
e E. ColiBL21(DE3) pLysS (Novagen)
e E.Coli XLI-Blue (Novagen)

3.1.10 Puffer und Losungen

fur die Molekularbiologie

e LB-Medium: e SOB-Medium:
o 10 g Trypton o 2g Trypton
o 10 g NaCl o 0,5 g Hefeextrakt
o 5 g Hefeextrakt o 0,6 g NaCl
o ad 1L HO bidest. o 0,2gKCI
o pH=7,5, autoklavieren o 0,2gMgCl;
o 0,24 g MgSOq4
e M9-Minimalmedium: o autoklavieren
o 1x M9-Salz-Lésung o 20% Glucose zugeben
o 0,1 mM CaCl;
o 1 mM MgSO, e M9-Salz-Lbésung:
o 50 mg/L Thiamin-HCI o 7 gNaHPO4
o 10 g/L Glucose o 3 gKHyPO,
o 1% LB-Medium o 0,5gNaCl
o 100 mg/L Ampicillin o 19 (NH4)2S0O4
o 20 mg/L Chloramphenicol o ad 1L H,O bidest.

o ad 1L H20 bidest.

MgSOq4 (1 M):
o 12,0 g MgSO4
o ad 100 ml H,0O bidest.

o steril filtrieren

e CaCly (0,1 M): .
o 1,1gCaCl,
o ad 100 ml H,O bidest.

o steril filtrieren

e Thiamin-HCI (50 mg/ml) o
o 500 mg Thiamin
o ad 10 ml H2O bidest.

o steril filtrieren

Glucose (20%):
o 10 g Glucose
o ad 50 ml H,O bidest.

o steril filtrieren
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e Ampicillin (100 mg/ml): e Chloramphenicol (20 mg/ml):
o 1g Ampicillin o 200 mg Chloramphenicol
o ad 10 ml H,O bidest. o ad 10 ml Ethanol
o bei-20° C lagern o bei-20°C lagern

e |PTG-L6sung (200 mM):
o 0,476 mg IPTG
o ad 10 ml H,O bidest.
o steril filtrieren

o bei-20° C lagern

fir die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

e Trenngel: 16% Tris-Tricine e Sammelgel: 16% Tris-Tricine
o 5,2ml30% Acrylamid o 680 pl 30% Acrylamid
o 3,3 ml Tris-Cl-Puffer pH 8,45 o 1,29 ml 4 x Tris-HCI-P. pH 6,8
o 1,7 ml Glycerin o 3,2mlH,0O
o 400 pl HO o 20 ul20% APS
o 30 ul20% APS o S5 uITEMED
o 5 ul TEMED
e Trenngel: Peptid-Gel e Sammelgel: Peptid-Gel
o 4ml49,5% T 6% C Mix o 200 pl 49,5% T 3% C Mix
o 4 ml Gel-Puffer o 620 pl Gel-Puffer
o 2,72 mlHO o 1,68 ml HO
o 1,28 ml Glycerin o 2ul TEMED
o 4yl TEMED o 20 ul10% APS
o 40yl 10% APS o Menge pro Gel: 0,8 ml

o Menge pro Gel: 3 ml
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Zwischengel: Peptid-Gel
o 420 ul 49,5% T 3% C Mix
o 660 ul Gel-Puffer
o 920 ul HO
o 1yl TEMED
o 6,6 ul10% APS
o Menge pro Gel: 0,6 ml

Anodenpuffer:
o 121,19 Tris
o ad 5L H,O bidest.
o pH=8,9

4x Tris-HCI-L6sung:
o 6,05gTris
o ad 100 ml H;O bidest.
o pH=6,8 mit HCI (1M)
o steril filtrieren
o 0,4 g SDS zugeben

2x SDS-PAGE Probenpuffer
(reduzierend):
o 1,75 ml1 M Tris-Base pH =6,8
o 1,5 ml Glycerin
o 5mlSDS (10%)
o 0,24 gDTT

Material und Methoden

e Kathodenpuffer:

O

(@)

O

O

12,11 g Tris
17,92 g Tricin
1gSDS

ad 1 L H»0 bidest.

e Tris-HCI-L6sung:

O

O

(@)

O

O

182 g Tris

ad 500 ml H,O bidest.
pH = 8,45 mit HCI (1M)
steril filtrieren

1,5 g SDS zugeben

o 2x SDS-PAGE Probenpuffer
(nicht-reduzierend):

O

(@)

O

o 1 Kkl. Spatelspitze Bromphenolblau o

o ad 10 ml H,O bidest.

1,75 ml1 M Tris pH =6,8

1,5 ml Glycerin

5 ml SDS (10%)

Spatelspitze Bromphenolblau
ad 10 ml H,O bidest.
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e Farbe-Losung

o

@)

O

o

250 mg Coomassie G-250
50 ml Essigsaure

450 ml Ethanol

ad 1L H»O bidest.

e Fixier-Losung:

o

O

5 ml Glutardialdehyd (50%)
ad 50 ml H,O bidest.

e 49,5% T 6% C Acrylamid/

Bisacrylamid-Mix*

O

o

o

46,5 g Acrylamid
3 g Bisacrylamid
ad 100 ml H2O bidest.

e Gel-Puffer

o

72,7 g Tris

ad 150 ml H2O bidest.
pH = 8,45 einstellen
0,6 g SDS

ad 200 ml H2O bidest.

Material und Methoden

e Entfarber-Losung
o 250 ml Ethanol
o 50 ml Essigsaure
o ad 1L HyO bidest.

e Ammoniumpersulfat-Losung (10%)
o 100 mg Ammoniumpersulfat
o ad 1 ml H20 bidest.

e 49,5% T 3% C Acrylamid/
Bisacrylamid-Mix*
o 48 g Acrylamid
o 1,5 g Bisacrylamid
o ad 100 ml H2O bidest.

T gibt den prozentualen Anteil von Acrylamid und Bisacrylamid an, C gibt den

prozentualen Anteil von Bisacrylamid relativ zur Gesamtkonzentration T an

(Schagger, H. und von Jagow, G., 1987)

fir die Agarose-Gelelektrophorese

e 50 x TAE-Puffer

o

242 g Tris-HCI

57,1 ml Eisessig

100 ml 0,5 M EDTA-LAsung
ad 1 ml H20 bidest.

e Ethidiumbromid-Stammldsung
o 10 mg Ethidiumbromid
o ad 1 ml HyO bidest.
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fir die Isolierung von Inclusion Bodies

e Losung |
o 50 mM Tris-HCI (pH 8)
o 15% Glycerin
o 50 pyg/ml Lysozym
o 1 mM NaNj3

Material und Methoden

Losung Il
o 50 mM Tris-HCI (pH 8)
o 1% Deoxycholsaure
o 1% lpegal CA-630
o 1 mM NaNa-

fur die Affinitats-Chromatographie (His-Tag-Saule)

e Losung Il (Bindepuffer)
o 20 mM Tris-HCI (pH 8)
o 6 M Guanidin-HCI
o 0,5M NaCl

o 5 mM Imidazol

e Stripping-Puffer
o 0,5M NaCl
o 20 mM NaPi-Puffer
o 50 mM EDTA
o pH74
o ad 1L H,O bidest.

fir die HPLC

e EluentA
o 95% H,0 bidest.
o 3% Isopropanol
o 2% Acetonitril
o 0,1% TFA

o entgast

Lésung IV (Elutionspuffer)

o 20 mM Tris-HCI (pH 8)
o 6 M Guanidin-HCI

o 0,5M NaCl

o 500 mM Imidazol

Eluent B

o 5% H20 bidest.
o 57% lIsopropanol
o 38% Acetonitril
o 0,1% TFA

o entgast
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3.2 Mikrobiologische Arbeitsmethoden

3.2.1 Arbeiten unter sterilen Bedingungen

Um Kontaminationen durch Bakterien zu vermeiden werden alle Arbeiten mit
Zellkulturen unter sterilen Bedingungen unter der Reinraumbank durchgefihrt.
Zellkultur-Medien, Puffer und sonstige Losungen werden im Autoklav bei einer
Temperatur von 121° C und einem Druck von 1 bar fur 20 Minuten sterilisiert.
Hitzeempfindliche Losungen, welche nicht autoklaviert werden kénnen, werden durch
Cellulosefilter mit einer Porengrofle von 0,22 pm filtriert. Glasgefalte werden mit

Alufolie abgedeckt und im Trockenschrank bei 200° C fur 3 Stunden sterilisiert.

3.2.2 Herstellen von Agarplatten

Frisch hergestelltes LB-Medium wird mit 1,5% Agar versetzt und anschlief3end
autoklaviert. Nach dem Abkuhlen der Losung auf handwarme Temperatur werden
unter der Reinraumbank Antibiotika in entsprechenden Mengen zugesetzt (100 pg/ml
Ampicillin; 20 pg/ml Chloramphenicol) und die Petrischalen beflllt. Nach dem
Auskuhlen werden die LB-Agarplatten bei 4° C bis zur Benutzung gelagert.

3.2.3 Transformation durch Elektroporation

Zellen nehmen Plasmid-DNA bei Behandlung mit kurzen elektrischen Pulsen auf.
Bei der Elektroporation wird 1 — 3 ul Plasmid-DNA-Losung mit 70 pl
elektrokompetenten Zellen (siehe 3.1.9) in einer Elektroporationskuvette gemischt.
Nach zwei Minuten Inkubation auf Eis erfolgt die Transformation durch

Elektroporation. Hierbei werden am Gerat folgende Einstellungen vorgenommen:

e Spannung 1,25V
e Kapazitat 25 puF
e Widerstand 200 Q

e Elektrodendistanz 2 mm

Nach der Transformation werden die Zellen mit 1 ml SOC-Medium versetzt und eine
Stunde bei 37° C inkubiert. AnschlieRend erfolgt das Ausplattieren auf LB-
Agarplatten.
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3.2.4 Herstellen eines Glycerol-Stocks
Die Lagerung transformierter Bakterienzellen erfolgt in Form von Glycerol-Stocks.
Hierzu werden 500 pl einer gut gewachsenen LB-Kultur mit 500 pyl 70% Glycerol-

Ldsung versetzt, mit flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80° C gelagert.

3.2.5 Ausstrich aus einem Glycerol-Stock

Mit einer ausgegluhten Impfose wird etwas Zellkultur aus dem Glycerol-Stock
entnommen und auf einer Agarplatte ausgestrichen. Dabei ist darauf zu achten, dass
die Bakterienmenge beim Ausstrich verdinnt wird. Die Agarplatte wird Gber Nacht im
Brutschrank bei 37° C inkubiert.

3.2.6 Anfertigen einer Vorkultur fiur die Expression

Zur Expression wird unter sterilen Bedingungen eine Vorkultur hergestellt. Hierzu
werden in einem Reagenzglas 5 ml LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika
(100 mg/L Ampicillin; 20 mg/L Chloramphenicol) versetzt. Mit Hilfe einer
ausgeglihten Impfose wird die Vorkultur mit einem Klon, welcher von einer frisch
ausgestrichenen Agarplatte entnommen wird, angeimpft. Die Vorkultur wird
anschlielfend im Inkubationsschuttler bei 220 rpm fur 5 — 7 Stunden bei 37° C
inkubiert.

3.2.7 Anfertigen einer Ubernachtkultur fiir die Expression

Als Ubernachtkultur werden 200 ml LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika
(100 mg/L Ampicillin; 20 mg/L Chloramphenicol) versetzt und mit ca. 500 ul Vorkultur
angeimpft. Die Ubernachtkultur wird im Inkubationsschttler bei 220 rpm und 37° C

uber Nacht wachsen gelassen.

3.2.8 Expression in Voll- und Minimalmedium

Um ausreichende Mengen an Protein zu erhalten erfolgt die Expression in LB-
Vollmedium.  Fur Isotopen-Markierungen  fir  NMR-Untersuchungen  wird
entsprechend M9-Minimalmedium benutzt, welches (°NH4),SO, als einzige
Stickstoffquelle hat. Fir die Expression wird die Ubernachtkultur bei 6000 rpm fiir
zehn Minuten abzentrifugiert und anschlie®Bend im LB- bzw. M9-Medium

resuspendiert. Ein bis drei Liter Medium werden mit resuspendierten Zellen
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angeimpft, wobei die optische Dichte bei 600 nm (ODeggo) auf ca. 0,1 eingestellt wird.
Die Expression erfolgt in 2-Liter-Kolben, wobei jeder maximal mit 500 ml befullt wird.
Die Kulturen werden im Schuttler bei 37° C und 220 rpm inkubiert bis sie eine
optische Dichte von 0,6 bis 0,8 erreicht haben. Durch Zugabe von jeweils 1 ml 0,2 M
IPTG, welches als permanenter Induktor wirkt, kann die Expression gestartet
werden. Der Verlauf des Zellwachstums wird durch stindliche Messung des ODggo-
Werts verfolgt. Die Ernte erfolgt nach ca. 6 Stunden durch Zentrifugation bei 6000

rom. AnschlieRend werden die Zellpellets bei -80° C bis zum Zellaufschluss gelagert.

3.3 Mutagenese-PCR Arbeitsmethoden

Die Herstellung der Einfach-Cystein-Mutanten E5-ASC und E5-CSA erfolgt durch
Mutagenese-PCR mit Hilfe des Quick Change Site Directed Mutagenese-Kit. Hierbei
soll das Cystein an Position 37 bzw. 39 der Wildtyp-Sequenz durch Alanin ersetzt
werden. Der Aminosaure-Austausch soll auf DNA-Ebene durch Veranderung des
entsprechenden Nukelotid-Tripletts erfolgen. Basierend auf dem trp-ALE-E5-Wildtyp-
Konstrukt wird die Mutation durch spezielle Mutagenese-Primer eingefuhrt, welche
an der entsprechenden Stelle das Nukleotid-Codon fur Alanin tragen. Nach
Anlagerung der Mutagenese-Primer an die komplementaren Sequenzbereiche des
Matrizen-Plasmids erfolgt die Verlangerung durch die DNA-Polymerase. Hierbei wird
eine DNA-Polymerase verwendet, welche keine Korrektur-Lesefunktion hat. Die

Mutagenese-PCR erfolgt nach folgendem Ansatz:

2 ul trp-ALE-E5-Wildtyp DNA

e 2,5 ul 10X Reaktionspuffer

e 125 ng sense Primer

e 125 ng antisense Primer

e 0,5yl dNTP-Mix

e 0,5 ul Pfu Turbo DNA-Polymerase
e ad 25 pl H,O bidest.
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Fir die Mutagenese-PCR wurden folgende Primer verwendet:

e ASC sense 5- GGATCATTTTGAGGCTTCCTGCACAGGTCTGCC
e ASC antisense 5- GGCAGACCTGTGCAGGAAGCCTCAAAATGATCC
e CSAsense 5'-GGATCATTTTGAGTGCTCCGCTACAGGTCTGCC
e CSA antisense 5'-GGCAGACCTGTAGCGGAGCACTCAAAATGATCC

Alle Bestandteile werden auf Eis mit vorgekihlten Pipettenspitzen zusammen
pipettiert, wobei die Zugabe der DNA-Polymerase zuletzt erfolgt.

Die Amplifikation erfolgt im Thermocycler unter Verwendung folgenden Programms:

e Vordenaturierung: 95° C; 30 Sekunden

e Amplifikation: 16 Wiederholungen
o Denaturierung: 95° C; 30 Sekunden
o Hybridisierung: 95° C; 30 Sekunden
o Elongation: 55° C; 12 Minuten

Durch die wiederholten Amplifikations-Zyklen wird die mutierte DNA vervielfaltigt,
wobei zirkuldre, doppelstrangige DNA-Molekule entstehen. Zur Selektion der
mutierten DNA wird der Ansatz nach der PCR eine Stunde bei 37° C mit dem
Restriktionsenzym Dpn | verdaut, welches die parentale (methylierte) DNA abbaut.
Anschlie®end erfolgt die Transformation der mutierten DNA in XLI/-Blue Zellen sowie

das Ausplattieren auf Agarplatten.

3.4 Molekularbiologische Arbeitsmethoden

3.4.1 Plasmid-Isolierungen aus Bakterien

Die Isolierung von Plasmid-DNA, welche durch Bakterien-Flussigkulturen hergestellt
werden, erfolgt mit Hilfe des peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I (Classic Line). Um das
Nahrmedium abzutrennen, werden die Zellen durch Zentrifugation bei maximaler
Geschwindigkeit fur 10 min sedimentiert. Das Pellet wird in 250 pl RNase-haltiger
Losung | resuspendiert. In der Kultur vorhandene RNA und Proteine werden durch
RNase A und EDTA, welche sich in der Resuspension-Lésung befinden, abgebaut
bzw. inhibiert. Der Aufschluss der Bakterienzellen erfolgt mit SDS-haltigen Lysis-

Puffer unter alkalischen Bedingungen (250 pl Losung Il). Das Detergenz lagert sich
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zwischen die Lipidmolekile der Zellmembranen, wodurch diese aufgebrochen
werden. Hierdurch werden neben der erwunschten Plasmid-DNA auch genomische
DNA und Proteine frei. Die Spaltung der freigewordenen Proteine durch alkalische
Proteasen schitzt die Plasmid-DNA vor dem Abbau durch Endonukleasen. Das klare
Lysat wird mit 350 pl Lésung Il neutralisiert. Durch Guanidin-Hydrochlorid kommt es
zum Ausfallen von Proteinen sowie von genomischer DNA, welche gemeinsam mit
anderen Zelltrimmern durch Zentrifugation von der Plasmid-DNA abgetrennt
werden. Der Uberstand mit der Plasmid-DNA wird auf ein HiBind-Miniprep-
Zentrifugensaulchen geladen und fur 1 min bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert, wobei die Plasmid-DNA durch Wasserstoffbriicken an die Saule bindet.
Die gebundene Plasmid-DNA wird nun nacheinander mit 500 ul HB-Puffer und 750 pl
ethanolhaltigem DNA-Waschpuffer gewaschen. Nach jedem Waschschritt wird 1 min
bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Die

Elution der Plasmide erfolgt mit 50 pl bidest. Wasser.

3.4.2 Agarosegel-Elektrophorese

Die Auftrennung von Nukleinsaure erfolgt mittels Agarosegel-Elektrophorese. Hierbei
werden die DNA-Fragmente entsprechend ihrer Grélke aufgetrennt. Die Auftrennung
erfolgt in einem 1% Agarosegel. Hierzu wird 1 g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer
durch Erhitzen in einer Mikrowelle gelost. Nach einer kurzen Abkuhlungszeit werden
5 ul Ethidiumbromid hinzu gegeben und die Loésung in eine Gieskammer mit
entsprechendem Probenkamm gegossen. Nach dem vollstandigen Erstarren des
Gels werden die mit Laufpuffer gemischten Proben in die Aussparungen, welche
durch den Probenkamm entstanden sind, pipettiert. Die Auftrennung der DNA erfolgt
elektrophoretisch durch Anlegen einer Spannung von 90 V. Hierbei werden die
negativ geladenen DNA-Molekule zur positiv geladenen Anode gezogen, wobei
kleinere DNA-Moleklle sich schneller bewegen als grofdere Molekule und
entsprechend weiter im Gel laufen. Nach der Elektrophorese erfolgt die Detektion der
DNA-Bande durch Fluoreszenz des Ethidiumbromids, welches mit DNA-Basen

interkaliert.
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3.4.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die Isolierung der DNA erfolgt mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit. Die
gewlnschte DNA-Bande wird mit Hilfe eines Skalpells aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und die dem Gewicht entsprechende dreifache Menge an Puffer QG
zugegeben. Das Gelstlck wird durch Erhitzen auf 50° C fir 10 min verflissigt, mit
Isopropanol versetzt und schliellich auf eine ,QlAquick® Zentrifugensaule gegeben.
Die DNA bindet an die Saule, wahrend andere Bestandteile wie Proteine durch
Zentrifugation abgetrennt werden. In den nachfolgenden Schritten wird die DNA wird
nacheinander mit 500 ul QG-Puffer und 750 ul ethanolhaltigem PE-Puffer
gewaschen. Nach jedem Waschschritt wird 1 min bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Die DNA-Fragmente werden mit 30 pl

Elutionspuffer von der Membran eluiert.

3.5 Proteinchemische Arbeitsmethoden

3.5.1 Zellaufschluss und Isolierung von Inclusion Bodies

Fir die Isolierung des E5-Fusionsproteins aus den Zellen werden die aufgetauten
Zellen mit Lysozym-haltiger (50 pg/ml) Losung | resuspendiert und mindestens
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Lysozym kommt es zum Abbau der
Zellmembranen. Zusatzlich wird der Zellaufschluss durch Ultraschallbehandlung (3*2
Minuten, 65% Leistung) vervollstandigt. Hierbei wird die Zellsuspension intensiv mit
Eis gekuhlt, um die beim Ultraschall entstehende Warme abzuleiten. Durch
Zentrifugation bei ca. 46000 g bei 4° C fur 30 Minuten werden l6sliche Bestandteile
der Zelle von den ES enthaltenden Inclusion Bodies getrennt. Das Pellet wird
anschlieRend mit Losung Il resuspendiert und erneut Ultraschall behandelt (3*2
Minuten, 65% Leistung, unter Eis-Kuhlung). Durch Detergenzien, welche sich in
Losung |l befinden, werden Membranbestandteile aufgelost, welche anschlieffend
durch Zentrifugation (58000 g, 4° C, 30 Minuten) abgetrennt werden kdnnen. Das
entstehende Pellet enthalt Einschlusskérperchen, so genannte Inclusion Bodies (IB),
welche das E5 Fusionsprotein enthalten. Das Pellet wird in 6 M Guanidin-
Hydrochlorid resuspendiert und Ultraschall behandelt (3*2 Minuten, 65% Leistung,
unter Eis-KUhlung), wodurch die IB durch das vorhandene Guanidin-Hydrochlorid
aufgeldost werden. Zum Ausfallen der IB wird die Zellaufschlusslésung mit dem

zehnfachen Uberschuss an Wasser versetzt, wodurch sich ein weiter Niederschlag
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bildet. Die ausgefallten IB werden anschlieRend durch Zentrifugation (30000 g, 4° C,
60 Minuten) abgetrennt. Da die IB-Fraktion fast ausschlieBlich nur das E5
Fusionsprotein enthalt, kann auf die Aufreinigung mittels Affinitatschromatographie
verzichtet werden. Das Pellet kann entweder direkt der Hydroxylamin-Spaltung
zugeflhrt werden oder bis zum Verwendung durch Lyophilisation haltbar gemacht

werden.

3.5.2 Proteolytische Spaltung mit Hydroxylamin

Proteine koénnen durch Hydroxylamin spezifisch zwischen den Aminosauren
Asparagin und Glycin gespalten werden (Bornstein P. und Balian G., 1970). In allen
trp-ALE-ES Fusionsproteinen wurde eine solche Asparagin-Glycin-Schnittstelle
zwischen ES5 und trp-ALE-Sequenz bzw. Hisg-Tag eingebaut, wodurch das E5
Protein von beiden Tags getrennt werden kann (Abbildung 3-3; Benamira, S., 2008).

Durch die Spaltung verbleibt das Glycin am N-Terminus von ES5.

trp-ALE His, |-NG- E5

l

trp-ALE His, N G E5

Abbildung 3-3: Hydroxylamin spaltet spezifisch die Peptidbindung zwischen Glycin und Asparagin,

wodurch trp-ALE-Sequenz und Hisg-Tag von E5 abgespalten werden kénnen.

Der Hydroxylamin-Verdau wird in 6 M Guanidin-HCI und 2 M Hydroxylamin bei 45° C
durchgefuhrt. Hierzu werden fur 45 ml Verdauldésung 5,5 g Hydroxylamin und 27,2 g
Guanidin-HCI in 20 ml LiOH-Lésung (4,5 M, filtriert) unter Rihren aufgeldst und der
pH-Wert auf 9 eingestellt. Die trp-ALE-E5-Fusionsproteine enthaltenen Inclusion
Bodies nach dem Zellaufschluss bzw. nach dem Gefriertrocknen werden dann zur
Verdaulésung gegeben, wobei ca. 0,2 mg Protein pro Milliliter Lésung eingesetzt
werden. Der Verdau wird Gber Nacht inkubiert und anschlieend durch pH-Anderung
auf 3 durch Zugabe von Ameisensaure gestoppt. Die Aufreinigung der

verschiedenen Verdau-Produkte erfolgt durch HPLC.
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3.5.3 Dialyse

Nach der Aufreinigung der Hydroxylamin-Verdauprodukte durch HPLC erfolgt die
Entfernung der organischen Losungsmittel sowie noch vorhandener Salze durch
Dialyse. Hierzu werden die HPLC-Fraktionen am Vakuum-Rotations-Verdampfer
eingeengt, mit Natronlauge neutralisiert und in Dialyseschlauche mit einer
Ausschlussgrofe von 2 kDa eingefllt. Die Dialyse erfolgt gegen bidest. Wasser uber
5 — 7 Tage, wobei taglich das Wasser ausgetauscht wird. Nach der Dialyse erfolgt
die Trocknung der ausgefallenen Proteine am Lyophilisator. Die Dialyseschlauche
werden nach der Dialyse mehrmals mit bidest. Wasser gewaschen und in einer

0,05 M NaNs-Losung gelagert.

3.5.4 Entfernen von Salzen aus Proteinproben: TCA-Fallung

Die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese kann durch die Anwesenheit von Salzen
in den Proben gestort werden. Eine hohe Salzkonzentration verhindert die
Anlagerung von SDS an die Proteine, die somit nicht denaturiert werden konnen.
Oftmals wird auch das Laufverhalten der Probe im Gel durch Salze beeintrachtigt, so
dass die Qualitat der Trennung ungenigend ist.

Bei der Aufreinigung der trp-ALE-ES-Fusionsproteine wird 6 M Guanidin-Hydrochlorid
verwendet, welches mit SDS einen unldslichen Komplex bildet, wodurch eine
elektrophoretische Auftrennung nicht mehr moéglich ist. Zum Entfernen der Salze wird
zu den Proben Trichloressigsaure (TCA) gegeben, wodurch die Proteine ausfallen,
wahrend die Salze in LOsung bleiben. Die ausgefallten Proteine konnen
anschlieRend durch Zentrifugation von dem salzhaltigen Uberstand getrennt werden.
Fir die TCA-Fallung werden 100 pl Guanidin-Hydrochlorid-haltigen Proben mit 100 pl
TCA-LOsung (20%) versetzt. Nach 20 Minuten Inkubationszeit auf Eis wird die
Losung fur 15 Minuten bei 4° C und maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Der
Uberstand wird vorsichtig abgenommen und das Pellet in 100 pl eiskaltem Ethanol
resuspendiert. Im Anschluss daran wird die Lésung erneut fir 15 Minuten bei 4° C
und maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Nach dem Entfernen des Uberstands
wird das ausgefallte Protein in 20 pyl SDS-Probenpuffer aufgenommen und far
5 Minuten bei 95° C erhitzt. AnschlieBend kann die Probe auf ein SDS-Gel

aufgetragen werden.
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3.5.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese erlaubt die Trennung von Proteinen nach
ihrer Molekulmasse, die Bestimmung des Molekulargewichts sowie die Kontrolle der
Reinheit von Proteinproben. Durch Anlagerung von vielen SDS-Molekllen erhalten
die denaturierten Proteine eine negative Gesamtladung. Die Auftrennung der
Proteine erfolgt elektrophoretisch, wobei die negativen Molekule entsprechend ihrer
Grolle weit im Gel wandern. Eine diskontinuierliche SDS-PAGE besteht aus einem
Sammelgel und einem Trenngel. Das Sammelgel dient zur Beladung der Proben,
wahrend im Trenngel die Auftrennung der Proteine entsprechend ihrer Grolle erfolgt.
Das Trenngel wird zuerst hergestellt, wobei alle Komponenten bis auf APS und
TEMED gemischt werden. Kurz vor dem Gielden des Gels werden APS und TEMED
zugeben, welche die Polymerisation des Gels einleiten. Das Trenngel wird zwischen
zwei Glasplatten in einem Giesstand gegossen und mit Wasser uUberschichtet.
Nachdem das Gel polymerisiert ist, wird das Sammelgel auf das Trenngel pipettiert,
wobei wiederum APS und TEMED erst unmittelbar vor dem Giel3en zugegeben
werden. Zur Bildung der Probentaschen wird ein Probenkamm in das Sammelgel
gesteckt, wodurch Aussparungen entstehen.

Zur Uberpriifung von Expressionsproben wird Probenpuffer entsprechend folgender

Formel zum Bakterienpellet (aus 1 ml Bakteriensuspension) zugegeben:

Menge Probenpuffer in pl = (ODggo / 0,2) * 75

Aufgereinigte und lyophilisierte Proteinproben werden ausgewogen und mit
Probenpuffer versetzt, so dass die Protein-Konzentration zwischen 1 — 2 mg/ml liegt.
Guanidinhydrochlorid-haltige Proteinproben koénnen nicht direkt im Probenpuffer
aufgenommen werden, da hierbei ein unldslicher Komplex entsteht. Zur Entfernung
des Guanidinhydrochlorids wird eine TCA-Fallung (siehe 3.5.4) vorher durchgefuhrt.
Alle Proben werden entsprechend mit Probenpuffer versetzt, wobei bei Proben bei
welchen die Dimerisierung Uber Disulfidbricken untersucht werden soll, nicht-
reduzierender Probenpuffer zugegeben wird. Die Proben werden fir 5 Minuten auf
95° C erhitzt und anschlieBend fur 1 Minute bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert. In jede Probentasche des Gels werden 10 - 15 pl Probe gefullt. Zur
Molekulargewichtsbestimmung wird aul3erdem ein Proteinmarker aufgetragen. Das

Gel wird in die Elektrophoresekammer gestellt und Anoden- bzw. Kathodenpuffer
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eingefillt. Die Elektrophorese wird bei einer konstanten Stromstarke von 35 mA und
einer Anfangsspannung von 100 V durchgefuhrt. Sobald die blaue Bande des
Bromphenolblaus des Probenpuffers die Unterkante des Gels erreicht hat, wird die
Elektrophorese beendet. Das Sammelgel wird abgetrennt und verworfen. Das
Trenngel wird fur 90 min in Fixierldsung inkubiert, anschlieRend fur 10 min in Wasser
gewaschen und schlieBlich mit Coomassie-Farbeldsung gefarbt. Zum Entfarben wird
das Gel in Entfarber-Losung gegeben bis die Proteinbanden sichtbar werden.

3.5.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese fiir kleine Proteine

Die Analyse von kleinen Proteinen erfolgt durch Verwendung einer modifizierten
Version der SDS-PAGE (Schagger, H. und Jagow, G., 1987). Hierbei wird neben
Trenn- und Sammelgel noch ein Zwischengel eingefugt, welches grolRere Molekule
heraus siebt, wodurch die elektrophoretische Auftrennung der kleinen Molekile
verbessert wird. Die Gele werden wie in Abschnitt 3.5.5 beschrieben gegossen,
wobei jede Gelschicht ca. 1 Stunde lang polymerisieren sollte. Die Elektrophorese
wird bei einer konstanten Stromstarke mit einer Anfangsspannung von 80 V
durchgefuhrt. Probenpraparation sowie Fixierung, Farbung und Entfarbung werden
entsprechend der im vorherigen Abschnitt beschriebenen Vorgehensweise
durchgefuhrt.

3.5.7 MALDI-TOF Massenspektrometrie

Die Analyse der Proteinproben erfolgt Hilfe der MALDI-TOF-Massenspektrometrie
(Matrix Assisted Laser Desorption lonisation — Time of Flight). Hierbei werden die
Molekule einer Probe durch Laserimpulse indirekt durch Matrixmolekdile ionisiert und
die lonen anschlielend einer Flugzeitmessung unterzogen, bei welcher man das
Masse/Ladungs-(m/z)-Verhaltnis der Molekule erhalt (Abbildung 3-4).
Voraussetzung fur die Bestimmung der Massen ist die lonisierung der Molekule.
Hierzu wurde MALDI entwickelt, welche eine besonders milde Methode zur
lonisierung ist, ohne dass es hierbei zur Fragmentierung der Moleklle kommt (Karas,
M. et a.l, 1987). Fur die massenspektrometrischen Untersuchungen werden die
Proteinmolekile in das Kristallgitter einer Matrix durch Kokristallisation eingebaut.
Beim Beschuss der Kristalle mit dem Laser nehmen die Matrixmolekile die Energie
des Lasers auf und transferieren diese an die Analytmolekile. Die Moleklle werden

durch den indirekten Energietransfer mild, aber effizient ionisiert.
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Nach der lonisierung erfolgt die Beschleunigung im Hochvakuum durch ein
elektrostatisches Feld in Richtung des Analysators. Leichte Molekule erreichen den
Detektor fruher als schwerere Moleklle, weswegen anhand der Flugzeit letztendlich
die Molekulmasse ermittelt werden kann. Hierbei gilt fur die Flugzeit (Time of Flight)

in Abhangigkeit von Masse (m) und Ladungszahl (z) folgender Zusammenhang:

tof o U@

Neben der linearen Detektion am Ende der Time of Flight-Réhre kann die Detektion
auch im reflektierten Modus erfolgen. Durch die Reflektion kénnen bei Molekilen mit
der gleichen Masse und Ladung auftretende Unterschiede in der Flugzeit

ausgeglichen werden, wodurch die Auflosung stark verbessert wird.

Detektor fiir den
lineraren Modus

Intensitat

Hoch-
Vakuum

! Detektor fiir den time of flight (m/z)
reflektierten Modus
.‘.
Y
'y
A |
Laser !
11 .H- elektrisches
- f ! --- Feld
\t
e Probe in
Matrix

Abbildung 3-4: prinzipieller Aufbau eines MALDI-TOF Massenspektrometers mit schematischen
Spektrum. Anhand der Flugzeit der ionisierten Proteinmolekile kann die Masse ermittelt werden.
Bildquelle: abgewandelt nach http://www.proteomicsnijmegen.nl/Maldi_pages/Images/NPF_MALDI_
ig21.gif
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Fir die  massenspektrometrischen  Untersuchungen werden je nach
Proteinkonzentration zwischen 10 — 500 ul Proteinprobe unter Stickstoff-Strom oder
am Lyophilisator getrocknet und anschlielend in 20 — 30 pl eines 2:1-Gemisch aus
Acetonitril, Wasser und 0,1% (v/v) TFA teilweise aufgelost. Die Matrix 2,5-
Dihydroxybenzoesaure (DHB) wird ebenfalls im gleichen Gemisch aufgeldst, wobei
durch Zugabe eines Uberschusses an Matrixpulver eine geséttigte Ldsung
hergestellt wird. AnschlieBend wird Matrixlosung im Verhaltnis von 1:3 zum
Probengemisch zugegeben und mittels Zentrifugation in einer Tischzentrifuge bei
5000 rpm gemischt. Fur die MALDI-TOF-Messungen werden 0,25 — 0,75 pl Probe
auf einem Metall-Trager aufgetragen und auskristallisieren gelassen.
Zur Bestimmung der exakten Masse werden noch 1-2 pl eines Protein-Standard-
Gemischs (Bruker Protein Calibration Standard 1) zugegeben. Dieses Gemisch
enthalt verschiedene Markerproteine anhand derer eine interne Kalibrierung auf die
genauen Massen in der jeweiligen Probe moglich ist. Da teilweise nicht alle Massen
des Standards detektierbar sind, konnen zusatzlich noch andere Molekule mit
bekannter Masse zugegeben werden, wobei vor allem PGLa (2097.30 Da) und
Gramicidin S (1141.80 Da) verwendet werden.
Durchschnittliche Massen Protein Calibration Standard | (Bruker Daltonics):

e Insulin 5734.25 Da

e Ubiquitin 8565.75 Da

e Cytochrom C 12360.97 Da

e Myoglobin 16952.30 Da

Die Messungen werden an einem MALDI-TOF-Massenspektrometer der Firma
Bruker durchgefuhrt. Aufgrund der Proteingroe von E5 sowie der besseren
Flugeigenschaften der Matrix DHB erfolgt die Detektion im linearen und positiven
Modus.
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3.6 Chromatographie

3.6.1 Nickel-Affinitatschromatographie

Alle E5-Konstrukte haben neben der trp-ALE-Sequenz noch zusatzlich einen Hisg-
Tag zur Aufreinigung mittels Affinitatschromatographie. Der aus neun Histidinen
bestehende Tag ermdglicht die Bindung der E5 Fusionsproteine an Nickel-Atome,
welche an einer Nickel-NTA-Saule immobilisiert sind. Hierdurch ist es mdglich alle
anderen Proteine, welche nicht an die Saule binden kdénnen, von den E5-
Fusionsproteinen zu trennen. Die Elution von der Nickel-Saule erfolgt durch
Erhdhung der Konzentration von Imidazol, welches um die Nickel-Bindestelle
konkurriert.

FiUr die Aufreinigung der trp-ALE-E5-Fusionsproteine wird eine 5 ml HisTrap-Saule
verwendet. Alle verwendeten Lésungen sowie die Probe werden zuvor mit Hilfe eines
Filters (Porengrofie 0,45 um) filtriert. Die Aufreinigung erfolgt mittels des Akta Purifier
bei einer Flussrate 5,0 ml/min. Bevor die Probe auf die Saule aufgetragen wird, muss
diese mit 5 Saulenvolumen Bindepuffer aquilibriert werden. Die Probe wird mit Hilfe
einer 50 ml Probenschleife auf die Saule aufgetragen, wobei der Durchfluss
gesammelt und eventuell erneut aufgetragen wird. Anschliel3end wird die Saule mit 2
bis 3 Saulenvolumen Bindungs-Puffer gespult, um ungebundene Proteine von der
Saule zu waschen. Die Elution des Proteins erfolgt durch Spulen mit 3
Saulenvolumen Elutions-Puffer (Lésung V). Die Detektion der Proteine erfolgt tber
spektrometrisch bei 280 nm. Alle 2 Minuten werden jeweils 10 ml mit Hilfe eines
Fraktionssammlers gesammelt. Zur Regeneration der Saule wird diese mit 5 bis 10
Saulenvolumen Regenerations-Puffer gewaschen, um die Nickel-Atome von der
Saule zu spulen. Nun wird die Saule mit 5 bis 10 Saulenvolumen Bindepuffer
(Loésung 1lII) und dann mit 5 bis 10 Saulenvolumen bidest. Wasser gesplilt.
Anschlieend wird die Saule wieder mit Nickel-lonen beladen, indem mit 5 bis 10
Saulenvolumen einer NiSO4-Losung (0,1 M) gespult wird. Dann wird nochmals mit 5
bis 10 Saulenvolumen bidest. Wasser gespult. Die Lagerung der Saule erfolgt in
20% EtOH.
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3.6.2 Umkehr-Phase (Reversed Phase) HPLC

Die High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ist ein Verfahren zur
Trennung von Substanzen wie beispielsweise Proteingemischen in Losung. Die
HPLC ist eine Flussigkeitschromatographie, in welcher die zu trennende Probe in
einer mobilen, flissigen Phase durch eine stationdre Phase geschickt wird. Die
Trennung beruht hierbei auf der Adsorption (und anschlielenden Desorption) der zu
trennenden Moleklle an eine stationare Phase in Abhangigkeit der Polaritat der
Probenmolekile sowie der beiden Phasen.

Im Allgemeinen wird zwischen zwei verschiedenen HPLC-Verfahren unterschieden:
Bei der Normalphasen-HPLC wird eine polare stationare Phase (z.B. Kieselgel) und
eine unpolare mobile Phase verwendet. Die Starke der Elutionskraft ist von der
Polaritat der mobilen Phase abhangig, was dazu fuhrt, dass polare Substanzen
langer auf der Saule verweilen als unpolare und somit zu einem spateren Zeitpunkt
von der Saule eluieren. Bei der Umkehr-Phase (reversed phase-) HPLC wird eine
unpolare stationare Phase aus langkettigen Kohlenwasserstoffen verwendet sowie
eine polare mobile Phase (Wasser/Alkohol) (Abbildung 3-5). Dabei wird die zu
trennende Probe mit einem Laufmittel (mobile Phase) durch eine Saule, welche die
stationare Phase enthalt, gepumpt. Die Retention hangt von der Verteilung bzw.
Loslichkeit der Probenmolekuile in der mobilen Phase und von der Assoziation der
Molekule mit der unpolaren stationaren Phase ab. Je nachdem wie stark hierbei die
einzelnen Bestandteile der Probe an die stationare Phase binden, verbleiben die
diese unterschiedlich lange auf der Saule, wodurch es zur Auftrennung des Proben-
Gemischs kommt. Die Auflosung hangt unter anderem von der Probenkonzentration,
Flussrate, Temperatur, Gradient sowie den chemischen Eigenschaften des
Saulenmaterials, der Laufmittel und der zu trennenden Molekille ab. Der Nachweis
der verschiedenen Substanzen erfolgt mit Hilfe eines UV-Detektors. Proteine kdnnen
anhand ihrer Absorption bei ca. 220 nm (Peptidbindung) bzw. zwischen 260 —

280 nm (aromatische Aminosauren) nachgewiesen werden.
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Abbildung 3-5: Trennprinzip der Umkehr-Phase-HPLC. a) Uber hydrophobe Wechselwirkungen binden
die hydrophoben Proteine (grau) an die langen Kohlenwasserstoffketten. b) durch zunehmende
Konzentration an organischen Ldsungsmitteln (hier Acetonitril (AN) und Isopropanol (IP)) wird die

mobile Phase zunehmend unpolarer, so dass es zur Elution der hydrophoben Molekile kommt.

Die Aufreinigung aller E5-Proteine erfolgt Uber eine semipraparative RP-Polymer-
Saule (Vydac, 259VHP1510 250 x 10 mm) mit nachfolgend beschriebenen
Gradienten bei einer Temperatur von 60° C. Zur Analyse wird die entsprechende
Analytik-Saule (Vydac, 259VHP54, 250 x 4,6 mm) verwendet.

Fur die Trennung der verschiedenen Spaltprodukte nach dem Hydroxylamin-Verdau
sowie zur Entsalzung der Proben wird im semipraparativen Malistab folgender

mehrstufiger Gradient benutzt:

Zeit [min] % A % B Flussrate ml/min
0 90 10 6
2 25 75 6
6 22 78 6
8 22 78 2
16 5 95 2
17 5 95 6
18 90 10 6
21 90 10 6
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Pro Lauf werden maximal 2,5 ml Verdau-Ldésung Uber eine 5 ml Probenschleife
aufgetragen. AnschlieBend werden 3*5 ml Wasser injiziert um alle hydrophilen
Molekule sowie Salze von der Saule zu waschen. Der Gradient wird gestartet, sobald
der Durchfluss die Saule passiert hat und entsprechend die Absorption bei 220 nm
zuruick auf Null gegangen ist.

FUr analytische Laufe wird folgender Gradienten benutzt, wobei je nach
Konzentration zwischen 20 pl und 500 pl Verdau-Losung Uber eine entsprechende

Probenschleife aufgetragen werden:

Zeit [min] % A % B Flussrate ml/min
0 90 10 1,2
2 90 10 1,2
11 4 96 1,2
13 4 96 1,2
17 90 10 1,2
21 90 10 1,2
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3.7 Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie

Die notwendige Theorie zur CD-Spektroskopie ist in den Abschnitten 1.3.1 und 1.3.2
dargestellt.

3.7.1 Gebrauchliche Einheiten der CD-Spektroskopie
Die Messgrolie der CD-Spektroskopie ist die Absorptionsdifferenz aus links und
rechts zirkular polarisierten Licht (Winter, R. und Noll, F., 1998). Nach dem Labert-

Beer-Gesetz qilt:

AE
Ag=¢g —gg=—" [L * mol"* cm]
c*d

Ein CD-Spektrum ergibt sich aus dem gemessenen molaren Circulardichroismus Ag
als Funktion der Wellenlange, wobei als eine weitere gebrauchliche Einheit die
Elliptizitdt © verwendet wird, welche in Winkelgraden (deg) oder Tausendstel

Winkelgraden (mdeg) angegeben wird:
0 = arctan (b/a)
Hierbei beschreiben a und b die grolie bzw. kleine Halbachse der Ellipse, welche

durch den Feldvektor des elliptisch polarisierten Lichts beschrieben wird (Abbildung
3-6).

Abbildung 3-6: groRe (a) und kleine Halbachse (b) bilden ein rechtwinkliges Dreieck, in welchem der
Winkel gegenuber der kleinen Halbachse die Ellipizitat 0 ist.

Quelle: Abbildung modifiziert tbernommen aus Berova, N. et al., Circular Dichroism: Principles and
Application, WILEY-VCH, 2.Edition, New York, Abbildung 1.17 c.
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Fir Biomoleklle wie Proteine wird in der Literatur oftmals auch die mittlere molare

Elliptizitat pro Aminosaurerest [6]vre angegeben, wobei gilt:

0
[Blyge= —— [deg * cm?* dmol]
10*C,*d
C,=(n*cy) /M, [mol/L]

0: Elliptizitat

d: Schichtdicke [cm]

n: Anzahl Peptidbindungen
cg: Proteinkonzentration [g/L]

M;: Molekulargewicht [g/mol]

3.7.2 CD-Messung
Die Durchfihrung von CD-Messungen erfolgt in einem Spektropolarimeter. Hierzu
werden ca. 200 pl Probe in eine 1 mm Quarzglas-Kivette geflllt und das
entsprechende CD-Spektrum zwischen 180 nm und 260 nm aufgenommen, wobei
zuvor das entsprechende Referenzspektrum der Matrix ohne Protein gemessen und
vom Probenspektrum abgezogen wird. Die CD-Messung erfolgt unter Verwendung
folgender Parameter:

e Empfindlichkeit: Standardmessbereich 0—100 mdeg

e Wellenlangen-Messbereich: 180 — 260 nm

e Messgeschwindigkeit: 10 nm/min bzw. 20 nm/min

e Mess-Modus: kontinuierlich

¢ Response-Zeit Detektor: 8 bzw. 4 sek.

e Abstand Datenpunkte: 0,1 nm

e Spektrale Bandbreite: 1 nm

e 3 Spektren-Mittelungen
Proteinproben in 2,2,2-Trifluorethanol (TFE) und / oder Detergenzien werden
ublicherweise bei 20° C gemessen, Lipidproben entsprechend oberhalb ihrer
Phasenubergangstemperatur. AnschlieBend erfolgt die Glattung der CD-Spektren
sowie die Basislinien-Korrektur der Spektren, so dass bei 260 nm ein Elliptizitatswert

von Null erhalten wird.
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3.7.3 Sekundarstruktur-Auswertung von CD-Spektren

FUr die Berechnung der prozentualen Anteile der verschiedenen Sekundarstruktur-
Elemente eines Proteins ist die Bestimmung der exakten Konzentration der
gemessenen Probe erforderlich. Anhand der aromatischen Aminosauren Tyrosin und
Tryptophan in E5 kann die Konzentration durch Messung der UV-Absorption bei
280 nm ermittelt werden (Pace, C.N. et al., 1995). Das UV-Spektrum eines 100 pl-
Probenaliquots wird zwischen 240 nm und 340 nm bei einer Temperatur von 20° C in
einer 1 cm Halbmikrokuvette aufgenommen. Mit Hilfe des Lambert-Beer-Gesetzes

kann dann die Konzentration bestimmt werden:

E=¢*c*d
E280nm
c:
c*d

[€]: molarer Extinktionskoeffizient
[d]: Schichtdicke der Klvette: 1 cm
[E2s0]: Extinktion bei 280 nm

Der molare Extinktionskoeffizient € hangt hierbei von der Anzahl der aromatischen
Aminosaurereste Tyrosin und Trypotophan im Protein sowie im geringen Mal3e auch
von Cystein ab und kann anhand folgender Formel bestimmt werden (Pace, C.N. et
al., 1995):

= * * *
€=nNn 8Tyr +n aTrp +n Scys

n: Anzahl Tyrosin, Tryptophan, Cystein

e: Extinktionskoeffizient
ETryptophan: 5500 [L * mol™ * cm™]

ETyrosin: 1490 [L * mol™” * cm™]

Ecystin: 125 [L * mol™ * cm™]

Somit betragt der molare Extinktionskoeffizienten flr das E5-Wildtyp-Protein 12615

[L * mol™" * cm™] und fiir die verschiedenen Mutanten 12490 [L * mol™ * cm™].
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Die Analyse der Sekundarstruktur-Anteile der E5-Proben erfolgt durch Verwendung
verschiedener mathematischer Algorithmen, welche auf dem DICHROWEB-Server
der Universitat Birkbeck (London) zu Verflgung gestellt werden (Lobley, A. et al.,
2002; Whitmore, L. und Wallace, B.A., 2004). Hierbei werden die Algorithmen
CONTIN LL (Provencher, S.W. und Glockner, J., 1981; van Stokkum, |.H.M. et al.,
1990), CDSSTR (Sreerama, N. und Woody, R.W., 2000) und SELCON 3 (Sreerama,
N. und Woody, R.W., 1993; Sreerama, N. et al., 1999) verwendet, welche die
experimentell ermittelten CD-Spektren dekonvulieren und die Anteile der
Basisspektren berechnen. Fur die Sekundarstruktur-Analyse wird ein Referenz-
Datensatz bestehend aus 48 Proteinen (Set 7 im Dichroweb-Server) gewahlt. Als
Ergebnis erhalt man die Zusammensetzung der Probe unterteilt in Helix 1 und 2, -
strand 1 und 2, B-turn und random. Helix 1 stellt hierbei eine regulare Helix ar aus
mindestens 6 Aminosaureresten mit 3,6 Resten pro Umlauf und einer Ganghdhe von
0,54 nm dar (Sreerama, N. et al., 1999). Helix 2 entspricht einer deformierten Helix
ap, welche am Anfang und am Ende einer regularen Helix vorkommt und zwischen 1
und 3 Aminosaurereste umfasst. Eine ahnliche Unterteilung gilt fur -
Faltblattstrukturen. Die Bewertung der Qualitdt der Ergebnisse erfolgt durch
Vergleich des experimentell gewonnenen Spektrums mit dem, aus den berechneten
Sekundarstrukturanteilen ermittelten, zurickgerechneten CD-Spektrum. Hierbei wird
ein NRMSD (normalized root mean_squared deviation)-Wert erzeugt, welcher sich
nach folgender Formel berechnet (Whitmore, L. und Wallace, B.A., 2004):

1
z (eexp - ecal)2 ]E

NRMSD = [
Z (Bexp)’

Bexp: Experimentelle molare Elliptizitat

B.a: Berechnete molare Elliptizitat aus der Sekundarstruktur-Analyse

Um eine gute Anpassung der berechneten Spektren an die gemessenen Spektren zu
gewahrleisten, sollte der NRMSD-Wert im Falle von CONTIN LL und CDSSTR
kleiner 0,1 bzw. bei SELCON 3 kleiner 0,25 sein.

Eine andere, altere Methode zur Abschatzung lediglich des a-helikalen Anteils einer

CD-Probe, welche nicht auf die genannten Algorithmen zurlckgreift, bietet die
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Einzelwellenlangen-Auswertung (Yang, J.T. et al., 1986; Bulheller, B.M. et al., 2007).
Diese einfache und schnelle Methode schatzt den a-Helixanteil anhand der

Absorption bei 220 nm unter Verwendung folgender Formel ab:

6] 5

" [8,1py * (1-3IN)

Fu

fn: fraktionaler Anteil an a-Helix in der Probe
[6] 220: molare Elliptizitat der Probe bei 220 nm
[BH-]220: molare Elliptizitat a-Helix mit maximaler Helizitat bei 220 nm

N: Anzahl Aminosauren im Protein

Hierbei wird angenommen, dass das CD-Spektrum eines Proteins mit 100%
Helixanteil einen molaren Ellipizititswert bei 220 nm von - 37000 [deg * cm? * dmol ]
aufweist (Yang, J.T. et al., 1986; Bulheller, B.M. et al., 2007). Der a-Helixanteil fy der
Probe ergibt sich dann durch Division der experimentell ermittelten Elliptizitat bei m
220 nm durch die maximal erreichbare Elliptizitat unter Bertcksichtigung der

Proteingrolie.

3.7.4 OCD-Messung

Die OCD Messung erfolgt in einem Spektropolarimeter mit einer eigens hierfir im
Arbeitskreis Ulrich konstruierten OCD-Zelle, in welcher die makroskopisch orientierte
Probe senkrecht zum einfallenden Lichtstrahl eingebaut wird (Abbildung 3-7; Burck,
J. et al.,, 2008). Die Temperatur kann Uber einen zugeschalteten Thermostaten
kontrolliert werden. Die Luftfeuchtigkeit von 97% rH wird mit gesattigter
Kaliumsulfatlésung erreicht. Durch Rotation der OCD-Zelle um den Lichtstrahl kann
die Probe unter acht verschiedenen Winkeln (0°, 45°, 90°, 135°, 180°, 225°, 270°,
325°) gemessen werden, wobei jeweils drei Messungen gemittelt werden. Am Ende
werden die OCD-Spektren uber alle Winkel gemittelt, wodurch auftretende Artefakte,
vor allem verursacht durch Lineardichroismus bzw. Doppelbrechung aufgrund von
Unebenheiten in der Membranoberflache, abgeschwacht werden. Um abzuschatzen,
wie stark LD-Effekte die OCD-Messungen beeinflusst haben, wird zusatzlich ein LD-

Spektrum bei 0° gemessen. Entsprechend wird ein Referenzspektrum der Matrix
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ohne Protein aufgenommen, welches schliel3lich vom gemittelten Probenspektrum

abgezogen wird.

Zuleitungen zum Thermostaten

....... austauschbare OCD-

. MeBzelle in
.+ Probenkammer

Ringkammer fir
......... Salzlésung mit
- Feuchtigkeitssensor

Ringkammer fiir
temperiertes Wasser -

mit Temperaturfiihler -
Quarzglaspléattchen

mit Probe

Abbildung 3-7: Schematische Darstellung des Aufbaus einer OCD-Zelle. Die Probe wird senkrecht
zum Lichtstrahl (Pfeil) in der Mitte der Zelle eingebaut.

Quelle: Abbildung zur Verfuigung gestellt von Roth, S., in Anlehnung an Burck, J. et al., 2008,
Abbildung 1.

3.7.5 Berechnung des Peptid-Neigungswinkels in orientierten CD-Proben

Die OCD-Spektroskopie erlaubt unter gewissen Umstanden auch die Bestimmung
der Orientierung eines helikalen Proteins in der Lipidmembran. Der Neigungswinkel
ist hierbei definiert als der Winkel zwischen der Helixachse der Proteinmolekile und

der Membrannormale in orientierten Lipidproben (Abbildung 3-8).

Abbildung 3-8: Der Winkel B beschreibt die Neigung der Helixachse in Bezug auf die Membran-

Normale N in orientierten Lipiddoppelschichten

Mit Hilfe des Ordnungsparamters S, kann die Ausrichtung von Proteinen in
orientierten  Lipid-Doppelschichten  bestimmt  werden. Hierbei ist der

Ordnungsparameter S;, definiert durch:
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3
S, = 7(coszﬁ—1)

Der Neigungswinkel 8 kann durch Umformen aus obiger Formel berechnet werden
(Vogel, H., 1987; Clayton, A.H.A. und Saywer, W.H., 2000):

cosf =\ (2*S,+1)/3

Hierbei wird der Helix-Ordnungsparameter S, verwendet, welcher sich nach
folgender Formel ermitteln lasst (Vogel, H., 1987; Clayton, A.H.A. und Saywer, W.H.,
2000):

210nm

(18P -[O1)o

fu  ([61°-[6])2"™

ref

Sh = sref

S™": Helix-Ordnungsparameter des ReferenzproteinsMelittin (S™ = 0,62)

frer: fraktionaler Helixanteil Referenz-Protein (frer= 0,74)

fn: fraktionaler Helixanteil Probe (siehe 3.7.3)

[6]°: molare Elliptizitat orientierte Probe

[6]" molare Elliptizitat nicht-orientierte Probe

([6]° — [B]")rer: Differenzwert Referenzprotein bei 210 nm (19000 [deg cm? decimol™))

Die Berechung des Neigungswinkels erfolgt mit Hilfe des Helixanteils (fn), welcher
anhand der CD-Probe ermittelt wird, sowie des Differenzwertes bei 210 nm ([6]° —
[6]") aus dem gemessenen OCD-Spektrum und dem entsprechenden isotropen CD-
Spektrum des Proteins in Lipidvesikeln. Die 210 nm Bande ist von besonderer
Bedeutung, da diese am starksten von der Orientierung der Helix in der Membran

abhangt.
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Zur Ermittlung des Differenzwertes bei 210 nm muss die Ellipizitat des gemessenen
OCD-Spektrums in molare Ellipizitaten pro Aminosaure-Rest (MRE) umgewandelt
werden. Die Umrechnung erfolgt in Anlehnung an die oben fur die CD-Spektren von

geldsten Proteinen beschriebenen Formeln:

8*M, 8*M,*V 0*M,*F

r

[0]wre = = = [deg * cm?2 * dmol]

10 *(n " cy)* d 10*n*m*d 10*n*m

wobei gilt cg[g/L]=m[g]/V [cm’]

8: gemessene Elliptizitat [deg]

d: Schichtdicke [cm]

n: Anzahl Peptidbindungen

M;: Molekulargewicht des Proteins [g/mol]
F: Kreisflache OCD-Probe [cm?]

Cq: Proteinkonzentration [g/L]

m: Proteinmenge [g]

V: Volumen der Probe [cm?]

3.7.6 Praparation von CD- und OCD-Proben

Bei der Herstellung von CD- bzw. OCD-Proben wird aus den lyophilisierten Protein-
Fraktionen nach der Dialyse eine Protein-Stammldsung mit Hilfe von TFE hergestellit.
Hierzu wird ca. 1 mg Proteinpulver mit 1 ml TFE versetzt und nichtldsliche
Bestandteile sowie Verunreinigungen durch Zentrifugation (15 Minuten bei maximaler
Geschwindigkeit) entfernt. Die  Protein-Konzentrationen  dieser  E5-TFE-
Stammldsungen werden durch Verdinnen mit TFE so eingestellt, dass die
resultierenden CD-Spektren ein Maximum zwischen 15 — 20 mdeg bei 195 nm
aufweisen, was einer Konzentration von ca. 0,03 mg/ml bzw. ca. 6,7 umol Protein
entspricht. Aus diesen E5-TFE-Stammlésungen werden durch Entnahme der
entsprechenden Aliquote die CD-Proben in Detergenzien und Lipiden hergestellt.
Durch die Verwendung einer Protein-Stammldsung ist neben einer einfachen
Probenherstellung auch eine hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gewahrleistet.

Die Lagerung der E5-TFE-Stammldésungen erfolgt bei -20° C.
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Bei der CD-Probenherstellung wird ein Aliquot der Protein-TFE-Stammldsung,
welches zwischen 5 — 10 pymol Protein enthalt, und ein Aliquot der Detergenz/Lipid-
TFE-Stammldsung, welche die gewunschte Menge Detergenz/Lipid enthalt, in ein
2 ml Glasgefald gefullt. Um eine homogene Verteilung der Detergenzien und Lipide
zu gewahrleisten wird zusatzlich noch 200 ul reines TFE zugegeben. Zum Entfernen
des organischen Losungsmittels wird die Probe anschlielend unter einem N»- oder
Ar-Strom bis zur Trockenheit abgedampft. Um alle Spuren an Losungsmittel
vollstandig zu entfernen wird die Probe Uber Nacht im Vakuum gehalten.
Anschlie®end erfolgt die Rehydratisierung unter sauren pH-Wert mit angesauertem
Wasser um Aggregation zu vermeiden. Der pH-Wert kann anschlielRend
gegebenenfalls mit 10 mM Phosphatpuffer neutralisiert werden. Die Proben werden
gut gemischt und 3 Minuten im Ultraschallbad behandelt (Branson Sonifier 250, duty
cycle 70%, output control 8). Lipidproben werden zusatzlich noch 10 — 20 Minuten
bei maximaler Leistung im Ultraschallwasserbad behandelt. Bis zur Messung werden
die Proben oberhalb der Phasenubergangstemperatur der Lipide inkubiert.

Fir die CD-Messungen werden folgenden Detergenzien und Lipide verwendet:
Zwitterionisch ungeladen negativ geladen

10 mM DHgPC 25 mM DDM 10 mM LPPG

10 mM DPC 25 mM OG 30 mM SDS

10 mM LMPC

10 mM LPPC

2,83 mM DMPC

2,83 mM DLPC

1,6 mM POPC

OCD-Proben werden analog dem oben beschrieben Protokoll hergestellt. Aus den
wassrigen Suspensionen der Proteoliposomen wird hierbei ein Aliquot, welches
0,2 mg Lipid enthalt auf ein Quarzglas-Fenster aufgetragen, wobei eine Kreisflache
mit dem Durchmesser von 11 mm nicht Uberschritten werden darf, um die Probe im
zentral gefuhrten Lichtstrahl in der OCD-Zelle messen zu kbénnen und
reproduzierbare Ergebnisse zu gewahrleisten. Die Probe wird im Luftstrom
getrocknet und anschlieBend 3 h unter Vakuum gehalten. Die Rehydratisierung
erfolgt innerhalb der OCD Zelle oberhalb der Phasen-Ubergangstemperatur und bei
einer Luftfeuchtigkeit von 97% Uber Nacht.
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3.8 Kernspinmagnetresonanz (NMR)-Spektroskopie

Die notwendige Theorie zur NMR-Spektroskopie ist in den Abschnitten 1.3.3 und
1.3.4 dargestellt.

3.8.1 Praparation von NMR-Proben

Aufgrund der geringen naturlichen Haufigkeit und der niedrigen Empfindlichkeit
werden ">C und N fiir die Strukturuntersuchungen in Proteinen angereichert. Durch
Zugabe speziell markierter °N-Stickstoff- bzw. "*C-Kohlenstoff-Quellen wahrend der
Herstellung des zu untersuchenden Proteins durch bakterielle Protein-Expression ist
eine gleichformige Markierung aller Stickstoff- bzw. Kohlenstoff-Atome mdglich. Fur
die Stickstoff-Markierung werden entsprechende 'N-Ammoniumsalze als einzige
Stickstoff-Quelle verwendet, wodurch die Stickstoff-Atome der Peptidbindungen und
Seitenketten markiert werden. Die Kohlenstoff-Markierungen erfolgen Uber Zugabe
von "C-Glucose, so dass alle Kohlenstoffatome des Proteins markiert werden. Die
Herstellung der NMR-Proben erfolgt entsprechend der CD-Probenherstellung aus 1 —
2 mg lyophilisierten °N-markierten Proteinpulver, welches in 500 pl TFE aufgeldst
wird. Zum besseren Auflosen werden die Proben ca. 5 Minuten im Ultraschallbad
behandelt, bevor vorhandene nichtlosliche Bestandteile, wie Verunreinigungen und
Salze, durch Zentrifugation (15 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit) entfernt
werden. NMR-Proben in reinem TFE werden anschlieRend mit 10 — 20% D,0O sowie
0,2 mmol DSS versetzt und der pH-Wert gegebenenfalls durch Zugabe von HCL
oder NaOH korrigiert, bevor die Proben in 5 mm-Probenréhren gefullt werden. Bei
Detergenz-haltigen NMR-Proben werden 200 mM deuterierte Detergenzien (SDSgzs,
DPCygss) in Pulverform direkt zu den E5-haltigen TFE-Lésungen gegeben und das
organische Losungsmittel unter Np-Strom abgedampft. Zur Entfernung restlicher
Spuren von TFE werden die Proben zusatzlich uber Nacht unter Vakuum gehalten.
Die Rehydratisierung erfolgt anschlielend in 500 ul sauren H,O (pH ~3), wodurch
Aggregationen vermieden werden sollen. Gegebenfalls kann der pH-Wert
nachtraglich durch Zugabe von Phosphatpuffer oder NaOH verandert werden. Zum
vollstandigen Losen werden die Proben 5 Minuten im Ultraschallbad behandelt,
bevor 10% D20 und 0,2 mmol DSS zugesetzt und die Proben in 5 mm-Probenrdhren
gefullt werden.

Alle HSQC-Experimente werden an einem Bruker DMX 600 MHz Spektrometer

durchgefiihrt. Nach dem Aquilibrieren der Proben auf eine Temperatur von 37° C
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wird der ,lock® auf H,O/D,0 eingestellt und die Feldhomogenitat individuell optimiert.
AnschlieRend erfolgt die 'H- und 'N-Pulslangenbestimmung jeweils anhand des
360° Pulses, wobei das entsprechende Signal Null sein sollte. Zur Unterdrickung
des Wassersignals wird die Protonen-Einstrahlfrequenz auf die Resonanz der

Wasserlinie gesetzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Herstellung des E5-Proteins und von Mutanten

4.1.1 E5-Konstrukte aus voran gegangenen Arbeiten

Das E5-Wildtyp-Gen wurde durch chemische Nukleotidsynthese synthetisiert und
mittels PCR amplifiziert. In der Doktorarbeit von S. Benamira wurde das E5-Wildtyp
Gen in den Expressionsvektor pMMHb einkloniert, welcher neben einem Hiso-Tag
noch zusatzlich eine trp-ALE-Sequenz enthielt (Abbildung 4-1). Die trp-ALE-Sequenz
leitet sich vom Tryptophan-Operon in E.coli ab, welches die Gene fur den
Tryptophan-Stoffwechsel enthalt. Die Sequenz besteht aus der Nukleotid-Sequenz
von trp L, welche das Trp-Leader-Peptid kodiert, und dem C-terminalen Bereich des
Strukturgens frp E, einem Bestandteil der Tryptophan-Synthethase (Miozzari, G.F.
und Yanofsky, C., 1978). Fusionsproteine, welche die trp-ALE-Sequenz beinhalten,
zeigen eine erhohte Expressionsrate und kdénnen leicht aufgereinigt werden, da die
Fusionsproteine in unloslichen Inclusion Bodies (IB) eingeschlossen werden. Der
Hiso-Tag ermdglicht die Trennung der frp-ALE-ES5-Fusionsproteine von anderen
zelluldren Proteinen, welche beim Zellaufschluss mit isoliert werden, Uber
Affinitatschromatographie. Im letzten Schritt der Proteinherstellung erfolgt dann die
Abspaltung der trp-ALE-Sequenz sowie des Hisg-Tags durch chemische Spaltung.
Hierzu wurde eine Hydroxylamin-Schnittstelle zwischen beiden Tags und ES5

eingebaut.

T7 Promotor Hisy-Tag
\

\—— T7 Terminator
pPMMHDb - E5

3680 bp
~ori

Amp’

Abbildung 4-1: Vektor-Karte des Fusionsproteins trp-ALE-E5-Wildtyp im Expressionsvektor pMMHb.
Trp-ALE-Sequenz und Hisg-Tag befinden sich N-terminal von E5 und sind Uber eine Hydroxylamin-
Schnittstelle abspaltbar.
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Die Dimerisierung des E5 Proteins ist ein entscheidender Faktor fir die Interaktion
mit dem PDGF-R-Rezeptor. Um die Rolle der Disulfidbricken bei dieser
Dimerisierung zu untersuchen, wurden bereits in der Doktorarbeit von S. Benamira
zwei Cystein-Mutanten hergestellt (Abbildung 4-2). Basierend auf dem E5-Wildtyp-
Konstrukt wurde hierbei durch Mutagenese-PCR die Einfach-Cystein-Mutante E5-
ACA hergestellt. Hierbei wurde die Aminosaure-Sequenz CSC (Position 37 bis 39
der Wildtyp-Sequenz) durch Dreifach-Substitution in ACA umgewandelt. E5-ACA
kann somit nur eine Disulfidbricke ausbilden, welche sich im Vergleich zum Wildtyp
zwischen den beiden ursprunglichen Positionen befindet. Weiterhin wurde durch
Substitution des Cysteins in E5-ACA die Doppel-Cystein-Mutante E5-ASA erhalten,
welche keine Disulfidbricke ausbilden kann und somit eine monomere Version des
E5 Proteins darstellt. Diese Mutanten waren erzeugt worden, um in spateren
Experimenten festzustellen, ob eine kovalente Dimerisierung von E5 zwingend
erforderlich ist, ob eine Disulfidbriicke ausreicht und ob die Position dieser Briicke

eine Rolle spielt (auch in Abhangigkeit von der noch unbekannten Sekundarstruktur).

E5-WT (E5-CSC) DHFECSCTGLPF

}

E5-ACA DHFEACATGLPF
E5-ASA DHFEASATGLPF

Abbildung 4-2: Substitutionen bei der Herstellung der Mutanten E5-ACA und E5-ASA. Gezeigt ist
jeweils die Aminosauresequenz zwischen Asparaginsaure 33 und Phenylalanin 44, wobei das Triplett
zwischen Position 37 und 39 hervorgehoben ist. E5-ACA entstand durch Mutation der Abfolge CSC zu
ACA, wahrend die Mutante E5-ASA aus E5-ACA durch Substitution des Cysteins zu Serin hervorging.

4.1.2 Neue Einfach-Cystein-Mutanten E5-ASC und E5-CSA

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei weitere Einfach-Cystein-Mutanten hergestellt.
Bei E5-ASC und E5-CSA wurde jeweils eines der beiden Cysteine des Wildtyps
substituiert, so dass beide Proteine nur eine Disulfidbricke ausbilden kdnnen
(Abbildung 4-3). Im Vergleich zur bereits vorhandenen Einfach-Cystein-Mutante E5-

ACA wurde die Position der Disulfidbricke hierbei nicht verandert. Die Untersuchung
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dieser beiden Mutanten soll zeigen, ob die beiden Proteinstrange parallel zueinander
angeordnet sein mussen um die Disulfidbricke zu bilden, oder ob eine antiparallele
Vernetzung der beiden Cysteine (sozusagen uberkreuz) fur die Strukturbildung und

Funktion von ES vorliegen muss.

E5-WT (E5-CSC) DHFECSCTGLPF

t/////////// \\\\\\\\\\\\A

E5-ASC DHFEASCTGLPF DHFECSATGLPF E5-CSA

Abbildung 4-3: Substitutionen bei der Herstellung der Mutanten E5-ASC und E5-CSA. Gezeigt ist
jeweils die Aminosauresequenz zwischen Asparaginsaure 33 und Phenylalanin 44, wobei das Triplett
zwischen Position 37 und 39 hervor gehoben ist. Bei E5-ASC wurde das Cystein an Position 39 durch

Alanin ersetzt, bei E5-CSA entsprechend Cystein 37.

Die Herstellung beider Mutanten durch Mutagenese-PCR basierend auf dem trp-
ALE-E5-Wildtyp-Konstrukt erfolgte mit Hilfe des Quick Change Site Directed
Mutagenese-Kits (siehe Abschnitt 3.3).

Der Aminosaureaustausch von Cystein zu Alanin erfolgte durch spezielle
Mutagenese-Primer, welche die entsprechende Mutation auf DNA-Ebene einbauen.
Hierbei wurde bei E5-ASC das Nukelotid-Triplett TGC der Wildtyp-Sequenz zu GCT
umgewandelt; bei E5-CSA das Triplett TGT zu GCT getauscht (Abbildung 4-4).

F E CcC S C T G F E C S C T G
TTT GAG TGC TCC TGT ACA GGT TTT GAG TGC TCC TGT ACA GGT
TTT GAG GCT TCC TGT ACA GGT TTT GAG TGC TCC GCT ACA GGT

F E A 8§ C 1T @ F E € 8§ A T @

Abbildung 4-4: Veranderung der Nukleotid- bzw. Aminosauresequenz bei der Herstellung der Einfach-
Cystein-Mutanten E5-ASC (links) und E5-CSA (rechts) durch Mutagenese-PCR. Gezeigt ist der
Bereich zwischen Phenylalanin 35 und Glycin 41 sowie die zugehodrigen Nukleotid-Codons. Bei ES5-
ASC wurde das Triplett TGC durch GCT ersetzt. Im Falle von E5-CSA wurde entsprechend das
Triplett TGT ersetzt.
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Der Erfolg der Mutagenese-PCR wurde anschlielend durch Sequenzierung
uberpruft. Sowohl fir E5-ASC als E5-CSA wurde die jeweiligen Substitutionen
erfolgreich umgesetzt (Abbildung 4-5).

A PR,

A s c Stop

G.e.—:.e.T'TT—G.:-.GITG:T'C.CGSTI.-ﬂ.::-.GG"T’:TG:CC—T—FAGI:,G:-
C S A Stop

Abbildung 4-5: Auszug aus den Ergebnissen der Sequenzierung fur trp-ALE-E5-ASC und -CSA.
Gezeigt ist der kodierende DNA-Bereich fir beide E5-Mutanten zwischen Asparaginsaure 33 und dem
Stop-Codon (blau).

4.1.3 Herstellung und Aufreinigung der trp-ALE-E5-Fusionsproteine

Alle E5-Konstrukte wurden in E.coli BL21 (DE3) transformiert und in LB-Medium
exprimiert, um ausreichende Mengen an Protein flir die Strukturuntersuchungen mit
CD herzustellen. Zur '°N-Isotopen-Markierung fiir NMR-spektroskopische
Untersuchungen wurde entsprechend M9-Minimalmedium verwendet, welches
("°*NH,4).S0; als einzige Stickstoffquelle enthilt (siehe Abschnitt 3.2.8).

Alle Kulturen wurden bei 37° C und 220 rpm im Schattelinkubator wachsen gelassen,
wobei die LB-Kulturen im Allgemeinen eine verlangerte Anlaufphase (lag-Phase) im
Vergleich zu den M9-Kulturen zeigten. Beim Erreichen einer optischen Dichte ODgg
von ca. 0,6 — 0,8 wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 0,2 mM IPTG
induziert. Sowohl im Vollmedium als auch im Minimalmedium erreichte die
Expression der frp-ALE-E5-Fusionsproteine ihren Hohepunkt nach etwa sechs
Stunden, weswegen zu diesem Zeitpunkt die Zellernte erfolgte (Abbildung 4-6). In
beiden Medien wurde auch eine geringe Basalexpression der Fusionsproteine vor
der Induktion festgestellt. Fur alle E5-Varianten wurden durchschnittlich pro Liter LB-
Medium ca. 4 g bzw. pro Liter M9-Minimalmedium 2 g Zellmasse (Nassgewicht)

gewonnen.
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-1 0 1 +2 +3 +4 +5 +6 +20
Zeit nach Induktion [h]

Abbildung 4-6: Expression des 18,6 kDa trp-ALE-E5-Wildtyp-Fusionsproteins in M9-Minimalmedium
zwischen 1 h vor Induktion (-1) und 20 h nach Induktion (+20). Die Expression erreicht ihren

Hoéhepunkt nach ca. 6 Stunden.

Im Allgemeinen scheint der Fusionsproteinansatz mit der trp-ALE-Sequenz gut
geeignet fur die Expression bestimmter hydrophober Membranproteine zu sein, da
auf die gleiche Weise unter anderem auch die Transmembrandoméane des PDGF-[3-
Rezeptors erfolgreich im Arbeitskreis Ulrich hergestellt werden kann (Hoffmann, S.,
personliche Kommunikation).

Zur Isolierung der E5-Fusionsproteine wurden die Zellen mittels mehrmaliger
Ultraschallbehandlung aufgeschlossen und alle I6slichen Bestandteile jeweils durch
Zentrifugation abgetrennt (siehe Abschnitt 3.5.1). Die E5 enthaltenden IB verblieben
hierbei aufgrund ihres Gewichts im Pellet und konnten auf diese Weise einfach
isoliert werden. Der Vergleich der IB-Fraktion des E5-Wildtyp-Proteins vor und nach
der Affinitatschromatographie mittels analytischer HPLC zeigt, dass die
Affinitatschromatographie zu keiner Verbesserung der Reinheit fuhrt (Abbildung 4-7).
Nach dem Zellaufschluss bestand die IB-Fraktion hauptsachlich aus
Fusionsproteinen, wobei diese als Monomere und kovalente Dimere vorlagen.
Wahrend des Zellaufschlusses kam es zu einer spontanen, aber unvollstandigen
Dimerisierung der Fusionsproteine durch Sauerstoff. Da die trp-ALE-Sequenz selbst
uber keine Cysteine verfugt, konnte die Dimerisierung der Fusionsproteine nur Uber
die Cysteine in E5 erfolgen. Wahrscheinlich wird die spontane Oxidation durch
Guanidin-Hydrochlorid begulnstigt, welches als Denaturierungsmittel fir die
Entfaltung der Proteine sorgt, wodurch die Cysteine frei zuganglich fur die

Dimerisierung sind. Neben E5 wurden in geringem Malie noch verschiedene
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Verunreinigungen  festgestellt, wobei diese auch nicht durch die
Affinitatschromatographie zu entfernen waren. Hierbei handelte es sich
moglicherweise um verschiedene E5-Abbruch-Proteine, welche wahrend der
Expression unvollstandig gebildet wurden, aber noch Uber einen N-terminalen Hisg-
Tag verfugten, wodurch sie mit aufgereinigt wurden. Das Vorhandensein dieser
Verunreinigungen konnte aber an dieser Stelle vernachlassigt werden, da sie durch
die Aufreinigung der Hydroxylamin-Verdauprodukte im letzten Schritt der Herstellung
von ES5 letztendlich entfernt wurden. Die hier beschriebenen Beobachtungen wurden
auch bei den verschiedenen E5-Mutanten gemacht, weswegen im weiteren Verlauf

dieser Arbeit auf die Anwendung der His-Tag-Saule verzichtet werden konnte.

1000

vor His-Tag-Saule
900 i - - - -nach His-Tag-Saule

800  trp-ALE-ES5 Fusionsprotein
Monomer und Dimer

700 |
600
500

Ao [MmAU]

400

300
200
100 n

1

1 | 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Zeit [min]

Abbildung 4-7: HPLC-Chromatogramm (Detektion bei 220 nm) des Vergleichs der Trp-ALE-E5-
Wildtyp enthaltenden IB-Fraktion vor und nach der Affinitdtschromatographie mittels analytischer
HPLC (C18-Saule, linearer Gradient mit 9,5% B/min Steigung). Monomere Fusionsproteine eluierten
bei 11 Minuten, dimere Proteine bei ca. 11,5 Minuten, wahrend verschiedene andere

Verunreinigungen bereits vorher von der Saule eluieren.
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4.1.4 Hydroxylamin-Spaltung und Aufreinigung von E5

Nach dem Zellaufschluss wurden die IB-Fraktionen, welche das Fusionsprotein
enthielten, direkt in der Hydroxylamin-Verdaulésung aufgenommen und Uber Nacht
bei 45° C inkubiert (siehe Anschnitt 3.5.2). Eine Hydroxylamin-Schnittstelle befindet
sich bei allen E5-Konstrukten zwischen E5 und der trp-ALE-Sequenz mit Hisg-Tag.
Durch die Spaltung mit Hydroxylamin werden diese Tags vom E5 Protein
abgespalten, wobei ein Glycin zurlck bleibt. Die verwendete Sequenz des in dieser
Arbeit so genannten ES5-Wildtyp-Proteins (und seiner Analoga) ist somit 45
Aminosauren lang und tragt N-terminal ein Glycin. Zur HPLC-Aufreinigung der
verschiedenen E5-Proteine wurde eine Polymersaule (250 x 10 mm) verwendet und
die Qualitat der Aufreinigung durch analytische HPLC kontrolliert. Das zu trennende
Probengemisch des Hydroxylamin-Verdaus bestand aus den verschiedenen
Spaltprodukten, hierunter E5 und die abgespaltene trp-ALE-Sequenz mit Hise-Tag,
sowie einem Rest ungespaltener Fusionsproteine. Hierbei wurde festgestellt, dass
sowohl das ES5-Wildtyp-Protein wie auch die verschiedenen Einfach-Cystein-
Mutanten jeweils als Monomer und Dimer eluierten (Abbildung 4-8). Da nur das
dimere E5-Protein biologisch aktiv ist, sollte mittels HPLC auch Monomer und Dimer
voneinander getrennt werden. Monomer und Dimer haben bis auf ihre Masse sehr
ahnliche chemische Eigenschaften, weswegen die chromatographische Auftrennung
schwierig ist. Um das E5-Dimer in semipraparativen Maf3stab vom monomeren E5S zu
trennen und in ausreichenden Mengen sauber zu erhalten, wurden verschiedene
Modifikationen  der  Aufreinigungsbedingungen,  hierunter  unterschiedliche
Gradienten, Temperaturen, LoOsungsmittel-Zusammensetzungen und Flussraten
getestet. Letztendlich gelang die Trennung von Monomer und Dimer sowie der
anderen Verdau-Produkte durch eine Kombination aus einem mehrstufigen
Gradienten und wechselnden Flussraten bei einer Temperatur von 60° C (Abbildung
4-8, siehe auch Abschnitt 3.6.2). Die ersten beiden Segmente des Gradienten dienen
dazu alle anderen Proteine, welche weniger hydrophob als E5 sind, abzutrennen, so
dass nur noch die monomeren und dimeren E5-Molekile an die Saule gebunden
bleiben. In diesen Segmenten eluierten somit ungespaltene Fusionsproteine,
abgespaltene trp-ALE-Sequenz mit Hiso-Tag, eventuell vorhandene
Verunreinigungen, sowie die Salze der Hydroxylamin-Verdaulésung. Nach einer
kurzen Plateauphase, in welcher die Flussrate von 6 ml/min auf 2 ml/min reduziert

wird, erfolgt die separate Elution von monomeren und dimeren E5 im dritten
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Segment des Gradienten. Hierbei eluierte das E5-Wildtyp-Protein sowie die Einfach-
Cystein-Mutanten E5-ASC, -CSA und -ACA in zwei klar unterscheidbaren
Fraktionen, wahrend die Doppel-Cystein-Mutante E5-ASA in nur einer Fraktion von

der Saule eluierte.
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Abbildung 4-8: HPLC-Chromatogramm (Detektion bei 220 nm) der semipraparative Aufreinigung von

tro-ALE-E5-Wildtyp und trp-ALE-E5-ASA nach dem Hydroxylamin-Verdau. Die zweite Y-Achse

beschreibt die Volumen-Prozente von Loésungsmittel B. Zur Aufreinigung wurde ein mehrstufiger

200 L1

Gradient (graue Linien) verwendet. In den ersten beiden Segmenten (I und IlI) des Gradienten
eluierten ungespaltene Fusionsproteine, abgespaltene trp-ALE-Sequenz mit Hisg-Tag, sowie eventuell
vorhandene Verunreinigungen. Im dritten Segment (Ill) eluierte E5 als Monomer (8 — 14 min) bzw. als
Dimer (17 — 19 min). Durch Reduktionsmittel wie TCEP kann die Dimerfraktion entsprechend in

Monomer ungewandelt werden.

MALDI-TOF-Messungen der verschiedenen HPLC-Fraktionen ergaben, dass es sich
bei den Fraktionen mit einer Retentionszeit (RZ) von ca. 12 Minuten jeweils um
monomeres E5 handelte, wahrend die Fraktionen mit RZ = 18 Minuten den Dimeren
entsprachen (siehe folgender Abschnitt). Durch die Zugabe von Reduktionsmitteln
wie TCEP konnte die Dimerfraktion bei RZ = 18 Minuten in die entsprechende

Monomerfraktion bei RZ = 12 Minuten umgewandelt werden, was durch
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Massenspektroskopie bestatigt wurde. Auf diese Weise konnte auch gezeigt werden,
dass es sich bei der Dimerfraktion tatsachlich um kovalente Dimere handelte, welche
Disulfidbricken ausgebildet hatten. Unabhangig von der Cystein-Mutation zeigte das
Wildtyp-Protein sowie die verschiedenen Einfach-Cystein-Mutanten durchschnittlich
ein Verhaltnis von 40%:60% von Monomer:Dimer. Weder beim Wildtyp noch bei

einer der Mutanten wurde eine vollstandige Dimerisierung beobachtet.

4.2 Charakterisierung des Wildtyp-Proteins und der E5-Mutanten
4.2.1 Reste von Guanidin-Hydrochlorid nach der Aufreinigung

Um das native Protein in reiner Form zu erhalten sollte neben der Trennung der
verschiedenen Verdauprodukte die Aufreinigung mittels HPLC auch genutzt werden
um E5 vom Guanidin-Hydrochlorid abzutrennen, welches wahrend des
Zellaufschlusses und des Hydroxylamin-Verdaus benutzt wurde. Dies ist notwendig,
da die Anwesenheit von Guanidin-Hydrochlorid als Denaturierungsmittel die
Ausbildung von Wasserstoffbriucken verhindert. Mit Hilfe von Flussigkeits-NMR
wurde festgestellt, dass selbst nach der Aufreinigung von E5 durch HPLC nach
obigem Protokoll immer noch Reste von Guanidin-Hydrochlorid vorhanden waren
(Abbildung 4-9).

Guanidin-
Hydrochlorid
y ~

H pspm
Abbildung 4-9: "H-NMR-Spekrum von E5-Wildtyp in 200 mM SDS bei 40° C als Kontrolle der
Sauberkeit nach der Aufreinigung. Neben den Signalen der aliphatischen SDS-Molekile wurde auch
ein Signal bei 5 ("H) = 6,8 ppm detektiert, welches als Verunreinigung mit Guanidin-Hydrochlorid

identifiziert werden konnte.
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Um alle verbleibenden Salzreste vollstandig zu entfernen wurde nach dem Auftragen
des Probengemischs auf die HPLC-Saule und vor dem Start des oben beschrieben
Gradienten mehrmals mit Wasser nachgespult. Zusatzlich wurden alle Fraktionen
nach der HPLC anschlieRend mehrere Tage gegen destilliertes Wasser dialysiert
(siehe Abschnitt 3.5.3). Auf diese Weise sollten gewahrleistet sein, dass alle

eventuell noch vorhandene Salzreste entfernt werden.

4.2.2 ldentifizierung von Monomer und Dimer durch MALDI-TOF

Zur ldentifizierung der verschiedenen E5-Proteine und zur Uberpriifung der Reinheit
nach der Aufreinigung wurden die verschiedenen HPLC-Fraktionen mittels
Massenspektrometrie untersucht. Hierfur wurde MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonisation-Time of Flight) genutzt (siehe Abschnitt 3.5.7). Die Berechnung
der theoretischen Massen der verschiedenen E5-Proteine erfolgte mit Hilfe des
Programms ,PeptideMass® (http://www.expasy.org/cgi-bin/peptide-mass.pl), wobei
nachfolgend jeweils die durchschnittlichen Massen angegeben sind. Die Massen der
entsprechenden kovalenten ES5-Dimere errechnen sich durch Multiplikation der
theoretischen Monomermassen mal 2 abzlglich 4 Da (bei ES-CSC) bzw. 2 Da (bei
E5-ASC, -CSA und -ACA) fur entsprechend 4 bzw. 2 abgespaltene Protonen
aufgrund zweier bzw. einer geschlossenen Disulfidbricke(n). Fur die Bestimmung
der exakten Massen wurde jeweils eine interne Kalibrierung genutzt.

Beispielhaft sind die Massenspektren fur die Monomer- und Dimerfraktion fur E5-
ACA in Abbildung 4-10 gezeigt. Bei der Monomerfraktion wurden neben der
erwarteten MoleklUlmasse [Mwono]” zusatzlich auch Massen mit zusétzlichen
Vielfachen von 16 Da detektiert, was auf eine nicht-spezifische Oxidation durch
Sauerstoff schliellen lasst. Hierbei konnte es zur Oxidation der Schwefelatome und
anderer funktioneller Gruppen gekommen sein, was auch erklaren wirde, warum alle
Versuche einer vollstandige Dimerisierung durch gezielte Oxidation zu erreichen
bisher fehlgeschlagen sind. Auch bei den anderen Cystein-haltigen E5-Varianten
wurden diese zusatzlichen Massen beobachtet.

Bei der Dimerfraktion konnte die molekulare Masse des Dimers [Mpimer]
nachgewiesen werden. Neben dieser Masse wurde auch die entsprechende
Monomermasse detektiert, wobei aufgrund der niedrigen Auflésung nicht
unterschieden werden konnte, ob es sich hierbei um Verunreinigungen mit Monomer

oder um die doppelt geladenen Dimere [Mpimer]* handelte.
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Abbildung 4-10: MALDI-TOF Massenspektren der Monomerfraktion (a) und Dimerfraktion (b) von E5-
ACA. Im Ausschnitt in a) ist der Bereich zwischen 5.15 — 5.35 kDa vergréRRert dargestellt. Hierbei
wurden neben der erwarteten Monomermasse [Myono]” NOch zusétzlich weitere Massen mit Vielfachen
von 16 Da detektiert, welche auf unspezifische Oxidation mit Sauerstoff hindeuten. Bei der
Dimerfraktion wurde noch die Monomermasse oder das zweifach geladene Dimer gefunden. Siehe

hierzu auch Tabelle 4-1.

Insgesamt konnten bei den massenspektrometrischen Untersuchungen der
verschiedenen ES5-Varianten jeweils die erwarteten Molekulmassen sowohl fur das
Monomer als auch Dimer nachgewiesen werden (Tabelle 4-1). Die gemessenen
Monomermassen stimmen gut mit den theoretischen Massen Uberein, wodurch der
Erfolg der verschiedenen Cysteinsubstitutionen somit auch auf Proteinebene

nachgewiesen werden konnte.

Monomerfraktion Dimerfraktion
theoretisch gemessen theoretisch gemessen
Variante [Myonol* [Myonol* [Mpimerl* [Mpimerd " [Moimer?*/ Muonol*
E5-WT (E5-CSC) 5267.48 5268.36 10530.96 10532.66 (5266.69)
E5-ASC 5235.42 5235.90 10468.84 10468.97 (5236.90)
E5-CSA 5235.42 5239.13 10468.84 10469.15 (5237.84)
E5-ACA 5219.42 5220.80 10436.84 10436.42 (5220.38)
E5-ASA 5203.36 5205.30 - - -

Tabelle 4-1: Ergebnisse der MALDI-TOF Messungen der verschiedenen HPLC-Fraktionen von allen
ES5-Varianten. Angegeben sind jeweils die durchschnittlichen Molekilmassen. Die Monomermassen
stimmen gut mit den berechneten Molekilmassen Uberein. Bei den Dimerfraktionen wurden zusatzlich
zu den erwarteten Dimermassen noch Monomermassen detektiert, welche entweder auf Spuren von

anwesenden Monomere [Myono]” 0der auf doppelt geladene Dimere [MDimer]2+ zurlickzufiihren sind.
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Anhand der guten Ubereinstimmung zwischen theoretischer und gemessener Masse
kann auch, wie oben anhand der Reduzierbarkeit mit TCEP gezeigt, von einer
kovalenten Dimerisierung ausgegangen werden. Da bei den verschiedenen Einfach-
Cystein-Mutanten jeweils auch ein Dimer nachgewiesen werden konnte, scheint
grundsatzlich ein Cystein bzw. eine einzige Disulfidbriicke ausreichend fir die

kovalente Dimerisierung von ES zu sein.

4.2.3 Verhalten von E5-Monomer und Dimer bei der SDS-PAGE

Zusatzlich den massenspektrometrischen Massenbestimmungen wurden die
Monomer- und Dimerfraktionen der verschiedenen E5-Proteine auch mit SDS-PAGE
Gelelektrophorese untersucht (siehe Abschnitt 3.5.5 und 3.5.6). Hierzu wurden nach
der Lyophilisation die getrockneten Proteinproben in nicht-reduzierenden SDS-
Probenpuffer aufgenommen, wodurch die Disulfidbriicken erhalten blieben, und in
einem 16% Tris-Tricin-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Bei allen E5-Proteinen
traten neben den erwarteten Proteinbanden von Monomer und Dimer im hdher
molekularen Bereich des Trenngels auch noch groRe, nicht aufgeloste
Proteinbanden auf, welche vermutlich auf Proteinaggregation aufgrund
ungenugender Solubilisierung durch den SDS-Probenpuffer zurtckzufihren sind.
Selbst die Verwendung hoherer SDS-Konzentrationen im Probenpuffer konnte diese
Proteinaggregate nicht auftrennen. Zur besseren Auflésung wurde zusatzlich
zwischen Trenn- und Sammelgel ein 10%-Zwischengel gegossen, welches wie ein
Sieb die grofleren Proteinaggregate herausfilterte, wodurch die Qualitat der Gele
deutlich verbessert werden konnte.

In der Literatur wird fir das E5-Wildtyp-Protein ein von der tatsachlichen Masse
abweichendes Laufverhalten im SDS-Gel beschrieben (siehe fir ein Beispiel
Burkhardt, A. et al., 1987). Entsprechend zeigten das Wildtyp-Protein sowie die
verschiedenen E5-Mutanten ein ahnliches Verhalten bei der SDS-Gelelektrophorese.
Generell lief das Monomer auf Hohe von ca. 11 kDa, wahrend das Dimer bei ca.
14 kDa zu erkennen war. Bei allen E5-Proteinen zeigte die Monomerfraktion im SDS-
Gel neben der erwarteten Monomerbande noch eine zusatzlich Bande auf HOhe des
Dimers (Abbildung 4-11 a). Da insbesondere auch bei E5-ASA, welches keine
kovalenten Dimere ausbilden kann, diese Bande aufgetreten ist, kann bei allen

Monomer-Proben von einer nicht-kovalenten Dimerisierung ausgegangen werden.
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Bei der Dimerfraktionen des E5-Wildtyp-Proteins und der verschiedenen Einfach-
Cystein-Mutanten traten hingegen - wie erwartet - vor allem Dimerbanden auf
(Abbildung 4-11 b). Das Vorhandensein dieser Dimerbanden bei den Einfach-
Cystein-Mutanten E5-ASC, -CSA und -ACA deutet darauf hin, dass eine einzige

Disulfidbriicke ausreichend fir die kovalente Dimerisierung von E5 ist.

a) b)
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Abbildung 4-11: 16% Tris-Tricin-Gel der verschiedenen E5-Varianten unter nicht-reduzierenden

Bedingungen. a) Monomerfraktionen. b) Dimerfraktionen. Monomer (m), Dimer (di).

Neben der Analyse unter nicht-reduzierenden Bedingungen wurde die Dimerfraktion
des E5-Wildtyp-Proteins und der Einfach-Cystein-Mutanten auch unter
reduzierenden Bedingungen untersucht. Hierbei wurden je E5-Variante ein Aliquot
der SDS-Gelproben mit 100 mM DTT oder TCEP inkubiert und ein weiteres Aliquot
zum Vergleich unbehandelt belassen. Trotz ausreichend langer Inkubationszeiten
konnte bei keiner E5-Variante eine Monomerbande im Gel erzeugt werden
(Abbildung 4-12 a). Stattdessen kam es hauptsachlich zu Veranderungen im hoéher-
molekularen Bereich des Trenn- und Zwischengels. Wahrend unter nicht-
reduzierenden Bedingungen grolRe Proteinaggregate durch das Zwischengel
herausgefiltert wurden, liefen diese unter reduzierenden Bedingungen weiter ins Gel
hinein. AuRerdem sind Gelbanden erkennbar, welche neben Dimeren auch Trimeren,
Tetrameren und Pentameren entsprechen konnten.

Um eine vollstandige Reduktion aller Proteine zu erreichen wurden die E5-Proteine
in einem zweiten Ansatz zuerst in TFE aufgelést und mehrere Stunden mit
Reduktionsmittel inkubiert. Anschliel3end wurde das organische Losungsmittel unter

einem Strom von Stickstoff abgedampft und schlieBlich SDS-Probenpuffer
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zugegeben. Auf diese Weise sollte sichergestellt werden, dass die Reduktion nicht
durch die Anwesenheit von Detergenzien beeinflusst wird. Zum Vergleich wurden
unbehandelte Gelproben sowie Proben, bei denen wie oben beschrieben das
Reduktionsmittel erst nach dem Auflésen in nicht-reduzierenden Probenpuffer
zugegeben wurde, mit aufgetragen. Fur das E5-Wildtyp-Protein ist das
entsprechende Ergebnis in Abbildung 4-12 b) dargestellt. Hierbei trat bei der
unbehandelten Gelprobe erwartungsgemald nur eine Dimerbande auf, und bei der
Probe, bei welcher das Reduktionsmittel nachtraglich zugegeben wurden die
gleichen Effekte wie oben beschrieben beobachtet. Bei der Probe, welche vor der
Zugabe des Probenpuffers reduziert wurde, konnte jedoch ein verandertes
Laufverhalten im Gel beobachtet werden, wobei eine neue sichelformige Bande
zwischen der erwarteten Hohe des Monomers und Dimers auftrat. Das Laufverhalten
dieser Bande zeigte sich in mehreren Wiederholungen als nur maRig reproduzierbar

und koénnte auch auf Stérungen durch anwesende Salze hinweisen.

a) -DTT +DTT
200
100
50
30

15
10 10 m

kDa CSC ASC CSA ACA ASA CSC ASC CSA ACA kDa 1 2 3

Abbildung 4-12: a) E5-Wildtyp und Mutanten unter reduzierenden und nicht-reduzierenden
Bedingungen. Bei den Reduktionen mit 100 mM DTT wurde das Reduktionsmittel zu den
entsprechenden Aliquoten der nicht-reduzierten Proben im SDS-Probenpuffer zugeben.

b) Vergleich der Reduktion vor und nach der Zugabe des SDS-Probenpuffers. 1: unbehandelte Probe
unter nicht-reduzierenden Bedingungen. 2: Reduktion nachtraglich im SDS-Probenpuffer.

3: Reduktion vor Zugabe des SDS-Probenpuffers. Monomer (m), Dimer (di).
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4.3 Herstellung von CD und OCD-Proben
4.3.1 Anpassung der Standardprotokolle

Fir die Sekundarstrukturuntersuchungen wurden die verschiedenen E5-Proteine in
Detergenzien und Lipiden rekonstituiert und mittels CD-Spektroskopie untersucht.
Hierbei stellte sich im Laufe dieser Arbeit heraus, dass die Praparation der Proben
der absolut entscheidende Aspekt ist, welcher Uber Erfolg und Misserfolg
entscheidet. Die erfolgreiche Rekonstitution von E5 in Mizellen und Liposomen hangt
malfgeblich von der Herstellungsweise und den exakten Bedingungen ab (siehe
Abschnitt 3.7.6). Als viel versprechende Methode stellte sich das gemeinsame Losen
von Proteinen und Detergenzien bzw. Lipiden in organischen Losungsmitteln heraus.
Beim Abdampfen der organischen Lésungsmittel werden dann die hydrophoben E5-
Proteine zwischen die Lipidketten eingelagert, so dass es bei der anschlieienden

Rehydratisierung nicht zur Aggregation kommt.

4.3.2 Einfluss des pH-Werts auf die Rekonstitution

Der pH-Wert spielt bei der erfolgreichen Rekonstitution von E5 in Detergenzien und
Lipiden eine entscheidende Rolle. Alle CD-Proben, welche unter neutralen
Bedingungen rehydratisiert worden sind, waren mehr oder weniger stark triibe. Diese
aulReren Anzeichen von Aggregation spiegelten sich auch in den entsprechenden
CD-Spektren wieder. Beispielsweise kam es beim E5-Wildtyp-Protein in 10 mM DPC-
Mizellen durch die Rehydratisierung bei pH 7 zu einer Rot-Verschiebung und
Verringerung der CD-Signale bei 195 nm und 208 nm (Abbildung 4-13). Bei
neutralem pH-Wert kam es zur Proteinaggregation, welche aufgrund der
zunehmenden Partikelgréfie sowie der inhomogenen Verteilung der Chromophore zu
Lichtstreuung und Absorptionsabflachung fuhrt, welche die CD-Messung vor allem im
Bereich der Peptidabsorptionsbande zwischen 190 — 210 nm beeinflusst (Mao, D.
und Wallace, B.A., 1984). Dieser Effekt der Absorptionsabflachung ist bei kirzeren
Wellenlangen starker ausgepragt als bei langen, wodurch neben dem
Intensitatsverlust zusatzlich noch eine Verzerrung der CD-Linienform auftritt, die
dann den (falschen) Eindruck einer veranderten Sekundarstruktur vermittelt. Die a-
helikale Sekundarstruktur von E5 in DPC konnte erst durch Veranderung des pH-

Werts von neutral nach sauer (pH ~3) wiederhergestellt werden.
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Wahrend die beschriebenen Effekte auch in den meisten anderen Detergenzien in
ahnlicher Weise beobachtet wurden, waren in SDS-Mizellen die pH-bedingten
Veranderungen vergleichsweise gering. In 30 mM SDS zeigte das E5-Wildtyp-
Protein auch unter neutralen Bedingungen bereits eine helikale Struktur, welche
durch die Zugabe von Saure nur noch gering beeinflusst wurde (Abbildung 4-13).
Aufgrund der hohen kritischen Mizellenkonzentration wurde eine SDS-Konzentration
von 30 mM und somit die dreifache Menge im Vergleich zu allen anderen
Detergenzien genutzt. Unter neutralen Bedingungen standen somit in SDS deutlich
mehr Detergenz-Molekile zur Rekonstitution von E5 zur Verflgung, als bei den

anderen Detergenzien, welche deutlich starkere Anzeichen von Aggregationen

zeigten.
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Abbildung 4-13: pH-Abhangigkeit des dimeren E5-Wildtyp-Proteins in 10 mM DPC (P:D = 1:1500) und
30 mM SDS (P:D = 1:4500). Die unter neutralen Bedingungen rehydratisierten Proben zeigten vor
allem in DPC Anzeichen von Aggregation, welche durch Veradnderung des pH-Werts auf ~ 3
rickgangig gemacht werden konnte.

Proben: durchschnittlich ca. 0,035 mg/ml Protein je E5-Variante, aufgenommen in 10 mM Kalium-

Phosphatpuffer pH 7, anschlieRend Anderung auf pH ~ 3 durch Zugabe Schwefelséure.
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Da E5 hauptsachlich aus hydrophoben Aminosauren besteht, kommen nur wenige
Aminosauren in Frage, deren Seitenketten durch die pH-Wertanderung beeinflusst
werden koénnen, hierunter die beiden sauren Aminosauren Asparaginsaure 33 und
Glutaminsaure 36 sowie die basische Aminosaure Histidin 34. Anhand der pK,-Werte
der Seitenketten kann abgeschatzt werden, wie diese Aminosauren in Abhangigkeit
des pH-Werts geladen sind. Die Seitenkette von Asparaginsaure hat einen pK;-Wert
von 3,8, Glutaminsaure von 4,2 und Histidin von 6,1 (Onufriev, A. et al., 2001;
Thurlkill, R.L et al., 2006). Bei einem pH-Wert von 3 liegen somit die Seitenketten der
drei Aminosauren in ihren protonierten Formen vor, weswegen Asparaginsaure und
Glutaminsaure dann entsprechend ungeladen und Histidin positiv geladen sind.
Unter neutralen Bedingungen hingegen werden die Seitenketten deprotoniert,
wodurch Asparaginsaure und Glutaminsaure negativ geladen sind. Der pK,-Wert von
Histidin liegt nur knapp unterhalb des pH-Werts von 7, weswegen nicht genau
vorausgesagt werden kann, welche Ladung das Histidin in ES unter neutralen
Bedingungen hat. Im Allgemeinen werden pK,-Werte auch stark von der Temperatur,
dem Salzgehalt, benachbarten Aminosauren und der Konformation des betreffenden
Proteins ab. Beispielsweise variieren die pKs;-Werte der vier Histidine der
Staphylococcus Nuklease zwischen 4,8 und 6,1 unter salzfreien Bedingungen (Lee,
K.K. et al., 2002). Weiterhin werden auch die freie Aminogruppe am N-Terminus
bzw. die Carboxylgruppe am C-Terminus durch den pH-Wert beeinflusst, wobei im
Sauren der N-Terminus positiv und im Neutralen der C-Terminus negativ geladen
sind. Die Gesamtladung der E5-Molekile ist im Sauren somit zweifach positiv und im
Neutralen dreifach negativ. Scheinbar kann E5 besser in Detergenzien und Lipiden
rekonstituiert werden, wenn die Gesamtladung der E5-Moleklle positiv ist. Denkbar
ist auch, dass dies im Zusammenhang mit der Ladung der Kopfgruppen der
Detergenzien im Zusammenhang steht. Die fur das Wildtyp-Protein beschriebene
pH-Abhangigkeit wurde auch bei allen E5-Mutanten festgestellt. Weiterhin wurde
beobachtet, dass bei allen E5-Proteinen, welche unter sauren Bedingungen eine
helikale Sekundarstruktur aufwiesen, diese auch nach dem Neutralisieren erhalten
blieb. Um Aggregation zu vermeiden wurden entsprechend dieser Beobachtungen
alle CD-Proben zuerst unter sauren Bedingungen hergestellt und anschlief3end durch
Zugabe von Puffer neutralisiert. Auf diese Weise blieb die helikale Sekundarstruktur

der E5-Proteine auch unter neutralen Bedingungen erhalten.
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4.3.3 Einfluss der Temperatur auf die Rekonstitution

Alternativ zur Zugabe von Saure konnte die helikale Sekundarstruktur der E5-
Proteine unter neutralen Bedingungen teilweise auch durch Erhitzen erreicht werden.
In Abbildung 4-14 ist die fur das Wildtyp-Protein in DPC durchgefuhrte Temperatur-
Serie gezeigt, in welcher die unter neutralem pH-Wert hergestellte Probe schrittweise
erhitzt wurde. Bei 20° C zeigt das CD-Spektrum wie oben beschrieben deutliche
Anzeichen von Aggregation. Im Verlauf der Erhdhung der Temperatur von 20° C
nach 90° C veranderte sich vor allem das Verhaltnis der beiden CD-Minima
zueinander und es kam zu einer Verschiebung des Maximums in den kurzwelligen
Bereich. Aufgrund der zugefihrten thermischen Energie scheinen die
Wechselwirkungen zwischen den Proteinaggregaten aufzubrechen, so dass die oben
beschriebenen Effekte (Lichtstreuung und Absorptionsabflachung) abnehmen,
wodurch bei 90° C ein grofitenteils a-helikales CD-Spektrum gemessen wurde. Trotz
der hohen Temperatur konnte kein typisches CD-Spektrum fir eine ungeordnete
Struktur erzeugt werden, woraus man schlieBen kann, dass E5, wie viele andere
Membranproteine auch, ein sehr stabil gefaltetes Protein ist. Die weitere leichte
Zunahme der helikalen CD-Banden nach dem Abkuhlen zurtck auf 20° C deutet
darauf hin, dass noch mehr Proteinaggregate zwischenzeitlich aufgebrochen waren,
wodurch der Beitrag zum helikalen Spektrum weiter erhoht wurde. Der Vergleich mit
dem entsprechenden CD-Spektrum unter sauren pH-Bedingungen zeigt, dass fur
eine vollstandige Ruckgewinnung der helikalen Sekundarstruktur noch hohere
Temperaturen als 90° C und langere Inkubationszeiten notwendig sein wirden, was
aber aufgrund der Gerate-Limitierung nicht mdglich war und fir die chemische
Molekulstabilitat ungunstig ware. Insgesamt zeigten alle E5-Proteine eine extrem
hohe Temperaturstabilitat, so dass selbst beim Erhitzen auf 90° C keine Anzeichen
einer Denaturierung beobachtet worden sind. Dies ist ungewohnlich, da Proteine
normalerweise gerade bei hohen Temperaturen denaturieren. Eine ahnliche
Temperaturstabilitdt wurde auch fur das Fragment der Transmembrandomane von
E5 beobachtet (Oates, J. et al., 2008).
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Abbildung 4-14: Temperatur-Serie des dimeren E5-Wildtyp in 10 mM DPC bei pH 7. Die Temperatur
wurde schrittweise von 20° C nach 90° C erhoht und jeweils das entsprechende CD-Spektrum
gemessen. Zum Vergleich wurde das CD-Spektrum bei pH 3 aus Abbildung 4-13 hinzugefugt. Bei
20° C verursachen grolRe Proteinaggregate Lichtstreuung und Absorptionsabflachung. Durch
Erhéhung der Temperatur werden die Aggregate aufgebrochen, so dass eine a-helikale
Sekundarstruktur beobachtet wurde, welche selbst beim Abktihlen zuriick auf 20° C stabil blieb.

Probe: 0,035 mg/ml Protein, aufgenommen in 10 mM Kalium-Phosphatpuffer pH 7.

4.4 Strukturuntersuchungen mit CD und OCD

FUr die Sekundarstruktur-Untersuchungen wurde jeweils die Dimerfraktion des E5-
Wildtyp Proteins sowie der Einfach-Cystein-Mutanten genutzt, da diese die
vermutlich physiologisch aktive Form von E5 darstellt. Im Falle von E5-ASA, welches
keine kovalenten Dimere bilden kann, wurde entsprechend die (einzig vorhandene)
Monomerfraktion genutzt. Der Vergleich zwischen den dimeren ES5-Proteinen und
dem vermeintlich monomeren E5-ASA soll Unterschiede in der Sekundarstruktur
aufzeigen, welche bei der kovalenten Dimerisierung von E5 entstehen. Um alle E5-
Varianten jeweils in verschiedenen Membransystemen sowie untereinander
vergleichen zu konnen, wurde in alle Proben die gleiche Menge an Protein
zugegeben. Auf diese Weise sind Unterschiede in den CD-Spektren von der
Konzentration von E5 unabhangig und deuten auf einen wahren Unterschied in der

Sekundarstruktur hin.
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4.4.1 Maximale Helizitat von E5: Rekonstitution in organischen Losungsmitteln
Fruhere CD-Untersuchungen einer E5-Deletionsmutante, welche die vorhergesagte
Transmembrandomane von E5 umfasste, haben gezeigt, dass dieser Bereich einen
hohen helikalen Anteil aufweist (Oates, J. et al., 2008). Weiterhin konnte mit Hilfe von
Infrarot-Spektroskopie gezeigt werden, dass E5 Uber diesen Bereich hinaus eine
helikale Sekundarstruktur einnehmen kann (Surti, T. et al., 1998). Um festzustellen,
welchen helikalen Anteil das E5-Wildtyp-Protein sowie die verschiedenen Mutanten
erreichen kdonnen, wurden alle E5-Proteine in TFE untersucht. TFE wird als Struktur-
induzierendes Losungsmittel vor allem fur kleine, helikale Proteine und Peptide
verwendet (Goodman, M. und Listowsky, |., 1962; Nelson, J.W. und Kallenbach,
N.R., 1986). Die Mechanismen, wie sich TFE stabilisierend auf die Struktur auswirkt,
sind noch grofdtenteils unverstanden, wobei angenommen wird, dass aufgrund der
niedrigeren Dielektrizitatskonstante von TFE intramolekulare Wechselwirkungen
zwischen geladenen Gruppen verstarkt werden. Weiterhin knnen sich wegen der
unpolaren Eigenschaften keine Wasserstoffbricken zum Ldsungsmittel ausbilden,
wodurch sich diese bevorzugt innerhalb des Proteins bilden. Aufgrund dieser Effekte
wirkt sich TFE stabilisierend auf die Proteinkonformation aus, wodurch ,intrinsisch®
vorkommende Sekundarstrukturen geférdert werden.

In TFE zeigt das dimere E5-Wildtyp-Protein das charakteristische CD-Spektrum
eines a-helikalen Proteins mit der typischen positiven CD-Bande bei 195 nm sowie
den beiden negativen Banden bei 208 nm und 223 nm (Abbildung 4-15). Bildet man
das Intensitatsverhaltnis der positiven Bande bei 195 nm (+ 60000 deg*cm?*dmol™)
und der negativen Bande bei 208 nm (- 30000 deg*cm?*dmol™), so ergibt sich ein
Wert von 2:1, welcher auf einen hohen helikalen Anteil hindeutet. Neben dem
charakteristischen a-helikalen CD-Spektrum fallt aulerdem auf, dass die Intensitat
der 208 nm Bande gegenulber der 223 nm Bande erhoht ist, was auf vorhandene
unstrukturierte Bereiche hindeutet. Alle E5-Mutanten hatten unabhangig von der
Cystein-Substitution das gleiche CD-Spektrum in TFE wie das Wildtyp-Protein.
Scheinbar kommt es durch die verschiedenen Mutationen zu keinen drastischen

Veranderungen in der Struktur von E5.
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Abbildung 4-15: Vergleich des dimeren E5-Wildtyp-Proteins mit den dimeren Einfach-Cystein-
Mutanten E5-ASC, -CSA und -ACA sowie der monomeren E5-Variante E5-ASA in 100% TFE.

Eine quantitative Sekundarstruktur-Auswertung ist in organischen L&sungsmitteln
nicht moglich, da die verwendeten Algorithmen flir wassrige Systeme ausgelegt sind.
Um trotzdem den a-helikalen Anteil der verschiedenen E5-Proteine abzuschatzen
wurde die Einzelwellenlangen-Auswertung bei 220 nm verwendet (Yang, J.T. et al.,
1986; Bulheller, B.M. et al, 2007). Hierbei zeigten alle E5-Proteine einen helikalen
Anteil zwischen 70 — 72% (Tabelle 4-2). Eine Bestimmung der Zusammensetzung

der restlichen nicht-helikalen Strukturen kann mit dieser Methode nicht erfolgen.

E5-CSC E5-ASC E5-CSA E5-ACA E5-ASA
M (Dimer) (Dimer) (Dimer) (Dimer) (Monomer)
100 % TFE | 70 % 70 % 2% 71 % 72 %

Tabelle 4-2: Helikale Anteile der verschiedenen E5-Proteine in TFE nach der Einzelwellenlangen-

Auswertung bei 220 nm.
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Neben der Untersuchung der Sekundarstruktur wurde TFE auch benutzt um E5-
haltige TFE-Stammlosungen herzustellen. Aus diesen ES-TFE-Stamml6sungen
wurden durch Entnahme der entsprechenden Aliquots alle CD-Proben hergestellt,
welche nachfolgend beschrieben werden. Durch die Verwendung einer Protein-
Stammldésung wurde neben einer einfachen Probenherstellung auch eine hohe

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gewahrleistet.

4.4.2 E5 in membranahnlicher Umgebung: Rekonstitution in Detergenzmizellen
Die Untersuchung der Sekundarstruktur des E5-Wildtyp-Proteins sowie der
verschiedenen E5-Mutanten mittels CD erfolgte in Detergenz-Mizellen, welche die
native Umgebung in Lipidmembranen besser reprasentieren als organische
Losungsmittel. Detergenzien sind amphipathische Molekulle, welche aus langen,
unpolaren Kohlenstoffketten und geladenen bzw. ungeladenen Kopfgruppen
bestehen. Oberhalb einer bestimmten Konzentration lagern sich Detergenzien in
wassriger Umgebung spontan zu Mizellen zusammen. Hierbei sind die hydrophilen
Kopfgruppen zum Wasser gerichtet, wodurch die hydrophoben Kohlenstoffketten
abgeschirmt werden. Detergenzien werden oftmals benutzt um hydrophobe
Membranproteine in Mizellen zu rekonstituieren, da diese sich hierbei zwischen die
unpolaren Detergenzteile einlagern und auf diese Weise geldst werden kénnen. Fur
die Untersuchung der Sekundarstruktur der verschiedenen E5-Proteine wurden
verschiedene Detergenzien verwendet, um festzustellen, ob die Sekundarstruktur
von ES durch die unterschiedlichen physiko-chemischen Eigenschaften der Molekule
beeinflusst wird. Um eine ausreichende Rekonstitution der ES5-Proteine zu
ermoglichen, wurde zu allen Proben ein deutlicher Uberschuss an Detergenz
gegeben, wobei die Menge an Detergenz so gewahlt wurde, dass die so genannte
Kritische Mizellen-Konzentration um mindestens das Dreifache Uberschritten wurde.
Die Menge an E5 wurde durch Entnahme von Aliquots bekannter Konzentration aus
den TFE-Stammldésungen in allen Proben gleich gehalten (siehe vorheriger
Abschnitt). Auf diese Weise sind Unterschiede in den CD-Spektiren bzw.
Sekundarstrukturen unabhangig von der Proteinkonzentration und konnen leichter
erkannt werden. Um die Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten wurden je E5-Variante
und Detergenz mehrere, voneinander unabhangige Proben hergestellt und unter

identischen Bedingungen untersucht.
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Aufgrund der zwitterionischen Ladung und der Kettenlange von 16 C-Atomen ahnelt
LPPC von allen in dieser Arbeit benutzten Detergenzien am ehesten den in
naturlichen Membranen vorkommenden Lipiden. In LPPC zeigt das E5-Wildtyp-
Protein eine a-helikale Sekundarstruktur mit dem charakteristischen Maximum bei
195 nm sowie den beiden Minima bei 208 und 223 nm (Abbildung 4-16). Trotz
Verwendung der gleichen Menge an Protein wie in der TFE-Probe ist die Intensitat
der CD-Banden in LPPC insgesamt geringer (vergleiche mit Abbildung 4-15).
Wahrend in TFE das Wildtyp-Protein im Maximum bei 195 nm MRE-Werte von ca.
+ 60000 deg * cm? * dmol™” erreicht hatte, lagen die Werte in LPPC nur bei ca.
+ 50000 deg * cm? * dmol™, was auf einen geringeren helikalen Anteil als in TFE
hindeutet. Bei einem angenommenen 70% Helixanteil fur das Wildtyp-Protein in TFE
wurde dieser Wert einem helikalen Anteil von 56% in LPPC entsprechen. Wie schon
in TFE beobachtet, tritt auch in LPPC eine ausgepragte 208 nm Bande auf, was

qualitativ auf einen gewissen Anteil an unstrukturierten Bereichen hinweist.
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Abbildung 4-16: Vergleich der verschiedenen E5-Proteine in 10 mM LPPC bei 20° C. Im Kasten sind

die auf das Maximum bei 195 nm normierten CD-Spektren dargestelit.

Proben: durchschnittlich ca. 0,035 mg/ml Protein je E5-Variante, aufgenommen in H,O unter sauren
Bedingungen, Neutralisierung anschlieBend mit 10 mM Kalium-Phosphatpuffer. E5-CSC, -ASC, -CSA
und -ACA jeweils Dimer, E5-ASA Monomer.
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Die Strukturuntersuchungen der Einzel-Cystein-Mutanten E5-ASC, -CSA und -ACA
sowie der Doppel-Cystein-Mutante E5-ASA in LPPC ergaben CD-Spektren mit
ahnlichen Eigenschaften wie das Wildtyp-Protein. Die geringfugigen Unterschiede in
den verschiedenen LPPC-Spektiren sind eher auf Unsicherheiten bei der
Konzentrationsbestimmung zurlckzufiihren, als auf signifikante Unterschiede in den
Sekundarstrukturen der verschiedenen E5-Proteine. Die auf 195 nm normierten CD-
Spektren in Abbildung 4-16 (Kasten) bestatigen, dass tatsachlich alle E5-Proteine die
gleiche Sekundarstruktur in LPPC eingenommen haben. Somit haben die Cysteine
bzw. verschiedenen Cystein-Substitutionen keinen signifikanten Einfluss auf die
Sekundarstruktur von E5 in LPPC-Mizellen.

Neben LPPC wurden verschiedene andere Detergenzien fur die Rekonstitution von
E5 benutzt (Abbildung 4-17). In Mizellen aus LMPC sowie DPC, welche beide im
Vergleich zu LPPC eine um zwei bzw. vier C-Atome kurzere Kette haben, konnten
alle E5-Proteine ebenfalls erfolgreich rekonstituiert werden. Des Weiteren wurde E5
auch in LPPG und SDS, welche die entsprechenden negativ geladenen Analoga von
LPPC bzw. DPC sind, untersucht. Vergleichbar mit den Ergebnissen in LPPC hatten
die verschiedenen E5-Proteine in den genannten Detergenzien alle eine ahnliche a-
helikale Sekundarstruktur mit den typischen CD-Ubergangen bei 195, 208 und
223 nm. Die geringfugig starkeren Signalintensitaten in LMPC und SDS deuten auf
einen etwas hoheren helikalen Anteil in diesen beiden Detergenzien hin, wahrend in
den anderen Detergenzien die gleiche Signalstarke und somit die gleiche Helizitat

wie in LPPC erreicht wurde.
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Abbildung 4-17: Vergleich der verschiedenen E5-Proteine in zwitterionischen und negativ geladenen
Detergenzien bei 20° C. a) 10 mM LMPC. b) 10 mM DPC. c¢) 30 mM SDS. d) 10 mM LPPG.

Proben: durchschnittlich ca. 0,035 mg/ml Protein je E5-Variante, aufgenommen in H,O unter sauren
Bedingungen, Neutralisierung anschlieend mit 10 mM Kalium-Phosphatpuffer. E5-CSC, -ASC, -CSA
und -ACA jeweils Dimer, E5-ASA Monomer.

Deutliche Unterschiede bei der Rekonstitution der verschiedenen E5-Proteine
wurden bei der Verwendung von Detergenzien beobachtet, welche in ihrer Struktur
starker von den oben verwendeten Lipid-ahnlichen Detergenzien abweichen. In
DHgPC, welches zwei hydrophobe Alkanketten von jeweils 6 C-Atomen hat, konnten
alle E5-Proteine nur mit maRigem Erfolg rekonstituiert werden. Beispielsweise zeigte
das CD-Spektrum des ES5-Wildtyp-Proteins in DHgPC zwar ansatzweise einen
helikalen Kurvenverlauf, jedoch kam es im Vergleich zu LPPC zu deutlichen
Veradnderungen im Spektrum (Abbildung 4-18). Diese Anderungen zeigten sich vor

allem durch eine Rot-Verschiebung des Maximums bei 195 nm und der Minima bei
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208 nm und 223 nm um jeweils 2 nm. Weiterhin wurde bei allen Banden eine
Reduktion der Signalintensitat festgestellt. Alle Veranderungen deuten auf das
Vorhandensein von grof3en Proteinaggregaten hin, welche, wie im Abschnitt 4.3.2
beschrieben, die CD-Messung vor allem im Bereich der Peptidabsorptionsbande
zwischen 190 — 210 nm beeinflussen. Diese Effekte traten ebenfalls bei Verwendung
von ungeladenen Detergenzien wie DDM und OG auf. Die hier beschriebenen
Beobachtungen fur das Wildtyp-Protein wurden auch bei allen Mutanten festgestellt
und stehen somit nicht in Zusammenhang mit den verschiedenen Cystein-
Substitutionen. Vermutlich war im Falle von DHgPC die Kettenlange von 6 C-Atomen
nicht ausreichend, wahrend bei DDM und OG offensichtlich die fehlende Ladungen

der Kopfgruppen eine Rolle bei der Rekonstitution von E5 spielten.
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Abbildung 4-18: Vergleich der CD-Spektren des dimeren E5-Wildtyp-Proteins in verschiedenen
Detergenzien, in welchen die Rekonstitution nicht erfolgreich war. Zum Vergleich ist das CD-Spektrum
in LPPC aus Abbildung 4-16 hinzugeftigt.

Proben: durchschnittlich ca. 0,035 mg/ml Protein je E5-Variante, aufgenommen in H,O unter sauren

Bedingungen, Neutralisierung anschlieRend mit 10 mM Kalium-Phosphatpuffer.
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4.4.3 E5 in membranahnlicher Umgebung: Rekonstitution in Liposomen
Zusatzlich zu den Strukturuntersuchungen in Mizellen wurden alle E5-Proteine auch
in Liposomen rekonstituiert und mittels CD untersucht. Die im Vergleich zu Mizellen
um ein Vielfaches groRReren Liposomen haben vergleichbare Eigenschaften zu
Membranen, wie die Ausbildung von echten Lipiddoppelschichten und das
EinschlieBen eines wassrigen Innenraums. Liposomen stellen somit ein noch
besseres Modellsystem zur Rekonstitution und Untersuchung von Membranproteinen
dar. Alle E5-Proteine wurden zum Vergleich miteinander in Liposomen aus
verschiedenen Lipiden rekonstituiert (Abbildung 4-19). Zusatzlich wurden auch Lipid-
Detergenz-Kombinationen zur Rekonstitution gestestet, wobei die Menge an
Detergenz bewusst unterhalb der entsprechenden kritischen Mizellenkonzentration
gehalten wurde, um zu gewabhrleisten, dass die Proteine in Lipiden und nicht
ausschlieBlich in Mizellen aufgenommen werden. Durch Ultraschallbehandlung
wurde die durchschnittliche  Vesikelgrolie verkleinert und homogenisiert, um
Artefakte wahrend der CD-Messung durch Streulicht zu minimieren (siehe Abschnitt
3.7.6).
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Abbildung 4-19: Vergleich der verschiedenen E5-Proteine in Liposomen aus DMPC/LMPC (10:1) mit
P:L = 1:300 bei 30° C. Proben: durchschnittlich ca. 0,035 mg/ml Protein je E5-Variante, aufgenommen
in H,O unter sauren Bedingungen, Ultraschall behandelt. E5-CSC, -ASC, -CSA und -ACA jeweils
Dimer, E5-ASA Monomer.
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Die Bemessung des Erfolgs der Rekonstitution erfolgte anhand der Helizitat der CD-
Spektren. Bei allen E5-Proteinen wurden die besten Ergebnisse in einem Gemisch
aus DMPC und LMPC (10:1) erzielt. Hierbei ist LMPC das zu DMPC entsprechende
Lyso-Lipid, bei welchem eine Kohlenwasserstoffkette fehlt. Alle E5-Proteine zeigte in
diesem DMPC/LMPC-Gemisch eine vergleichbare a-helikale Sekundarstruktur wie in
LMPC-Mizellen. Als einziger Unterschied traten keine stark ausgepragten 208 nm
Banden auf, was auf geringere Anteile an unstrukturierten Bereichen als in reinem
LMPC hindeutet.

In Detergenzien wurde eine verminderte Rekonstitution mit abnehmender
Kettenlange festgestellt. Daher wurde E5 noch in weiteren Lipiden unterschiedlicher
Kettenlange untersucht, um festzustellen, ob die Dicke der Lipiddoppelschicht einen
Einfluss auf die Rekonstitution und Struktur von E5 hat. Hierzu wurde neben DMPC
noch kirzeres DLPC und langeres POPC benutzt. In Abbildung 4-20 sind fur das E5-
Wildtyp-Protein die Ergebnisse der Rekonstitution in den verschiedenen Lipiden
gezeigt, wobei zum Vergleich das CD-Spektrum in DMPC/LMPC aus Abbildung 4-19
hinzugeflgt wurde. In DLPC zeigte das Wildtyp-Protein eine groftenteils helikale
Sekundarstruktur, wobei eine deutliche Reduktion der 208 nm Bande auffallt. Dieser
Effekt trat noch starker in reinem DMPC und in POPC auf, wobei noch zusatzlich
eine Verschiebung der Banden analog zu den fehlgeschlagenen Rekonstitutionen in
Detergenzien vorlag. Somit konnte keine direkter Zusammenhang zwischen der
Struktur von E5 und der Kettenlange der Lipide bzw. der Membrandicke festgestellt
werden.

Der direkte Vergleich zwischen den Spektren in reinem DMPC und in DMPC/LMPC
(10:1) zeigt den maldgeblich positiven Einfluss des Detergenz auf die Rekonstitution
von E5. Wahrend in der reinen DMPC-Probe die Rekonstitution nicht mdglich war,
zeigte das E5-Wildtyp-Protein in der Kombination aus DMPC/LMPC eine a-helikale
Sekundarstruktur. Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei vergleichbaren Proben mit
LPPC bzw. DPC anstelle von LMPC sowie bei den verschiedenen E5-Mutanten
festgestellt. Scheinbar sind Lipide alleine nicht ausreichend um die
Proteinaggregation zwischen den ES5-Proteinmolekiilen zu vermeiden. AulRerdem
kommt es durch die Detergenzien wahrscheinlich zur Reduktion des lateralen Drucks

innerhalb der Membran.
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Abbildung 4-20: Vergleich der CD-Spekiren des dimeren E5-Wildtyp-Proteins in verschiedenen
Lipiden, in welchen die Rekonstitution nicht mdglich war. Zum Vergleich ist das CD-Spektrum in
DMPC/LMPC aus Abbildung 4-19 hinzugeflgt.

Proben: durchschnittlich ca. 0,035 mg/ml Protein je E5-Variante, aufgenommen in H,O unter sauren

Bedingungen, Ultraschall behandelt.

4.4.4 Sekundarstruktur-Auswertung mit CONTIN LL

Fir eine quantitative Sekundarstruktur-Auswertung ist die Bestimmung der exakten
Proteinkonzentration erforderlich. Aufgrund der in ES vorkommenden aromatischen
Aminosaure Tryptophan konnte die Konzentration durch Messung der UV-Absorption
bei 280 nm ermittelt werden. Da der molare Extinktionskoeffizient nur fir wassrige
Systeme gilt, konnte keine Konzentrationsbestimmung in TFE erfolgen. Stattdessen
wurden die Konzentrationen in denjenigen Detergenzproben gemessen, in welchen
E5 erfolgreich rekonstituiert werden konnte und die keine Anzeichen von Aggregation
gezeigt haben.

Trotz der Tatsache, dass in allen CD-Proben das gleiche Aliquot der jeweiligen E5-
TFE-Stammlosung verwendet wurde, was eine stets konstante Proteinkonzentration
in allen Proben gewahrleisten sollte, ergaben die durch UV-Messung ermittelten

Konzentrationen teilweise Unterschiede. Aufgrund des im UV-Bereich exponentiell
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ansteigenden  Streuuntergrunds der  Mizellen kénnen bei der UV-
Absorptionsmessung Storungen auftreten. In einigen Fallen war aufgrund des zu
hohen Streulichtanteils gar keine Bestimmung der Konzentration moglich. Bei allen
UV-Messungen, bei denen eine Auswertung moglich war, wurde eine Streukorrektur
durchgefuhrt, so dass im Bereich zwischen 310 — 350 nm die Werte der Basislinie
Null waren. Um die teilweise grofien Unterschiede zu kompensieren wurde fur jede
ES5-Variante der Mittelwert Uber alle in Detergenzien gemessenen Konzentrationen
ermittelt und fur die Sekundarstruktur-Auswertung genutzt (siehe Abschnitt 3.7.3).
Hierbei wurde fur alle E5-Varianten durchschnittlich eine Konzentration von 0,035
mg/ml ermittelt. Die Ergebnisse der Auswertung nach CONTIN LL sind fir die
verschiedenen E5-Proteine und Detergenzien in Tabelle 4-3 zusammengefasst.
Hierbei reprasentiert ,ar" eine regulare a-Helix aus mindestens 6 Aminosaureresten
mit 3,6 Resten pro Umlauf und einer Ganghdhe von 0,54 nm (Sreerama, N. et al.,
1999). ,ap” stellt die deformierten Bereiche am Anfang und am Ende einer a-Helix
dar, welche auf jeder Seite aus 1 — 3 Aminosaureresten bestehen und im Ubergang
zwischen der regularen Helix und anderen Strukturelementen auftreten. Bereiche,
welche keine spezifische Sekundarstruktur aufweisen, werden als ,unstrukturiert®
bezeichnet. Die Bewertung der Qualitdt der Ergebnisse erfolgt anhand eines
NRMSD-Wertes, welcher fur CONTIN LL kleiner als 0,1 sein sollte. Zum Vergleich
wurde fur alle E5-Proteine noch zusatzlich der helikale Anteil fy mit Hilfe der
Einzelwellenlangen-Auswertung bei 220 nm berechnet. Die Sekundarstruktur-
Auswertungen mit CDSSTR und SELCON 3 ergaben ahnliche Ergebnisse, sind aber
hier nicht gezeigt.
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LPPC ag ap R-Faltblatt Schleife unstrukturiert NRMSD Fu
E5-CSC 51% 25% 2% 6% 17% 0.053 45%
ES5-ASC 51% 23% 4% 6% 16% 0.042 46%
E5-CSA 51% 22% 4% 7% 16% 0.03 52%
E5-ACA 51% 24% 3% 7% 16% 0.041 48%
E5-ASA 55% 24% 3% 4% 15% 0.046 51%

LMPC ag ap R-Faltblatt Schleife  unstrukturiert NRMSD fu
E5-CSC 55% 25% 1% 5% 15% 0.053 54%
E5-ASC 56% 26% 3% 4% 12% 0.051 59%
E5-CSA 55% 25% 1% 4% 15% 0.049 58%
E5-ACA 56% 27% 1% 5% 12% 0.058 61%
E5-ASA 53% 24% 2% 6% 16% 0.042 56%

DPC ag ap R-Faltblatt Schleife unstrukturiert NRMSD Fu
E5-CSC 51% 25% 1% 6% 16% 0.048 50%
E5-ASC 50% 24% 2% 7% 17% 0.044 50%
ES5-CSA 50% 25% 1% % 16% 0.053 49%
E5-ACA 52% 25% 2% 5% 16% 0.054 49%
E5-ASA 50% 25% 1% 8% 16% 0.06 49%

SDS ag ap R-Faltblatt Schleife unstrukturiert NRMSD fu
E5-CSC 57% 26% 1% 4% 12% 0.047 58%
E5-ASC 57% 27% 1% 4% 12% 0.053 57%
E5-CSA 52% 26% 2% 5% 15% 0.056 51%
E5-ACA 56% 28% 1% 4% 10% 0.052 58%
E5-ASA 54% 27% 3% 3% 13% 0.056 54%

LPPG ag ap R-Faltblatt Schleife  unstrukturiert NRMSD fu
E5-CSC 57% 27% 2% 4% 1% 0.039 53%
E5-ASC 55% 24% 4% 4% 13% 0.035 49%
E5-CSA 56% 24% 5% 4% 12% 0.034 49%
E5-ACA 57% 26% 2% 4% 1% 0.035 53%
E5-ASA 55% 24% 2% 4% 14% 0.038 52%

DMPC/LMPC ag ap R-Faltblatt Schileife  unstrukturiert NRMSD fu
E5-CSC 56% 26% 2% 6% 1% 0.03 58%
E5-ASC 56% 27% 1% 5% 12% 0.032 57%
E5-CSA 58% 27% 2% 4% 9% 0.029 59%
E5-ACA 57% 27% 1% 5% 10% 0.032 60%
E5-ASA 54% 26% 2% 7% 12% 0.041 56%

Tabelle 4-3: Ergebnisse der Sekundarstruktur-Auswertung nach CONTIN LL fir die Detergenzien und

Lipide, in welchen die verschiedenen E5-Proteine erfolgreich rekonstituiert und untersucht werden

konnten. agr: regulare a-Helix, ap: deformierte Helix, Schleife: B-Schleife, unstrukturiert: keine

definierte Struktur, fy Helixanteil nach Einzelwellenlangen-Auswertung bei 220 nm.
E5-CSC, -ASC, -CSA und -ACA jeweils Dimer, E5-ASA Monomer.
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Wie schon anhand der ahnlichen CD-Spektren vermutet, hatten alle E5-Proteine
unabhangig von der Cystein-Mutation einen a-helikalen Anteil ar zwischen 50% und
57%. Lediglich geringe Unterschiede traten zwischen den verschiedenen
Detergenzien bzw. Lipiden auf, wobei in DMPC/LMPC und LMPC sowie SDS und
LPPG der helikale Anteil im Vergleich zu LPPC und DPC etwas hoéher ausfiel.
Umgerechnet auf die 45 Aminosauren lange E5-Sequenz (44 Aminosauren + Glycin)
entspricht diese Helizitat ca. 23 — 26 Aminosauren. Der Anteil der deformierten Helix
ap lag in allen untersuchten Membranumgebungen zwischen 25% und 28%, was
etwa 11 — 12 Aminosauren entspricht. In der Summe haben also alle E5-Proteine
helikale Anteile um 80% (d.h. etwa 35 der insgesamt 45 Aminosauren). Wie anhand
der ausgepragten negativen Bande bei 208 nm in Detergenzien bereits vermutet,
wiesen alle E5-Proteine unstrukturierte Bereiche aus, welche zwischen 12% und
17% ausmachten und vermutlich an den C- und N-terminalen Enden von E5
auftreten. In Liposomen hingegen ist der Anteil an unstrukturierten Bereichen etwas
geringer. In keinem der E5-Proteine und untersuchten Detergenzien bzw. Lipiden
traten nennenswerte Anteile an B-Faltblatt und B-Schleife auf. Die teilweise von
100% abweichende Summe der verschiedenen Sekundarstrukturelemente ergibt
sich durch Rundungsfehler.

Neben der Auswertung mit den Algorithmen wurde noch die Sekundarstruktur-
Auswertung mit Hilfe der Einzelwellenlangen-Auswertung durchgefuhrt, wobei jedoch
nur helikale Anteile ermittelt werden kdnnen. Fur alle E5-Proteine wurden helikale
Anteile ermittelt, welche mit den durch CONTIN LL ermittelten Werten fur die
regulare Helix annahernd Ubereinstimmen, aber nicht mit der gebildeten Summe aus
regulare und deformierte Helix. Diese Diskrepanz wurde auch bei verschiedenen
anderen Proteinen mit hohen helikalen Anteilen beobachtet. Beispielsweise hat das
29 Aminosauren lange TMA1-Peptid, welches die Transmembrandomane des
humanen EphA1-Rezeptors umfasst, eine zu E5 vergleichbare Verteilung von
Sekundarstrukturelementen mit einem Gesamt-Helixanteil von ca. 80% laut CONTIN
LL (Artemenke, E.O. et al., 2008). Anhand des gezeigten CD-Spektrums (Abbildung
1 b in dieser Verodffentlichung) kann der helikale Anteil fy abgeschatzt werden,
welcher mit ca. 65% ebenfalls deutlich niedriger liegt als der mit CONTIN LL
errechnete Helixanteil. Diese Unterschiede konnten dadurch entstehen, dass die
Algorithmen flr globulare Proteine und nicht flr kleine Membranproteine ausgelegt

sind.
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4.4.5 E5-Wildtyp unter reduzierenden Bedingungen

Zur weiteren Analyse der Rolle der Disulfidbricken wurde das E5-Wildtyp-Protein in
verschiedenen Detergenzien auch unter reduzierenden Bedingungen strukturell
untersucht. Die Spaltung der Disulfidbricken des Wildtyp-Proteins erfolgte mit 5 mM
TCEP, wodurch das entsprechende Wildtyp-,Monomer* entstehen sollte.

Analog zur Vorgehensweise wahrend der Gelelektrophorese wurde auch bei der
Untersuchung mittels CD ebenfalls der Einfluss des Reduktionsmittels vor und nach
der Zugabe der Detergenzien getestet (vergleiche mit Abschnitt 4.2.3). Entsprechend
wurde in einem Ansatz das Reduktionsmittel direkt zur TFE-Stammlésung gegeben,
um alle Disulfidbriicken bereits vor der Herstellung der Mizellen-Proben zu spalten.
Im zweiten Ansatz erfolgte die Zugabe des Reduktionsmittels erst zur fertigen Probe.
Zum Vergleich wurde jeweils noch eine Kontroll-Probe unter nicht-reduzierenden

Bedingungen hergestellt und untersucht.
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Abbildung 4-21: Vergleich der Sekundarstruktur des dimeren E5-Wildtyp-Proteins unter reduzierenden
und nicht-reduzierenden Bedingungen in 10 mM LPPC bei 20° C. In einem Ansatz wurde das
Reduktionsmittel bereits zur E5-TFE-Stammlésung zugeben (TCEP vorher), wahrend im zweiten
Ansatz das Reduktionsmittel erst nach der Herstellung zugegeben wurde (TCEP nachher).

Proben: durchschnittlich ca. 0,035 mg/ml Protein, aufgenommen in H,O unter sauren Bedingungen,
Neutralisierung anschlieend mit 10 mM Kalium-Phosphatpuffer. Reduktion mit 5 mM TCEP.
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In LPPC beispielsweise zeigt der Vergleich zwischen reduzierenden und nicht-
reduzierenden Bedingungen, dass es durch die Reduktion der Disulfidbricken zu
keiner Anderung der Sekundarstruktur des Wildtyp-Proteins kommt, unabhéngig, ob
das Reduktionsmittel vor oder nach Zugabe der Detergenzien zugegeben wurde
(Abbildung 4-21). Unter allen Bedingungen hatte das Wildtyp-Protein die typische a-
helikale Sekundarstruktur, welche bereits oben beschrieben wurde. Wie auch schon
im Vergleich zwischen E5-ASA und dem Wildtyp-Protein festgestellt, zeigte das
monomere E5-Protein das gleiche CD-Spektrum wie das dimere Protein, eine

Unterscheidung beiden Strukturen ist also mittels CD-Spektroskopie nicht moglich.

4.4.6 Orientierte CD-Spektroskopie von E5 in Lipiddoppelschichten

Neben der Aufklarung der Sekundarstruktur bietet die CD-Spektroskopie auch die
Moglichkeit die Orientierung helikaler Proteine in Membranen zu untersuchen.
Hierbei kann anhand der Intensitat der ,Fingerabdruck-CD-Bande um ca. 207 nm,
welche parallel zur Helixachse polarisiert ist, zwischen einer Orientierung
transmembran und einer Orientierung parallel zur Membran unterschieden werden
(siehe Abschnitt 1.3.2). Um die Orientierung des ES5-Wildtyp-Proteins sowie der
verschiedenen Mutanten mittels OCD zu untersuchen, wurden die verschiedenen
E5-Proteine wie oben beschrieben in DMPC/LMPC-Vesikel rekonstituiert (siehe
Abschnitt 4.4.3). Nach der Prufung der erfolgreichen Rekonstitution mittels Messung
der entsprechenden CD-Spektren wurden die Proben anschlielend auf
Quarzglasplattchen aufgetragen. Beim Verdampfen der wassrigen Anteile der
Vesikelsuspensionen und der anschlieRenden Rehydratisierung entstanden hierbei
makroskopisch orientierte Membranen. Hierbei stellte sich heraus, dass die
Ergebnisse der OCD-Messungen stark von der Probenpraparation abhangen. Trotz
gleicher Herstellungsweise kam es selbst bei der Untersuchung derselben E5-
Variante teilweise zu Unterschieden in der Intensitat und Form der OCD-Spektren.
Diese Unterschiede entstanden wahrscheinlich erst beim Trocknen der
Vesikelsuspension auf den Quarzglasplattchen, da die entsprechenden
Vesikelspektren ohne besondere Auffalligkeiten waren. OCD-Messungen sind
einerseits stark stoérungsanfallig gegenuber Unebenheiten in der Oberflache der
orientierten Membranschichten, da hierdurch Lineardichroismus-Effekte verursacht
werden konnen, welche die CD-Signale uberlagern und zur Verzerrung der CD-

Banden flhren kdénnen. Andererseits besitzen stark hydrophobe Proteine wie E5
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auch eine hohe Tendenz zu aggregieren. Durch Proteinaggregation kann es zu einer
ungleichmaligen Chromophorenverteilung in der Membran kommen, so dass
Absorptionsabflachungseffekte im kurzwelligen Bereich unter 200 nm auftreten
kénnen. Um zu gewahrleisten, dass gegebenenfalls auftretende Unterschiede in den
OCD-Spektren tatsachlich durch unterschiedliche Orientierungen der verschiedenen
E5-Protein verursacht werden und nicht auf Mess-Artefakte zurtckzufihren sind,
wurden von jeder E5-Varianten zwischen 2 — 6 unabhangige OCD-Proben hergestellt
und gemessen. Die Ergebnisse der entsprechenden Messungen wurden dann
jeweils Uber alle Messungen gemittelt (Abbildung 4-22). Zum besseren Vergleich
sind in Abbildung 4-22 noch zusatzlich die auf das Minimum bei 224 nm normierten

Spektren gezeigt.

Normierte OCD [
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Abbildung 4-22: Aus jeweils mehreren Messungen gemittelte OCD-Spektren der E5-Proteine in
orientierten Lipiddoppelschichten aus DMPC/LMPC (10:1) mit einem durchschnittlichen P:L-Verhaltnis
von 1:300 bei 30° C. Zum besseren Vergleich wurden die Spekiren auf das Minimum bei 224 nm
normiert (Kasten). E5-CSC, -ASC, -CSA und -ACA jeweils Dimer, E5-ASA Monomer.
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Sowohl das E5-Wildtyp-Protein wie auch die verschiedenen Mutanten zeigten hierbei
im langwelligen Bereich zwischen 210 und 250 nm einen ahnlichen Kurvenverlauf,
welcher auf eine vergleichbare Orientierung aller E5-Proteine schlie3en lasst. Im
kurzwelligen Bereich unterhalb von 200 nm kam es zu grof3eren Unterschieden
aufgrund von zunehmenden LD-Effekten und Absorptionsabflachung. Alle E5-
Proteine hatten in der Fingerabdruck-Region um 208 nm eine von Null abweichende
negative Elliptizitat, weswegen eine vollkommen aufrechte transmembrane
Orientierung jeweils ausgeschlossen werden kann. Anhand der Verhaltnisse der
Minima (208/225 nm) von ca. 1:2 kann jeweils von einer schragen Orientierung der
E5-Proteine zur Membrannormalen ausgegangen werden. Neben einer
vergleichbaren Sekundarstruktur haben alle E5-Proteine somit auch eine ahnliche
Orientierung in der Membran.

Die Abschatzung des Helix-Neigungswinkels B der verschiedenen E5-Proteine zur
Membran-Normalen erfolgte anhand des Ordnungsparameters S, sowie des
Differenzspektrums aus anisotropen OCD-Spektren und isotropen Vesikelspektren
(siehe Abschnitt 3.7.5). Hierzu wurden neben den OCD-Spektren auch die
entsprechenden CD-Spektren der Vesikelproben gemittelt. Die Abschatzung der
Proteinkonzentrationen der gemittelten CD-Spektren erfolgte durch Vergleich mit den
LMPC-Spektren bekannter Proteinkonzentration der entsprechenden ES5-Variante.
Die auf diese Weise ermittelte Proteinkonzentration wurde auch fur die jeweiligen
OCD-Proben angenommen. Die Spotgrof3e der OCD-Proben wurde einheitlich fur
alle Messungen auf 11 mm festgelegt. Durch Bildung des Differenzspektrums aus
orientierten OCD- und nicht-orientierten CD-Spektrum werden alle CD-Signale von
deformierten und unstrukturierten Bereichen abgezogen. Dies setzt die Annahme
voraus, dass die deformierten Strukturen isotrop vorliegen, so dass nur die helikalen
Anteile, welche fur die OCD-Banden bei 210 nm verantwortlich sind, bei der
Berechnung des Ordnungsparameters berucksichtigt werden. Der helikale Anteil fu
der gemittelten CD-Spektren wurde durch Anwendung der Einzelwellenlangen-
Auswertung bei 220 nm errechnet. Mit Hilfe der Differenzwerte der OCD- und CD-
Spektren bei 210 nm und der helikalen Anteile konnten schliellich die Helix-
Ordnungsparameters S, der verschiedenen E5-Varianten ermittelt werden, aus
welchen sich die Neigungswinkel B errechnen lie3en (Tabelle 4-4). Hierbei zeigten
sowohl das E5-Wildtyp-Protein wie auch die verschiedenen E5-Mutanten jeweils

ahnliche Werte fur die Ordnungsparameter sowie fir die Neigungswinkel in Bezug
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auf die Membrannormale, welche zwischen 26° und 30° liegen. Die OCD-
Spektroskopie liefert als Ergebnis das zeitlich gemittelte Summenspektrum aller
vorhandener Orientierungen. Somit ist auch maoglich, dass E5 in der Realitat einen
anderen Neigungswinkel hat als hier ermittelt. Beispielsweise kdénnten aufgrund von
Unebenheiten in der Membrantopologie kinstlich schrage Orientierungen erzeugt
werden. AulRerdem konnen Proteine, welche nicht in der Membran rekonstituiert
wurden, isotrope Beitrage zum Spektrum liefern und dadurch das OCD-Spektrum

verfalschen.
E5-Variante | X Messungen i 8,,0 OCD-CD S, B
E5-CSC 6 0.56 15550 0.67 27.8°
E5-ASC 4 0.55 14995 0.65 28.8°
E5-CSA 2 0.58 15881 0.66 28.5°
E5-ACA 3 0.57 15153 0.64 29.5°
E5-ASA 3 0.56 16469 0.71 26.0°

Tabelle 4-4: Zusammenfassung der verschiedenen Parameter bei der Berechnung der
Ordnungsparameter und Neigungswinkel (zur Membrannormalen) fir die verschiedenen E5-Proteine.
E5-CSC, -ASC, -CSA und -ACA jeweils Dimer, E5-ASA Monomer. f: fraktionaler Helixanteil, 6,49
OCD-CD: Differenzwert aus OCD- und CD-Spektrum bei 210 nm, S;: Helix-Ordnungsparameter,
B: Helix-Neigungswinkel.

4.5 Strukturuntersuchungen mit NMR

Die Sekundarstrukturuntersuchungen mit CD wurden durch entsprechende
Untersuchungen mittels hochaufldsender Flussigkeits-NMR erganzt. Hierzu wurde
jeweils die Dimerfraktion des Wildtyp-Proteins sowie der verschiedenen Einfach-
Cystein-Mutanten und die Monomerfraktion von E5-ASA untersucht. Fur die NMR-
Untersuchungen wurden alle E5-Proteine '°N-isotopenmarkiert, so dass alle
Stickstoffatome in den Peptidbindungen und Seitenketten detektiert werden konnten
(siehe Abschnitt 3.2.8 und 4.1.3).
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4.5.1 Strukturuntersuchungen des E5-Wildtyp-Proteins in TFE

Das "H'°N-HSQC-Spektrum ist ein zweidimensionales NMR-Experiment, welches als
Grundlage der Strukturaufklarung stickstoffmarkierter Proteine mittels Flussigkeits-
NMR dient (siehe Abschnitt 1.3.4). Hierbei erhalt man fur jedes Stickstoffatom,
welches an ein Proton gebunden ist, jeweils ein Signal im Spektrum. Fur E5 werden
insgesamt 49 Signale erwartet: 43 Signale fur Stickstoff-Atome der Peptidbindung,
wobei die beiden Prolin-Stickstoffatome aufgrund des Fehlens eines Protons keine
Signale erzeugen, sowie 7 Seitenketten-Signale fir die Aminosauren Asparagin,
Glutamin, Tryptophan und Histidin. Mittels der HSQC-Messungen soll ermittelt
werden, unter welchen Bedingungen die verschiedenen E5-Proteine eine gefaltete
Struktur haben oder ungefaltet vorliegen. Im Falle einer gefalteten Struktur sollten die
einzelnen Aminosaurensignale eine schmale Linienbreite haben und entsprechend
weit Uber das Spektrum verteilt sein, wahrend es bei ungefalteten Strukturen oftmals
zu Qualtitadtseinbuflen in Form von Linienverbreiterung und sich Uberlagernden
Signalen in einem engen spektralen Bereich kommt.

Alle E5-Varianten wurden hierzu in 90% TFE und 10% DO untersucht, um einen
ersten Eindruck von der madglichen Sekundarstruktur zu erhalten. Unter
vergleichbaren TFE-Konditionen konnte mit CD ein helikaler Anteil von ca. 70%
ermittelt werden (siehe Abschnitt 4.4.1). Generell konnten trotz ausreichender
Mengen an Protein keine der ES5-Varianten in den sonst Ublichen Messzeiten
erfolgreich untersucht werden. In Abbildung 4-23 ist der Ausschnitt des HSQC-
Spektrums zwischen 6 — 10 ppm ('H-Skala) bzw. 105 — 130 ppm ("°N-Skala) des
Wildtyp-Proteins bei saurem und neutralem pH-Wert gezeigt. Hierbei sind ca. 25
einzelne und gut aufgeldste Signale verteilt Uber das Spektrum sichtbar, was etwa
der Halfte der erwarteten Anzahl an Signalen entspricht. Anhand der bekannten
chemischen Verschiebungen von Proteinen aus der ,Biological Magnetic Resonance
Data Bank" (BMRB, http://www.bmrb.wisc.edu) kdnnen einige der Signale qualitativ
zu bestimmten Aminosauren zugeordnet werden. Daher kann angenommen werden,
dass vermutlich zwischen & ('"H) = 9,4 — 9,8 ppm die Seitenketten der beiden
Tryptophane (Position 5 und 32) erkennbar sind. Bei den Signalen mit den
chemischen Verschiebungen zwischen & (‘H) = 6,4 — 7,4 ppm bzw. 5 ("°N) = 106 —
108 ppm handelt es sich um die Seitenketten des Asparagins (Position 3) und des
Glutamins (Position 17). Fir beide Aminosauren sind in den genannten Bereichen

jeweils zwei Signale, bedingt durch die unterschiedlichen chemischen
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Verschiebungen der beiden Protonen der terminalen Aminogruppen, zu erkennen.
Die Signale im Bereich zwischen & ("H) = 8 — 8,4 bzw. & ("°N) = 105 — 110 ppm
werden wahrscheinlich durch die Glycine (N-Terminus, Position 11 und 42) und/oder
durch Serin (Position 37 — 39 je nach Mutante) und Threonin (Position 31)
verursacht, wobei beim Wildtyp-Protein in diesem Bereich nur drei Signale erkennbar
sind. Zusatzliche Signale in diesem Bereich konnten beispielsweise bei E5-CSA
detektiert werden (vergleiche mit Abbildung 4-24). Eine genaue Zuordnung der
einzelnen Signale zu bestimmten Aminosauren kann aber ohne weitergehende
Messungen nicht erfolgen. Weiterhin befinden sich im Zentrum des Spektrums
mehrere, einander Uberlagernde Signale, welche nicht zugeordnet werden kénnen.
Anhand der Dispersion der chemischen Verschiebungen der Signale kann
angenommen werden, dass das Wildtyp-Protein unter den genannten Bedingungen,

zumindest teilweise strukturiert vorliegt.
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Abbildung 4-23: HSQC-Spektren des dimeren E5-Wildtyp-Proteins in 90% TFE und 10% D20 bei
37° C mit einer Poteinkonzentration von ca. 2 mg/ml. a) unter sauren pH. b) unter neutralen pH im
Anschluss an die Messung im Sauren. Anhand der chemischen Verschiebungen kdénnen die
Seitenketten von Aspargin, Glutamin und Tryptophan zugeordnet werden. Im Bereich zwischen
0 (1H) = 8 — 8,4 bzw. © (15N) = 105 — 110 ppm liegen vermutlich die Glycine, Serin und Threonin.
Kreise markieren diejenigen Bereiche, wo durch den pH-Wechsel Signale verschwunden bzw. neu

aufgetreten sind.
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Wie auch schon in Abschnitt 4.3.2 beschrieben, kann eine unter saurem pH-Wert
rehydratisierte Probe anschlieBend neutralisiert werden, ohne dass es zur
Aggregation kommt. Entsprechend wurde nach der Messung des E5-Wildtyp-
Spektrums in TFE bei pH 3,3 die Probe durch Zugabe von NaOH neutralisiert und
bei pH 7 erneut gemessen (Abbildung 4-23 b). Neben pH-bedingten Verschiebungen
einiger weniger Signale fallt vor allem das Fehlen einer kleinen Gruppe von Signalen
um & (*H) = 7,4 ppm und eines Signals bei & ("H) = 9 ppm sowie das Auftreten
einiger neuer Signale zwischen & ('"H) = 7,2 — 7,4 ppm auf. Im Wesentlichen kam es
aber zu keinen gravierenden Anderungen im Verteilungsmuster der Signale,
weswegen angenommen werden kann, dass auch bei neutralen pH-Wert die
Sekundarstruktur grofdtenteils unverandert bleibt. Diese Beobachtungen stehen im
Einklang mit Ergebnissen der CD-Spektroskopie, bei welchen ebenfalls gezeigt
werden konnte, dass eine vormals saure Probe ohne Anderung der Sekundérstruktur

neutralisiert werden kann.

4.5.2 Strukturuntersuchungen der E5-Mutanten in TFE

Neben dem E5-Wildtyp-Protein wurden auch die verschiedenen E5-Mutanten in TFE
unter gleichen Bedingungen, wie Temperatur, Anzahl an Einzelmessungen und
Inkrementen, mittels HSQC-Experimenten untersucht. Hierbei wurden vergleichbare
Spektren  erhalten, wobei aufgrund von Qualitatsunterschieden jeweils
unterschiedlich viele Signale zwischen den verschiedenen E5-Varianten sichtbar sind
(Abbildung 4-24 und 4-25). Neben den Bereichen mit sich Uberlagernden Signalen im
Zentrum der Spektren sind bei E5-ASC und E5-CSA jeweils ca. 29 Signale, bei E5-
ACA ca. 27 Signale und bei E5-ASA ca. 44 einzelne Signale erkennbar. Wie auch
schon beim Wildtyp deutet das breite Verteilungsmuster jeweils auf eine gefaltete
Sekundarstruktur hin.

Im Vergleich mit den anderen HSQC-Spektren sticht das HSQC-Spektrum von E5-
ASA durch seine besonders gute Qualitdt heraus. Wahrend bei den anderen E5-
Varianten jeweils Bereiche mit sich Uberlagernden Signalen im Zentrum des
Spektrums auftraten, sind bei E5-ASA annahernd alle Signale gut aufgelost. Denkbar
ist, dass durch die Ausbildung der Disulfidbricken bei den anderen E5-Versionen
Austauschphanomene oder eine unglnstige Dynamik auftraten, wodurch die Qualitat
der Spektren beeintrachtigt wird. Auch konnte die geringere Grof3e des monomeren

E5-ASA im Vergleich zu den anderen, dimeren E5-Varianten eine Rolle spielen.
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Abbildung 4-24: HSQC-Spektren der verschiedenen E5-Mutanten in 90% TFE und 10% D,O bei
pH 3,3 mit einer Proteinkonzentration von durchschnittlich 2 mg/ml. a) ES-ASC Dimer. b) E5-CSA
Dimer. c) ES-ACA Dimer. d) ES-ASA Monomer. Gezeigt sind jeweils die Ausschnitte zwischen 6 — 10
ppm der 'H-Skala, sowie zwischen 105 — 130 ppm der '°N-Skala. Alle Spektren wurden mit 128

Einzelmessungen und jeweils 256 Inkrementen bei einer Temperatur von 37° C aufgenommen.

Der Vergleich der verschiedenen HSQC-Spektren untereinander zeigt, dass die
Spektren des Wildtyp-Proteins und der verschiedenen E5-Mutanten Uberlagert
werden konnen (Abbildung 4-25). Ausgehend davon, dass die chemischen
Verschiebungen der einzelnen Aminosauren aul3erst sensibel auf Veranderungen in
der Umgebung reagieren, kann angenommen werden, dass sowohl das E5-Wildtyp-
Protein wie auch die verschiedenen E5-Mutanten zumindest in TFE eine ahnliche
Sekundarstruktur haben. Trotzdem sind geringflgige Unterschiede aufgrund der

verschiedenen Mutationen zu erwarten, welcher aber in den gezeigten Spektren
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aufgrund unterschiedlicher Signal-zu-Rausch Verhaltnisse sowie der sich
uberlagernden Signale nicht auszumachen sind. Insgesamt aber stimmen die
Ergebnisse der NMR-Untersuchungen in TFE mit den Ergebnissen der
Sekundarstrukturuntersuchungen mittels CD-Spektroskopie gut Uberein, wo ebenfalls

keine gravierenden Unterschiede festgestellt wurden.
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Abbildung 4-25: Vergleich der HSQC-Spektren in TFE jeweils zwischen dem Wildtyp-Protein (blau)
und den verschiedenen E5-Mutanten (rot). a) E5-Wildtyp Dimer und E5-ASC Dimer. b) E5-Wildtyp
Dimer und E5-CSA Dimer. c) E5-Wildtyp Dimer und E5-ACA Dimer. d) E5-Wildtyp Dimer und E5-ASA
Monomer. Anhand der ahnlichen Verteilungsmuster der Signale kann angenommen werden, dass es
durch die verschiedenen Cystein-Substitutionen zu keiner gravierenden Anderung der

Sekundarstruktur kommt.
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4.5.3 Strukturuntersuchungen der E5-Proteine in Detergenzien

Neben den Untersuchungen in TFE wurden alle E5-Varianten auch in Mizellen aus
deuterierten DPCgy3s und SDSgs rekonstituiert und mittels Flussigkeits-NMR
untersucht. Trotz der Verwendung vergleichbarer Proteinkonzentrationen wie bei den
TFE-Messungen sowie langer Messzeiten konnten hierbei keine verwertbaren
Spektren erzeugt werden. Beispielsweise ist in Abbildung 4-26 das HSQC-Spektrum
fur das ES5-Wildtyp-Protein in DPC gezeigt. Einige Signale treten hierbei an den
gleichen Stellen auf wie in TFE, jedoch sind die Signale aufgrund von
Linienverbreitung nur schlecht aufgelost. Aulerdem heben sich die Signale nur
wenig vom Hintergrundrauschen ab. Entsprechende Beobachtungen wurden auch
bei allen E5-Mutanten festgestellt. Bei der anschlieBenden Uberpriifung der NMR-
Proben mit CD konnte aber jeweils eine a-helikale Sekundarstruktur ermittelt werden.
Scheinbar treten in Detergenzien dynamische Effekte wie Austauschphanomene
oder ungunstige NMR-Relaxationen auf, welche die Messung der Proben

beeinflussen.
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Abbildung 4-26: HSQC- und CD-Spektren des E5-Wildtyp-Proteins in 200 mM DPCgy3s (P:D = 1:500)
bei pH 3,3 und 37° C. a) Aufgrund von Linienverbreiterung kénnen im HSQC-Spektrum keine
einzelnen Signale aufgelést werden. b) das zugehdrige CD-Spektrum zeigt eine helikale
Sekundarstruktur.
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4.5.4 Strukturuntersuchungen der E5-Proteine in Lipiden

Neben den Strukturuntersuchungen mittels Flussigkeits-NMR wurden auch
verschiedene Versuche unternommen E5 mittels Festkorper-NMR zu untersuchen.
Zum damaligen Zeitpunkt der Probenherstellung waren die Einflisse des pH-Werts
und der Temperatur noch nicht bekannt. AuRerdem wurde nur DMPC (und nicht
DMPC/LMPC) sowie deutlich hohere Protein-zu-Lipid Verhaltnisse verwendet. Somit
fuhrten die zu hohen Proteinkonzentrationen in den Proben, das Fehlen von LMPC,
sowie die Rehydratisierung unter neutralen pH-Wert zur Aggregation von ES5. In
Abbildung 4-27 ist beispielhaft das ""N-1D-NMR-Spektrum des E5-Wildtyp-Proteins
DMPC-Doppelschichten
reprasentiert ein Pulver-Spektrum, welches bei

in orientierten gezeigt. Die Form des Spektrums
fehlender oder mangelhafter
Ausrichtung der Proteine entsteht. Somit kann im Umkehrschluss angenommen
werden, dass bei dem hier gezeigten Beispiel in der Tat unglnstige Bedingungen
vorlagen, bei welchen die Aggregation von E5 begtinstigt war. Eine neue Serie von
15N—NMR-Experimenten in orientierten DMPC/LMPC-Membranen ist in Bearbeitung,

konnte jedoch nicht mehr in diese Dissertation einflie3en.
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Abbildung 4-27: Das °N-1 D-Spektrum des E5-Wildtyp-Proteins in orientierten DMPC-Doppelschichten
mit einem P:L-Verhaltnis von ca. 1:100 zeigt ein Pulverspektrum aufgrund fehlender oder

mangelhafter Orientierung der E5-Proteine.
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5 Diskussion

5.1 Kovalente Dimerisierung — Rolle der Disulfidbriicke(n)

Die Cysteine des E5-Proteins waren bereits in der Vergangenheit Gegenstand
verschiedener Untersuchungen, wobei jedoch hauptsachlich die biologischen
Funktionen, wie DNA-Synthese, zellulare Transformation sowie Bindung und
Aktivierung des PDGF-3-Rezeptors untersucht worden sind. (Fur eine
Zusammenfassung der verschiedenen Untersuchungen siehe Ubersichtsartikel
Talbert-Slagle, K. und DiMaio, D., 2008). Beide Cysteine gehéren zu den wenigen
Aminosauren in E5, welche konserviert sind und auch in anderen
Papillomavirenarten vorkommen (Horwitz, B.H. et al., 1988). Generell kommt es zu
einer Verringerung der biologischen Aktivitat, wenn eines der beiden Cysteine
mutiert, und oftmals zum Totalausfall wenn beide Cysteine entfernt wurden. Wahrend
die Auswirkungen von Cystein-Mutationen auf die biologische Funktion intensiv
analysiert worden sind, fehlen Untersuchungen, welchen Einfluss die Disulfidbricken
auf die Struktur von E5 haben. Es ist denkbar, dass eine korrekte dreidimensionale
Proteinfaltung erst durch die Dimerisierung und Ausbildung der Disulfidbriicke(n)
zustande kommt. Weiterhin gibt es aus der Literatur keine Hinweise darauf, welche
Konformation im CSC-haltigen Bereich vorliegt und ob die Proteinstrange parallel
oder antiparallel miteinander verbrickt sind.

Die Ergebnisse der hier vorgestellten Strukturuntersuchungen mittels CD und NMR
haben gezeigt, dass es durch die verschiedenen Cystein-Substitutionen zu keiner
drastischen Anderung in der Struktur von E5 kommt (siehe Abschnitte 4.4 und 4.5),
und dass das E5-Monomer und Dimer eine vergleichbare Sekundarstruktur haben.
Somit kommt es durch die Ausbildung der Disulfidbricken zu keiner Umfaltung der
Struktur oder Umorientierung in der Membran, welche das E5-Protein erst in seinen
aktiven Zustand versetzt. Mdglicherweise vorhandene, geringfligige Unterschiede
zwischen den verschiedenen E5-Varianten konnen mit Hilfe der CD-Spektroskopie,
welche nicht empfindlich genug ist und nur globale Informationen uber die
Sekundarstruktur liefert, nicht aufgelost werden. AulRerdem werden diese CD-
Spektren auch von der a-Helix dominiert, so dass geringfiigige Unterschiede im
nicht-helikalen Bereich, wo vermutlich die Cysteine liegen, leicht Gberdeckt werden.
Ohne weiterfuhrende hochaufldsende NMR-Experimente kann anhand der bisher

gewonnenen NMR-Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden, dass tatsachlich
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geringfligige Unterschiede in den lokalen Strukturen vorhanden sind. Weiterhin
wurde festgestellt, dass eine einzige Disulfidbricke ausreichend fur die kovalente
Dimerisierung von E5 ist. Welche der beiden Disulfidbricken sich hierbei ausbildet
scheint keine Rolle zu spielen, da sowohl E5-ASC wie auch E5-CSA grundsatzlich in
der Lage sind kovalente Dimere auszubilden und eine vergleichbare
Sekundarstruktur wie das Wildtyp-Protein haben. Eine antiparallele Ausrichtung der
beiden Proteinstrange des E5-Dimers ist daher eher unwahrscheinlich, und eine
parallele Anordnung erscheint wahrscheinlicher. Daruber hinaus kann die Position
der Disulfidbricke verschoben werden, ohne dass es hierbei zu einem Verlust der
Fahigkeit zu dimerisieren bzw. zu einer Umfaltung in der Sekundarstruktur kommt.
Dies deutet darauf hin, dass die Cysteine sich in einem Bereich befinden, welcher
flexibel genug ist, um Veranderungen in der Position der Disulfidbricken zu
tolerieren. Eine lokale a-helikale Sekundarstruktur erscheint im CSC-Sequenzmotiv
daher unwahrscheinlich. Fur eine E5-Mutante, welche ebenfalls das ACA-
Sequenzmotiv hat und bereits friher auf ihre Transformationsfahigkeit hin untersucht
worden ist, konnte sogar die biologische Aktivitdt nachgewiesen werden (Meyer, A.N.
et al, 1994). In der gleichen Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Cysteinpaare
auch auf die Positionen 36 und 40 bzw. 34 und 42 verschoben werden konnen, ohne
dass es zu einem Totalausfall der biologischen Aktivitat kam.

Da offensichtlich eine einzige Disulfidbricke fur eine zumindest partielle biologische
Funktion und die Ausbildung einer stabilen Sekundarstruktur von E5 ausreichend ist,
bleibt die Frage offen, ob sich beim Wildtyp-Protein auch tatsachlich beide Bricken
gebildet haben. Der Nachweis hieruber konnte massenspektrometrisch mit Hilfe von
Jodacetamid erfolgen (Creighton, T.E., 1980; Aitken, A. und Learmonth, M., The
Protein Protocols Handbook). Falls das Wildtyp-Dimer Uber freie Cysteine verflgt,
konnte im Zuge der irreversiblen Alkylierung der freien SH-Gruppen mit Jodacetamid
zu S-Carboxyamidomethylcystein eine Zunahme der spezifischen Masse von ES um

58 Da je freiem Cystein nachgewiesen werden.
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5.2 Nicht-kovalente Dimerisierung — Helix-Helix-Interaktionen

Die Analyse der Monomerfraktion nach Aufreinigung mittels SDS-PAGE zeigte bei
allen E5-Proteinen neben dem erwarteten Monomer auch noch jeweils eine Bande
auf Hohe des Dimers (siehe Abschnitt 4.2.3). Da diese Dimerbande auch bei E5-
ASA, welches keine kovalenten Dimere ausbilden kann, auftrat, muss bei allen E5-
Proteinen davon ausgegangen werden, dass sie auch nicht-kovalent dimerisieren
kénnen. Unklar ist, ob diese nicht-kovalente Dimerisierung auch bei den CD-Proben
aufgetreten ist. Da die E5-Konzentration in den CD-Proben aber im Vergleich zu den
SDS-Gelproben um ein Vielfaches geringer war, kann angenommen werden, dass
ES hauptsachlich als Monomer bzw. kovalentes Dimer vorlag.

Die nicht-kovalente Dimerisierung von E5 wird vermutlich durch spezifische
hydrophobe Wechselwirkungen und interhelikale Wasserstoffbriicken im Bereich der
Transmembrandomane vermittelt (siehe Abschnitt 1.1.2 und Abbildung 1-3). Ein
ahnliches Verhalten wurde auch bei der Untersuchung der ES5-Deletionsmutante
E5tm, welche nur die Transmembrandomane umfasst, festgestellt (Oates, J. et al.,
2008). Prinzipiell ist somit die Transmembrandomane alleine ausreichend um eine
Dimerisierung von E5 herbeizufuhren. Scheinbar haben die nicht-kovalente Dimere
auch eine vergleichbare Sekundarstruktur wie die kovalente Dimere, da in dieser
Arbeit keine Unterscheidung zwischen beiden maoglich war. Ein weiterer Hinweis
hierfir ergibt sich auch aus der Tatsache, dass eine E5-Deletionsmutanten ohne
Cysteine mit dem PDGF-3-Rezeptor einen aktiven Komplex bilden kann (Goldstein,
D.J. et al., 1992). Wenn angenommen wird, dass die Aktivierung des Rezeptors nur
in einer bestimmten Anordnung der beiden Untereinheiten des Dimers erfolgen kann,
mussen im Umkehrschluss die nicht-kovalenten und kovalenten E5-Dimer eine
ahnliche Struktur haben.

Starke nicht-kovalente Wechselwirkungen wiurden auch die Ergebnisse der
chemischen Reduktionstests erklaren. Bei der SDS-Gelelektrophorese konnte bei
keinem der durchgefuhrten Reduktionsprotokolle eine Monomerbande erzeugt
werden (siehe Abschnitt 4.2.3 und Abbildung 4-12). Die Wirkung des nachtraglich
zugegebenen Reduktionsmittels auf die im Probenpuffer geldsten Proteine konnte

durch abschirmende Effekte der SDS-Mizellen verhindert worden sein.
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Denkbar ist auch, dass die Disulfidbriicken tatsachlich gespalten wurden, aber, dass
aufgrund starker hydrophober Wechselwirkungen in den Mizellen die Dissoziation
der Untereinheiten verhindert wurde. Dies wirde auch erklaren, warum selbst bei
den Proben, bei welchen vor der Zugabe des Probenpuffers die Disulfidbriicken zu

reduzieren versucht waren, keine Monomerbande erzeugt werden konnten.

5.3 Sekundarstruktur von E5

5.3.1 Sekundarstruktur von E5 in Detergenzien und Lipiden

Die Sekundarstrukturuntersuchungen in Detergenzien und Lipiden ergaben fir alle
E5 Proteine einen regularen Helixanteil ar von ca. 50 — 55%. Ein vergleichbares
Ergebnis wurde auch mit Hilfe der Einzelwellenlangen-Auswertung ermittelt.
Umgerechnet auf die Gesamtzahl der Aminosauren in E5 entspricht diese Helizitat
ca. 23 — 25 Aminosauren, wobei angenommen werden kann, dass sich diese
Aminosauren vermutlich zwischen Phenylalanin 9 und Histidin 34 (= 26
Aminosauren) befinden, da hierfur bereits fruher eine helikale Sekundarstruktur
ermittelt werden konnte (Abbildung 5-1 und Oates, J. et al., 2008). Fur fast den
gleichen Bereich wird auch die Lage der Transmembrandomane anhand der
Programme SOSUI und TMHMM vorhergesagt (SOSUI: Hirokawa, T. et al., 1998;
TMHMM: Krogh, A. et al.,, 2001). Auffallend ist auch die Lage der beiden
Tryptophane an Position 5 und 32, welche zwischen sich einen Bereich von 26
Aminosauren einschlieRen. Sowohl bei einfach die Membran durchspannenden
Proteinen als auch Proteinen mit mehreren Transmembransegmenten wurde
beobachtet, dass Tryptophan mit erhohter Haufigkeit an den Helixenden in der
Schicht zwischen den polaren Kopfgruppen der Membranlipide und den
hydrophoben Alkylketten vorkommt (Von Heijne, G., 1994; Wallace, B.A. und Janes,
R.W., 1999). Erste Ergebnisse von Fluoreszenzmessungen, bei denen anhand von
Bandenverschiebungen der Tryptophanabsorption ermittelt werden kann, ob sich die
Tryptophane innerhalb oder auflerhalb der Membran befinden, lassen darauf
schliel3en, dass zumindest eines der beiden Tryptophane in die Membran eingebettet
ist (Hoffmann, S., persoénliche Kommunikation).

Die Anteile ap an deformierter Helix lagen durchschnittlich bei 25 — 28%, was 11 — 12
Aminosauren entspricht. Definitionsgemald werden regulare Helixbereiche von

deformierten Bereichen eingeschlossen, welche den Ubergang zu anderen
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Sekundarstrukturelemente und unstrukturierten Bereichen bilden (Sreerama, N. et
al., 1999). Somit befinden sich die deformierten Helixbereiche in E5 wahrscheinlich
beidseitig der zentralen Transmembranhelix und bilden den Ubergang zu den
restlichen, hauptsachlich unstrukturierten Bereichen, welche am C- und N-Terminus

von E5 vorkommen.

1 10 20 30 40

NH, - GMPNLWFLLFLGLVAAMQLLLLLFLLLFFLVYWDHFECSCTGLPF - COOH

oooooooooooooooo
.

aD aR aD . .

Abbildung 5-1: Vermutliche Lage der helikalen Transmembrandomane in E5. Gezeigt sind die 44
Aminosauren von E5 einschlieBlich des Glycins, welches zusatzlich N-terminal aufgrund der
Hydroxylamin-Schnittstelle vorhanden ist. Fir den Bereich zwischen Phenylalanin 9 und Histidin 34
(grau hinterlegt) wurde mittels CD eine helikale Sekundarstruktur ermittelt (Oates, J. et al., 2008).
Zwischen Leucin 7 und Leucin 29 wird die Transmembrandomane mittels verschiedener
Sequenzanalyse-Programme vorhergesagt (unterstrichen). Nach den hier vorliegenden Erkenntnissen
liegt die helikale Transmembrandomdne von E5 vermutlich im Bereich zwischen den beiden
Tryptophanen an Position 5 und 32 und wird von deformierten Helixbereichen eingeschlossen. Die

Cysteine liegen aulerhalb der helikalen Domane im benachbarten unstrukturierten Bereich.

FUr das E5-Protein wurde postuliert, dass die beiden Untereinheiten des E5-Dimers
uber spezifische interhelikale Wechselwirkungen im Bereich der helikalen
Transmembrandomane ein Dimer-Interface bilden (Abbildung 1-3 und Surti, T. et al.,
1998). Verschiedene Anordnungen der beiden Helices zueinander wurden durch das
Anhangen eines N-terminalen Leucin-Zipper-Dimerisierungsmotivs auf ihre
biologische Aktivitat hin untersucht (Mattoon, D. et al., 2001). Hierbei wurde
festgestellt, dass das ES5-Dimer nur in der von Surti, T. et al. vorgeschlagenen
Anordnung der beiden Helices zueinander seine biologische Aktivitat entfalten kann,
wahrend bei Anordnungen, welche von dieser Struktur abweichen, die Aktivitat
verloren geht. Nimmt man an, dass sich ein Dimer nur ausbilden kann, wenn sich die
beiden Untereinheiten in dieser spezifischen Anordnung zueinander ausrichten, dann

wurden bei einer angenommenen helikalen Struktur in der C-terminalen Domane die
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beiden Cysteine des Wildtyp-Proteins um 200° versetzt auf verschiedenen
Helixseiten liegen, wodurch sich nicht beide Disulfidbriacken gleichzeitig ausbilden
konnten (Abbildung 5-2). Weiterhin wirde sich bei mindestens einer der Einfach-
Cystein-Mutanten aufgrund der oben erwahnten Beschrankungen das Cystein auf
der abgewandten Helixseite befinden, wodurch keine kovalente Dimerisierung mehr
moglich ware. Im Umkehrschluss kann deshalb angenommen werden, dass im

Bereich der Cysteine wahrscheinlich keine helikale Sekundarstruktur vorkommt.

His Phe

Gly @6

Val Q %/,, N LE“
(Ala) Cys Q‘g/ h

me @ )\ f>‘Phe

e _,.-*

Asp e Cys (Ala)

Thr
(Ol O

lu

Ser (Cys)

Phe

Abbildung 5-2: Helical Wheel-Diagramm des ES5-Wildtyp-Proteins im C-terminalen Bereich zwischen
Phenylalanin 27 und 44. Bei einer angenommenen helikalen Struktur in diesem Bereich wiirden die
beiden Cysteine des Wildtyps bzw. die Cysteine der verschiedenen Einfach-Cystein-Mutanten auf
verschiedenen Helixseiten liegen und konnten nicht auf einheitliche Weise ein kovalenten Dimer
bilden. Daher ist eine helikale Sekundarstruktur fir den C-terminalen Bereich von E5
unwahrscheinlich.
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5.3.2 Sekundarstruktur von ES5 in TFE

Da die Sekundarstruktur-Auswertungen mit CONTIN LL nicht fur organische
Lésungsmittel anwendbar sind, konnte der helikale Anteil in TFE nur mit der
Einzelwellenlangen-Auswertung bei 220 nm errechnet werden, wobei
durchschnittlich 70 — 72% Helizitat ermittelt wurden. Wenn, wie im Falle der
Detergenzien und Lipide, die Ergebnisse der Einzelwellenlangen-Auswertung jeweils
nur die regularen Helixanteile widerspiegeln, so kommt es in TFE zu einer
Erweiterung der regularen Helixbereiche um ca. 15 — 20%. Unbekannt bleibt, ob es
neben den regularen Helixanteilen in TFE noch zusatzlich deformierte Helixbereiche
und andere Sekundarstrukturelemente gibt. Der Helixanteil von 70 — 72% in TFE
stimmt annahernd mit der Summe von ca. 70 — 75% aus regularer und deformierter
Helix in Detergenzien und Lipiden Uberein. Daher kann angenommen werden, dass
sich der helikale Kern ar in TFE um die in Detergenzien und Lipiden deformierten
Helixbereiche erweitert hat (Abbildung 5-3).

1 10 20 30 40
NH, - GMPNLWFLLFLGLVAAMQLLLLLFLLLFFLVYWDHFECSCTGLPF - COOH
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Abbildung 5-3: Hypothetischer Helixbereich von E5 in TFE. Fir die Beschreibung der einzelnen
Elemente siehe Abbildung 5-1. In TFE erweitert sich der helikale Kern um die deformierten

Helixbereiche, die in Detergenzien und Lipide beobachtet werden.

Mittels Infrarot-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass ca. 39 +/- 3 Aminosauren
in helikaler Faltung vorliegen konnen, was darauf hindeutet, dass E5 unter
bestimmten Bedingungen Uber den Bereich der vermutlichen Transmembrandomane
hinaus eine helikale Sekundarstruktur einnehmen kann (Surti, T. et al., 1998).
Aulerdem wurde ermittelt, dass ca. 26 — 28 der Aminosauren keinen Kontakt zum
Wasser haben und somit in der Membran eingebettet waren. Von der Anzahl her
konnte es sich bei diesen Aminosauren um die gleichen handeln, welche fir den

regularen Helixbereich in Detergenzien und Lipiden angenommen wurden. Mit einem

115



Diskussion

H,0/D,0O-NMR-Austauschexperiment kénnte untersucht werden, wie viele und vor
allem welche Aminosauren von ES in Detergenzmizellen Kontakt zum Wasser haben
bzw. durch die Detergenzmolekule abgeschirmt sind. In einem solchen
Austauschexperiment kommt es zum Austausch der Amidprotonen der
Peptidbindungen mit Deuterium, so dass im 'H"N-HSQC-Spektrum die
entsprechenden Signale verschwinden. Hierbei tauschen aber nur die Amidprotonen
aus, welche im Kontakt zum Wasser stehen, wahrend die Protonen im Inneren der
Mizellen vor dem Austausch geschutzt sind. Im Vergleich mit einem
Referenzspektrum koénnen dann die verschwundenen Signale zu einzelnen
Aminosauren zugeordnet werden. Ein solches Experiment kann erfolgen, sobald die
optimalen Bedingungen fur die Rekonstitution von E5 in Detergenzien gefunden

wurden, so dass es nicht mehr zur Proteinaggregation kommt.

5.4 Orientierung der Helix in der Membran

Neben der gleichen Sekundarstruktur zeigten alle E5-Proteine unabhangig von den
Cystein-Substitutionen eine leicht schrage Membranorientierung in  der
Lipiddoppelschicht bezuglich der Membrannormalen (siehe Abschnitt 4.4.6). Der
unmittelbare Einfluss der mutierten Aminosauren auf die Orientierung des Proteins in
der Membran ist erwartungsgemall eher gering, da es aufgrund der Lage der
Cysteine aulierhalb des angenommenen Transmembranbereichs wahrscheinlich zu
keiner direkter Interaktion zwischen der ausgetauschten Aminosaure und den Lipiden
kommt. Auch scheint es durch die Dimerisierung von E5 zu keiner Anderung der
Helixorientierung in der Membran zu kommen, da E5-ASA keine grundlegend andere
Ausrichtung in der Membran hatte als die dimeren E5-Varianten. Somit kann
ausgeschlossen werden, dass die Interaktion zwischen E5 und dem PDGF-[3-
Rezeptor durch eine Umorientierung in der Membran aufgrund der Dimerisierung von
E5 ausgeldst bzw. erst ermdglicht wird. Die anhand der OCD-Spektren beobachteten
leicht schragen Orientierungen werden durch die errechneten Neigungswinkel von
26° — 30° bestatigt, wobei die Werte aufgrund verschiedener Unsicherheiten bei der
Berechnung, wie beispielsweise die Ermittlung der realen Proteinkonzentration in der
Probe, eher als Richtwerte anzusehen sind. Dennoch passen die errechneten Winkel
gut zu dem durch Infrarotspektroskopie fir E5 ermittelten Neigungswinkel von ca.
20° in DMPC-Lipid-Doppelschichten (Surti, T. et al., 1998).
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Berucksichtigt man nur den errechneten Neigungswinkel, sind verschiedene
Ausrichtungen des E5-Dimers in der Membran denkbar. Am wahrscheinlichsten ist
eine Uberkreuzte Anordnung mit C,-Drehsymmetrie, in welcher die beiden
Untereinheiten jeweils in verschiedene Richtungen zeigen und dadurch zwischen
sich einen Winkel von 56° einschlie®en (Abbildung 5-4 a). Denkbar ware auch eine
Anordnung, in welcher die beiden Untereinheiten des Dimers parallel (translational)
nebeneinander liegen, so dass das Dimer insgesamt einen Neigungswinkel von 28°
hat (Abbildung 5-4 b). Weiterhin ware auch eine Anordnung mdglich, in der die
beiden Untereinheiten Uber Disulfidbriicken verbunden sind, aber sonst kein Kontakt
zwischen den beiden Helices besteht (Abbildung 5-4 c). Diese Anordnung kann aber
anhand der beobachteten Dimerisierung von E5-ASA vermutlich ausgeschlossen

werden.

T
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Abbildung 5-4: Mdgliche Anordnungen der Untereinheiten des E5-Dimers in der Membran.

a) — c): Seitenansicht der Membran mit mdglichen Anordnungen des E5-Dimers. Zur besseren
Ubersichtlichkeit ist jeweils nur eine Disulfidbriicke gezeigt. N: Membran-Normale. a) (iberkreuzte
Coiled Coil-Anordnung der beiden Untereinheiten mit C,-Symmetrie. b) Translation-Anordnung der
Untereinheiten. c) Anordnung ohne Kontakt im Bereich der TMD. d) — f): Sicht von oben auf das E5-
Dimer. Zur Bestimmung des azimuthalen Helix-Drehwinkels ist Glutamin 17 (Q) eingezeichnet. d) die
beiden Untereinheiten sind zueinander gedreht, so dass sich die interhelikalen Wechselwirkungen im
Dimer-Interface ausbilden kdénnen. e) beide Untereinheiten des Dimers sind parallel (translational)

ausgerichtet, so dass sich die oben beschriebenen interhelikalen Wechselwirkungen nicht ausbilden
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koénnen. f) willkirliche Anordnung der beiden Untereinheiten zueinander. Weitere Erklarungen zur
Abbildung siehe Text.

Die hier diskutierten Dimer-Anordnungen unterscheiden sich zwar nicht in ihrem
Helix-Neigunsgwinkel, wohl aber in ihrer Symmetrie, d.h. in den einander
gegenuberliegenden Aminosauren im Interface. In der Uberkreuzten sowie auch in
der parallelen Anordnung konnten sich die interhelikalen Wechselwirkungen im
Dimer-Interface ausbilden, wenn die entsprechenden Aminosauren der beiden
Helices spiegelbildlich zueinander gedreht sind (Abbildung 5-4 d). In einer parallelen
Translation-Anordnung waren die beiden Untereinheiten genau gleich ausgerichtet,
so dass es nicht zur Ausbildung des von Surti, T. et al. vorgeschlagenen Dimer-
Interfaces kommen kann (Abbildung 5-4 e). Im Extremfall ware sogar eine
willkirliche Anordnung der beiden Untereinheiten vorstellbar (Abbildung 5-4 f). Von
allen Moglichkeiten passt die Uberkreuzte Anordnung am besten zu der anhand von
MD-Simulationen vorhergesagten Coiled Coil-Struktur, wobei dort die beiden
uberkreuzten Untereinheiten jedoch nur einen Winkel von 15 — 22° einschliel3en
(Surti, T. et al., 1998). AuRerdem ist vermutlich nur in der Uberkreuzten Anordnung
der beiden Untereinheiten zueinander die Komplexbildung mit dem PDGF-[3-
Rezeptor moglich (siehe Abschnitt 1.1.3 und Abbildung 1-4).

Eine eindeutige Unterscheidung und Strukturaussage lasst sich Uber Festkorper-
NMR-Experimente in orientierten Proben treffen, da hierbei nicht nur der Helix-
Neigungswinkel sondern auch der azimuthale Helix-Drehwinkel ermittelt werden

kann.

5.5 Ahnlichkeiten zwischen E5 und bekannten Coiled Coil-Peptiden

Die beschriebene pH- und Temperatureffekte sowie das Aussehen der CD-Spektren
unter neutralen und sauren Bedingungen zeigen grofe Ahnlichkeiten zu bekannten
helikalen Coiled Coil-Peptiden. Beispielsweise zeigt das 26 Aminosauren lange
Modell-Peptid VW19 die gleichen wie fur E5 beobachteten spektralen CD-Muster
(Abbildung 5-6 a; Pagel, K. et al., 2006). In der Heptadstruktur von VW19 sind jeweils
die Positionen a und d mit der hydrophoben Amonsaure Leucin besetzt, wahrend in
den benachbarten Positionen e und g hauptsachlich polare und geladene
Aminosauren vorkommen. Der Zusammenhalt der benachbarten Helices wird durch
einen hydrophoben Kern, in welchen die Seitenketten der Leucine in a und a” bzw. d

und d° miteinander interagieren, vermittelt. Zusatzlich kommt es zur Ausbildung
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elektrostatischer Wechselwirkungen zwischen den geladenen wund polaren
Seitenketten der Aminosauren in den Positionen e und g (Abbildung 5-5).

In Abhangigkeit des pH-Werts und der Peptidkonzentration nimmt VW19
unterschiedliche Konformationen ein. Bei saurem pH-Wert und niedriger
Peptidkonzentration liegt das Peptid in einer einfachen a-helikalen Sekundarstruktur
vor. Bei hoheren Peptidkonzentrationen und neutralem pH-Wert hingegen bilden sich
uber mehrere Tage hinweg lange, fibrillenformige Peptidaggregate, deren CD-
Spektren vergleichbar sind mit den fur E5 beobachteten Aggregatenspektren
(Abbildung 5-6 a, vergleiche mit Abbildungen 4-13, 4-18 und 4-20).
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Abbildung 5-5: Heptadstruktur des parallelen Homodimers VW19. In den Positionen a und d befinden
sich hydrophobe Aminosauren, welche einen hydrophoben Kern mit den Aminosauren der
benachbarten Helix bilden. Zusatzlich sind die Positionen e und g durch polare oder geladene
Aminosauren besetzt, welche elektrostatische Wechselwirkungen ausbilden kénnen.

Quelle: Abbildung 1 aus Pagel, K. et al., 2006.

Ein zweites Beispiel mit ahnlichen Eigenschaften ist das 34 Aminosauren lange
Model-Peptid aFFP (Potekhin, S.A. et al.; 2001). Bei pH 3 hat aFFP eine helikale
Sekundarstruktur mit dem typischen CD-Spektrum, wahrend es bei neutralem pH-
Wert zu ahnlichen Veranderungen im Spektrum kommt wie bei E5 (Abbildung 5-6 b).
Mittels Elektronenmikroskopie konnte nachgewiesen werden, dass aFFP unter
sauren Bedingungen lange, ca. 3 nm dicke Fibrillen bildet, in welchen bis zu 80

Monomere zusammengelagert sind. Interessanterweise sind in den entsprechenden
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CD-Spektren keine Anzeichen von Aggregation sichtbar (siehe hierzu auch Abschnitt
5.6). Bei neutralem pH-Wert hingegen bilden die Peptide eher spharische Partikel mit
einem Durchmesser von ca. 15 nm. Aufgrund der zunehmenden PartikelgroRe sowie
der inhomogenen Verteilung der Moleklle tritt verstarkt Lichtstreuung und
Absorptionsabflachung auf, wodurch es bei pH 7 zur Abnahme der Signalintensitat
sowie zur Verschiebung von Maximum und Minima kommt. Durch Erhitzen der Probe
unter neutralen Bedingungen kann auch hier die a-helikale Sekundarstruktur
zurickgewonnen werden, wobei wie bei E5 eine extrem hohe Temperaturstabilitat

festgestellt wurde.
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Abbildung 5-6: a) CD-Spektren von VW19 bei hohen Proteinkonzentrationen und pH 7. Nach
mehreren Tagen bilden sich fibrillenférmige Peptidaggregate aus, deren spektralen CD-Eigenschaften
vergleichbar sind mit E5 unter neutralen Bedingungen und als typisch fir Coiled Coil-Strukturen
bezeichnet werden. b) CD-Spektren von aFFP unter neutralen und sauren Bedingungen. aFFP bildet
bei pH 3 lange, diinne Peptidfibrillen mit bis zu 80 Monomeren aus. Bei neutralem pH-Wert kommt es
zu einer Konformationsanderung hin zu grofRen, spharischen Partikeln.

Quelle: a) Abbildung 2c modifiziert Gbernommen aus Pagel, K. et al., 2006. b) Abbildung 2a modifiziert

Ubernommen aus Potekhin, S.A. et al., 2001.

Bei beiden Peptiden kommt es aufgrund ihrer Heptadsequenz zu starken
Wechselwirkungen,  welche  die benachbarten Helices nicht-kovalent
zusammenhalten. Hierbei spielen vor allem die hydrophoben Wechselwirkungen der
Leucine eine Rolle. Die Heptadstruktur ist so angelegt, dass sich die Peptide unter
bestimmten Bedingungen parallel und partiell versetzt zu hohermolekularen

Strukturen zusammenfinden konnen. Auf diese Weise konnen sich in axialer
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Richtung mehrere Helices zu einem langen, fibrillenférmigen Aggregat
zusammenlagern.

Im E5-Protein sind 34% aller Aminosauren ebenfalls Leucine. In dem von Surti, T. et
al. anhand von MD-Simulationen vorgeschlagenen Dimer-Interface kann aufgrund
der Verteilung der Leucine ebenfalls eine Heptadstruktur angenommen werden
(Abbildung 1-3 c). Aufgrund dieser Heptadstruktur und der Ahnlichkeiten der CD-
Spektren zu VW19 und oFFP kann fur ES ebenfalls die Ausbildung von
héhermolekularen Strukturen angenommen werden. Ob E5 sich hierbei in ahnlicher
Weise zu Fibrillen zusammenlagert kann jedoch erst Uber elektronenmikroskopische

Untersuchungen geklart werden.

5.6 Oligomerisierung von E5

Eine Eigenschaft von E5, welche im Verlauf der verschiedenen Untersuchungen
immer wieder auftrat, ist die Tendenz zur Selbstassemblierung bzw. Aggregation der
Helices, jedoch ohne Denaturierung als B-Faltblatt. Die CD-Spektroskopie hat sich
als besonders geeignet erwiesen das Aggregationsverhalten von E5 genauer zu
untersuchen und im Ansatz zu verstehen Das Erkennen und Verstehen des
Aggregationsverhaltens von E5 nahm einen grof3en Teil dieser Arbeit in Anspruch
und war entscheidend fur die Herstellung der CD- und NMR-Proben (siehe Abschnitt
4.3).

Bei den Strukturuntersuchungen mittels CD in Detergenzien konnte gezeigt werden,
dass die Rekonstitution von E5 unter anderem auch von der Proteinkonzentration
bzw. dem Protein-zu-Detergenz Verhaltnis, dem pH-Wert und der Temperatur
abhangt. Anhand des in dieser Arbeit beobachteten Verhaltens fur E5 kann ein
reversibles Gleichgewicht zwischen verschiedenen Zustanden angenommen werden,
welches zumindest fur in vitro Bedingungen gilt. Auf der einen Seite des
Gleichgewichts steht das kovalente Dimer und auf der anderen Seite des
Gleichgewichts hohere Oligomere (Abbildung 5-7). Ob bei dieser Oligomerisierung
die gleichen Wechselwirkungen beteiligt sind, wie oben fur die nicht-kovalente
Dimerisierung angenommen, ist unklar. Ebenfalls ist unbekannt, wie viele E5
Molekule sich zusammenlagern und ob es wie im Falle von VW19 und aFFP zur
Ausbildung einer spezifischen, Ubergeordneten (z.B. fibrillaren) Struktur kommt. Die

Lage des Gleichgewichts hangt von den Faktoren Proteinkonzentration, Verhaltnis zu
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Detergenz bzw. Lipid, sowie pH-Wert, und in geringem Male auch von der
Temperatur ab. Eventuell gibt es noch andere, bisher unbekannte Einflusse.

Bei E5-ASA liegt das Monomer auf der linken Seite des Gleichgewichts, wahrend
das nicht-kovalente Dimer als Zwischenstufe hin zu Oligomerseite angesehen

werden kann.

Dimer hohere
Oligomere
pH sauer pH neutral
T hoch T niedrig
[E5] niedrig [E5] hoch

Abbildung 5-7: Modell der reversiblen Oligomerisierung des helikalen E5-Proteins in Abhangigkeit
verschiedener Faktoren. T: Temperatur, [E5]: Proteinkonzentration E5. Zur besseren Ubersichtlichkeit

ist nur die Transmembrandomane gezeigt.

Wahrend es relativ sicher zu sein scheint, dass ein solches (oder ahnliches)
Gleichgewicht tatsachlich in vitro vorliegt, bleibt die Frage offen, wo man sich bei der
Herstellung der CD- und NMR-Proben im Gleichgewicht wirklich befindet. Ein
Hinweis hierzu liefern die CD-Spektren von aFFP, bei welchen unter sauren
Bedingungen ein charakteristisches, helikales Spektrum ohne Anzeichen von
Aggregation gemessen wurde, trotz der Tatsache, dass sich bis zu 80 Monomere pro
Peptidfibrille zusammengelagert haben. Somit ist auch bei E5 denkbar, dass sich bei
saurem pH-Wert gerade nur so viele Molekule zusammenlagern, dass es zu keiner
Beeinflussung der CD-Messung kommt. Bei neutralem pH-Wert hingegen muss die
Anzahl der Proteine in den Oligomeren deutlich hdher sein, so dass der
Durchmesser der Proteinaggregate so gro3 wird, dass es durch
Absorptionsabflachung und Lichtstreuung zu deutlichen Veranderungen der CD-
Spektren kommt. Dies wlrde auch erklaren, warum es bei den NMR-Proben in
Detergenzien zur Linienverbreiterung kam, obwohl die CD-Spektren &aulerlich
betrachtet in Ordnung waren (siehe Abschnitt 4.5.3). Hierbei haben sich anscheinend

gerade so viele Moleklile zusammengelagert, dass die resultierenden
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Proteinkomplexe zu grof} fir die NMR-Messungen waren, aber noch klein genug flr
die CD-Messungen ohne Artefakte.

Bei den NMR-Messungen in TFE kann angenommen werden, dass hierbei das
Gleichgewicht im Vergleich zu den Detergenzproben viel weiter auf der linken Seite
lag. Hierfur spricht, dass es in TFE mdglich war gute HSQC-Spektren fir das
Wildtyp-Protein zu erhalten (siehe Abschnitt 4.5.1). Somit waren die Molekule klein
genug fur NMR-Messungen. Bei der monomeren E5-Version E5-ASA kann man
weiterhin annehmen, dass sich die noch bessere Qualitat des HSQC-Spektrums im
Vergleich zu den Dimerspektren durch die noch geringere Grdélke des Monomers
erklart (siehe Abschnitt 4.5.2). Die notwendigen langen NMR-Messzeiten in TFE
konnten darauf hindeuten, dass trotzdem ein Teil der Molekule in hdoheren
Oligomeren gebunden und deshalb nicht detektierbar war. Bei den CD-Proben in
TFE hingegen durfte das Gleichgewicht sogar ganz auf der linken Seite liegen, da
hier eine 20-mal geringere Proteinkonzentration als bei den NMR-Proben eingesetzt
wurde (siehe Abschnitt 4.4.1).

Bei der Untersuchung von E5ty mit analytischer Ultrazentrifugation wurden Hinweise
gefunden, dass in vitro tatsachlich ein Gleichgewicht zwischen verschiedenen

Oligomerisierungszustanden von E5 vorliegt (Oates, J. et al., 2008).
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5.7 Fazit

Mit dieser Arbeit wurde das erste Mal die Struktur des ES-Wildtyp-Proteins
eingehend mit CD und NMR untersucht. Hierbei konnte fir E5 eine a-helikale
Sekundarstruktur ermittelt werden, was die Ergebnisse frihere IR-Untersuchungen
des Wildtyp-Proteins sowie die Strukturuntersuchungen der separaten
Transmembrandomane bestatigt (Surti, T. et al., 1998; Oates, J. et al., 2008). Mit den
vorliegenden Ergebnissen der Einfach-Cystein-Mutanten wurde auch gezeigt, dass
eine einzige Disulfidbricke fur die Ausbildung kovalenter Dimere und einer stabilen
Struktur ausreicht. Verschiedene biologische Test mit anderen Einfach-Cystein-
Mutanten bestatigen, dass E5 mit nur einer Disulfidbricke biologisch aktiv sein kann,
auch wenn hierbei oftmals AktivitatseinbuRen gegeniber dem Wildtyp-Protein
beobachtet wurden. Da alle hier getesteten Einfach-Cystein-Mutanten die gleiche
Sekundarstruktur ~ wie das  Wildtyp-Protein  aufwiesen, konnen  diese
AktivitatseinbufRen nicht durch Strukturanderungen erklart werden. Dies konnte ein
vager Hinweis sein, dass die konservierten Cysteine eventuell noch eine andere
Funktion aufer flr die kovalente Dimerisierung haben. Da eine Disulfidbricke
prinzipiell fur die kovalente Dimerisierung ausreicht, konnte das andere, freie Cystein
entsprechend andere, bisher unbekannte Funktionen Ubernehmen. Ohne eine
hochaufgeloste Struktur, oder die Ergebnisse des weiter oben vorgeschlagenen
massenspektrometrischen Jodacetamidtests (siehe Abschnitt 5.1) kann diese
spekulative Annahme allerdings noch nicht beantwortet werden.

Die Dimerisierung von E5, welche unerlasslich fur die biologische Aktivitat des
Virusproteins ist, kann einerseits kovalent Uber Disulfidbricken oder auch nicht-
kovalent Uber starke hydrophobe Wechselwirkungen erfolgen. Wahrscheinlich
spielen beide Mechanismen eine Rolle bei der Dimerisierung des E5-Proteins.
Denkbar ist, dass durch die spezifischen nicht-kovalenten Wechselwirkungen die
beiden Untereinheiten des Dimers in die richtige, biologisch aktive Anordnung
zueinander gebracht werden, welche anschlielend durch Ausbildung der
Disulfidbricken kovalent fixiert wird. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass das
E5-Dimer diejenige spezifische Struktur einnimmt, in welcher die Anlagerung und
Aktivierung des Rezeptors erfolgen kann.

Anders als anfangs erwartet stellte sich die Strukturuntersuchung von E5 als
schwierig heraus. Bei der Betrachtung der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse

wird deutlich, wie stark das hydrophobe Membranprotein ES in vitro zur Aggregation
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neigt. Grund hierfur sind wahrscheinlich die kiinstlichen Bedingungen unter welchen
ES untersucht wurde. Detergenzmizellen unterscheiden sich aufgrund ihre Grole,
Form und Struktur der beteiligten Molekule deutlich von in naturlichen Membranen
vorherrschenden Bedingungen. Liposomen entsprechen zwar eher natirlichen
Membranen, waren aber ebenfalls nicht stark genug um die E5-Aggregate
aufzubrechen. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um das
Aggregationsverhalten von E5 genau zu beschreiben und letztendlich aktiv
beeinflussen zu kdnnen. Unklar ist, ob diese Tendenz zur Aggregation auch in vivo
auftritt. Interessanterweise wurde ein solches Verhalten bei Untersuchungen von
vergleichbaren Cystein-freien E5-Mutanten in der Literatur nicht beobachtet (siehe
fur ein Beispiel Horwitz, B.H. et al., 1988). Lediglich fur die E5-Deletionsmutante
E5tm, welche nur die Transmembrandoméane umfasst, wurde ebenfalls ein
Gleichgewicht zwischen verschiedenen Zustanden beschrieben (Oates, J. et al.,
2008). Sowohl in der hier vorliegenden Arbeit als auch bei den Untersuchungen von
E5tm wurden jeweils aufgereinigte Proteine aus bakterieller Proteinexpression bzw.
chemischer Peptidsynthese verwendet, wahrend bei den anderen Untersuchungen
jeweils Extrakte aus eukaryotischen Zellkulturen verwendet wurden. In diesen
Zellextrakten kommen neben E5 noch zahlreiche andere Proteine vor, unter
anderem auch die Interaktionspartner von E5, wie beispielsweise der PDGF-[3-
Rezeptor. Eventuell wird die Oligomerisierung von ES in vivo durch die Interaktion mit
dem Rezeptor verhindert. Somit kdonnte das Zusammenflihren von E5 und der
ebenfalls im Arbeitskreis Ulrich untersuchten Transmembrandomane des PDGF-[3-
Rezeptors ein viel versprechender Ansatz zur Untersuchung der Struktur von E5 und
des Rezeptors sein.

Insgesamt wurde mit dieser Arbeit der Grundstein fur die Aufklarung der Struktur von
E5 gelegt. Da das HSQC-Spektrum von E5-ASA in TFE im Vergleich zu den
Spektren der dimeren E5-Proteine eine deutlich bessere Qualitat hatte, konnte die
Untersuchung der Monomerfraktionen eine Maoglichkeit bieten, die Qualitat der
Spektren des Wildtyp-Proteins und der Einfach-Cystein-Mutanten zu verbessern.
Gelingt dies auch in Detergenzmizellen, so kann ein H,O/D,O-Austauschexperiment
Aufschluss Uber den in der Membran eingebetteten Sequenzbereich liefern. Das
Aggregationsverhalten von E5 konnte auch eingehender mit Hilfe von Dynamischer
Differenzkalorimetrie und analytischer Ultrazentrifugation untersucht werden. Zur

Bestimmung ob E5 spezifische hohermolekulare fibrillare oder spharische Oligomere
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bildet, waren elektronenmikroskopische Untersuchungen notwendig. Mit Hilfe der im
Jahr 2010 neu zu installierenden Synchroton-CD am Forschungszentrum Karlsruhe
konnen aullerdem neue Erkenntnis Uber die Sekundarstruktur gewonnen werden.
Weiterhin konnte auch die Untersuchung verschiedener Deletionsmutanten, zum
Beispiel nur die hydrophoben 2/3 von E5 oder nur die C-terminale Domane, neue
Einsichten in die Struktur und Dimerisierung von E5 bringen. Auch das Anhangen
eines zusatzlichen Dimerisierungsmotivs konnte helfen, die Struktur von ES in
Detergenzmizellen aufzuklaren.

Im Rahmen zukulnftiger Untersuchungen fuhrt wahrscheinlich eine Kombination aus
Flissigkeit- und Festkorper-NMR zur Aufklarung der Struktur von E5. Mit Hilfe von
Flussigkeits-NMR konnte die dreidimensionale Struktur in Detergenzien aufgeklart
werden, wahrend mit Hilfe von PISEMA-Experimenten und Festkdrper-NMR der
Helix-Neigungswinkel  sowie azimuthale Helix-Drehwinkel in  orientierten
Lipiddoppelschichten ermittelt werden kann. Erganzend hierzu waren auch
Abstandsmessungen zwischen den beiden Untereinheiten des Dimers durch
REDOR-Experimente moglich. Im letzten Schritt waren dann noch Untersuchungen

des tetrameren Komplexes aus E5 und PDGF-B-Rezeptor notwendig.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Dimerisierung und Struktur des E5-Proteins mit
CD- und NMR-Spektroskopie untersucht. Hierzu wurden die Herstellung und
Aufreinigung genugender Mengen an Protein sowie der Rekonstitution in
membranahnlichen Detergenzmizellen und Liposomen grundlegend optimiert. Mit CD
konnte gezeigt werden, dass E5 eine a-helikale Sekundarstruktur und schrage
Neigung in der Membran einnimmt. Weiterhin wurde beobachtet, dass verschiedene
Cystein-Substitutionen keinen Einfluss auf die Struktur von E5 haben und dass fur
die kovalente Dimerisierung von E5 eine einzige Disulfidbricke ausreicht, deren
Position auRerdem nicht auf die Positionen im Wildtyp beschrankt ist. Verschiedene
Hinweise deuten darauf hin, dass die Cysteine bzw. Disulfidbricken in einem relativ
flexiblen und nicht-helikalen Bereich von E5 liegen. AuRerdem wurde festgestellt,
dass neben der kovalenten Dimerisierung noch andere Mechanismen vorhanden
sind, welche eine nicht-kovalente Interaktion ermdglichen. Diese Helix-Helix-
Interaktionen beruhen vermutlich auf hydrophoben Wechselwirkungen und
interhelikalen Wasserstoffbriicken einer Leucin-Zipper ahnliche Struktur im Bereich
der Transmembrandomane. Der Vergleich zwischen monomeren und dimeren ES5-
Proteinen hat gezeigt, dass die Dimerisierung von E5 weder mit einer Umfaltung
noch Umorientierung einher geht, welche fir die biologische Funktion von E5
verantwortlich sein koénnte. Weiterhin kann angenommen werden, dass E5
(zumindest in  vitro) in einem  Gleichgewicht aus  verschiedenen
Oligomerisierungszustanden vorliegt. Dieses reversible Gleichgewicht ist von
verschiedenen Faktoren wie pH-Wert und Proteinkonzentration abhangig und

beeinflusst maligeblich die Strukturuntersuchungen.
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