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1. Einleitung

Die Stabilisierung von Proteinen zum Erhalt ihrer biologischen Aktivitdt ist ein zentrales
Thema in der biotechnologischen Forschung. Insbesondere bei Enzymen steht hierbei die
Erhohung der Thermostabilitdt im Mittelpunkt des Interesses. Das Arbeiten bei erhohter
Temperatur hat den Vorteil, dass Reaktionen schneller ablaufen. Zudem steigt mit der
Temperatur auch die Loslichkeit von Substraten und Produkten an und die Viskositit des
Mediums sinkt, was bessere Transporteigenschaften zur Folge hat. Bei hohen Temperaturen
sinken auflerdem die Risiken einer mikrobiellen Kontamination.

Bei industriellen Anwendungen ausschlaggebend fiir die Thermostabilitéit sind die Prozesse,
die zu einer irreversiblen Denaturierung fithren. Insbesondere Proteasen spielen bei
biotechnologischen Anwendungen eine Schliisselrolle und sind mit einem Anteil von 60% die
am héufigsten genutzte Enzymgruppe. Mit dem Ziel, die Thermostabilitdt der neutralen
Protease aus Bacillus (B.) stearothermophilus (NPste) zu erhohen, wurden zahlreiche
Enzymvarianten erzeugt, die aber z.T. sehr unterschiedliche Stabilisierungserfolge zeigten
(Eijsink et al., 1991c; Eijsink et al., 1992a; Eijsink et al., 1992¢; Van den Burg et al., 1994).
Stark stabilisierende Mutationen sind in der begrenzten Oberflichenregion der
Aminoséurepositionen 56-69 lokalisiert (Eijsink ef al., 1995; Veltman et al., 1996; Veltman et
al., 1997a). Homologie-Modellierung auf der Basis der Rontgen-Kristallstruktur des gut
charakterisierten Thermolysins, das eine 86%-ige Sequenzidentitit mit NPste aufweist
(Takagi et al., 1985; Eijsink et al., 1992b; Inouye et al., 1998), zeigten, dass die Region 56-69
eine Loop-Region ist (Vriend & Eijsink, 1993).

Es wurde vermutet, dass an der kritischen Region 56-69 die Entfaltung des Enzyms beginnt
(Vriend & Eijsink, 1993; Eijsink et al., 1995; Veltman et al., 1996). Nach dem Modell von
der Entfaltungsregion (Schellenberger & Ulbrich, 1989; Ulbrich-Hofmann et al., 1999) sollte
eine lokale Stabilisierung dieser Region eine globale Stabilisierung des gesamten Molekiils zu
Folge haben. Zur Verifizierung dieses Modells wurden fiir die gezielte Stabilisierung zwei
Strategien verfolgt. Zum einen wurde eine gerichtete Immobilisierung der Protease iiber die
potentielle Entfaltungsregion durchgefiihrt, die eine bedeutende Steigerung der
Thermostabilitdt bewirkte (Mansfeld et al., 1999; Mansfeld & Ulbrich-Hofmann, 2000). Zum
anderen wurde versucht, den Loop in seiner Flexibilitdt einzuschrinken. Dazu wurden zwei
Cysteinreste in den Positionen 8 und 60 eingefiihrt, die spontan eine Disulfidbriicke
ausbildeten, welche die Region 56-69 mit einer benachbarten Haarnadelschleife verband und

auf diese Weise den flexiblen Loop-Bereich arretierte (Mansfeld et al., 1997). Als Grundlage
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fiir die Einfiihrung der Disulfidbriicke diente der Cystein-freie Pseudowildtyp (pWT) C288L.
Die Enzymvariante G8C/N60C zeigte eine extreme Steigerung der Thermostabilitit: Die
Temperatur, bei der nach 30-miniitiger Inkubation noch 50% der Ausgangsaktivitit
vorhanden waren, wurde von 75,4°C (pWT) zu 92,1°C (G8C/N60C) verschoben (Mansfeld et
al., 1997).

Die bisherigen Untersuchungen an TLPste basieren fast ausschlieBlich auf
Thermoinaktivierungsmessungen. Dabei wurde angenommen, dass - wie bei der neutralen
Protease aus B. subtilis - eine Entfaltung des Enzyms zur Autoproteolyse durch die noch
aktiven Molekiile flihrt und dass diese Autoproteolyse sich in den Inaktivierungsmessungen
widerspiegelt (Eijsink et al., 1991b). Zur Verifizierung der Hypothese, dass die Region 56-69
eine putative Entfaltungsregion darstellt, fehlten bisher separate Messungen der strukturellen
Entfaltung und der Autoproteolyse. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, das
Wechselspiel von Entfaltung und Autoproteolyse von pWT und G8C/N60C zu
charakterisieren und aus dem  Vergleich allgemeine Aussagen iiber den
Inaktivierungsmechanismus der Proteasen und den Einfluss der eingefiihrten Disulfidbriicke

auf die Entfaltung und Autoproteolyse zu erhalten.
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2. Theorie

2.1. Proteinstabilitat

2.1.1. Determinanten und Definition der Proteinstabilitat

Die Proteinstruktur ist in mehreren Ebenen organisiert: der Primirstruktur, der
Sekundérstruktur, der Tertidrstruktur und bei oligomeren Proteinen auBerdem der
Quartérstruktur. Der nativ-gefaltete Zustand ist unter physiologischen Bedingungen durch
eine Reihe von schwachen Wechselwirkungen um 20-60 kJ/mol gegeniiber dem entfalteten
Zustand energetisch begiinstigt (Fersht, 1999). Zu diesen Wechselwirkungen zihlen van der
Waals-Krifte, Wasserstoffbriickenbindungen, elektrostatische =~ und  hydrophobe
Wechselwirkungen (Kauzmann, 1959; Alber, 1989; Murphy, 1995). AuBlerdem werden
Proteine auch entropisch durch bestimmte Strukturelemente (Einbau von Prolinen und
Disulfidbriicken) stabilisiert, weil die Flexibilitit und damit die Freiheitsgrade der
Polypeptidkette verringert werden (Murphy, 1995).

Bisher herrscht noch Unklarheit dariiber, welche Wechselwirkungen die Stabilitdt dominieren.
Nach Pace et al. (1996) sind es die Wasserstoffbriickenbindungen und die hydrophoben
Effekte. Untersuchungen zur Thermostabilitdt an Kélteschockproteinen fiihrten zum Schluss,
dass die elektrostatischen Wechselwirkungen hauptverantwortlich fiir die Stabilitat sind (Perl
et al, 2000). Im Gegensatz dazu finden Chen et al (2000b) bei
Thermostabilitdtsuntersuchungen an Staphylococcus-Nuklease, dass weder elektrostatische
Wechselwirkungen, noch Wasserstoffbriickenbindungen zwingend notwendig, sondern die
van der Waals-Wechselwirkungen entscheidend sind.

Unter denaturierenden Bedingungen (hoher Druck, hohe oder niedrige Temperaturen, saurer
oder alkalischer pH-Wert, Zusatz chaotroper Salze oder organischer Losungsmittel u.a.) fiihrt
eine - zumindest teilweise - Entfaltung der Polypeptidkette zum Verlust der nativen
Konformation des Proteins. Die Stabilitdt eines Proteins kennzeichnet seine Fahigkeit, diese
denaturierenden Einfliisse innerhalb gewisser Grenzen zu tolerieren und die native
Konformation aufrecht zu erhalten.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll unter Entfaltung die strukturelle Anderung des
Proteins unter denaturierenden Bedingungen verstanden werden, die insbesondere

spektroskopisch gemessen wird. Autoproteolyse bezeichnet den proteolytischen Abbau einer
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Protease durch sich selbst. Sie ist im Allgemeinen an eine vorherige Entfaltung gebunden.
Unter Denaturierung sollen die Prozesse verstanden werden, die zu einer Entfaltung oder
Autoproteolyse flihren. Inaktivierung charakterisiert die Aktivititsabnahme infolge einer
Inhibierung oder Denaturierung.

Prinzipiell muss zwischen thermodynamischer und kinetischer Stabilitdt unterschieden
werden (Braxton, 1996). In Abbildung (Abb.) 2-1 sind beide in einem Energieschema
dargestellt.

A Abb. 2-1: Energieschema fiir die
C Anderung der freien Enthalpie der
Entfaltung.

Unter Nativbedingungen ist die Entfaltung
des  Nativzustandes (N) 1iiber den

Entfaltungsiibergangszustand ~ (UZ)  zum

Freie Enthalpie

entfalteten =~ Zustand (D)  energetisch

ungilinstig. Die Differenzen der freien

Enthalpien der Zustinde beschreiben die

> Stabilitét (weitere Erklarung siche Text).

Reaktionskoordinate

Die thermodynamische Beschreibung der Stabilitit setzt ein reversibles Gleichgewicht
zwischen nativem (gefaltetem) und denaturiertem (entfaltetem) Protein — im Folgenden als N

und D bezeichnet — voraus (Zwei-Zustandsmodell):

K,
N+==D [2-1]
k,

Die freie Enthalpie des Entfaltungsgleichgewichts AG.q als Mall der thermodynamischen

Stabilitat ergibt sich aus den Gleichgewichtskonzentrationen an N und D (Kq = [D]/[N]) bzw.

aus den Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung ky und der Faltung kg (Pace, 1990):

AG,, =-R-T-In(K,)=-R-T- ln(@J =—R-T- ln[k—UJ [2-2]
[V] kr

Dabei bezeichnet R die Gaskonstante und T die absolute Temperatur. Ist in Schema [2-1] die

Riickfaltung nicht moglich, so kann nur die Entfaltungskinetik, d.h. die Kinetische

Beschreibung der Stabilitit betrachtet werden:
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N—D [2-
3]

Die freie Aktivierungsenthalpie der Entfaltung AG"y als Maf der kinetischen Stabilitit
beschreibt die Energiebarriere zwischen N und Entfaltungsiibergangszustand (UZ) und ergibt
sich aus der Entfaltungskinetik nach der Eyring-Gleichung zu:

AGHy = —R-T-ln(];‘/ 'hJ [2-4]

5
Dabei stellt kg die Boltzmann-Konstante und h das Planksche Wirkungsquantum dar. (Eine
analoge Beziehung gilt auch fiir die freie Aktivierungsenthalpie der Faltung AG";.)

Die thermodynamische und die kinetische Stabilitét stehen dabei in folgender Relation:
AG, =AG"y —AG"r [2-5]

Die bisherigen Betrachtungen gelten streng genommen nur fiir reversibel entfaltende Systeme.

2.1.2. Irreversible Denaturierung

Wird dem Entfaltungsgleichgewicht zwischen N und D, in einer irreversiblen Folgereaktion D
unter Bildung eines Endzustandes Z mit der Geschwindigkeitskonstanten k; entzogen, kommt
es zu einer irreversiblen Denaturierung, die allgemein mit folgendem Schema (Lumry &
Eyring, 1954) beschrieben werden kann:

k, k,
N«<=D—/ [2-6]

F
Der Endzustand Z kann u.a. aggregiertes, missgefaltetes oder proteolytisch abgebautes Protein
darstellen. Das Protein kann aber auch als Folge von Deamidierung, Oxidation,
Razemisierung und B-Eliminierung chemisch irreversibel verdandert sein (Ahern & Klibanov,
1985; Zale & Klibanov, 1986). Durch das Auftreten einer irreversiblen Teilreaktion kommt es
zu keiner Gleichgewichtseinstellung, und fiir die Beschreibung der Stabilitit muss die Kinetik
betrachtet werden. Nach [2-6] ist die zeitliche Abnahme von N unter stark denaturierenden
Bedingungen nur durch die Entfaltung bestimmt (Zale & Klibanov, 1983) und [2-6] reduziert
sich auf [2-3]. Gilt k;>> kg, ist fiir die zeitliche Abnahme von N auch unter schwach

denaturierenden Bedingungen nur die Entfaltung geschwindigkeitsbestimmend und [2-3]
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kann unter allen Denaturierungsbedingungen zur Beschreibung der Entfaltung verwendet
werden.

Stellt der irreversible Schritt eine Proteolyse dar, so kann die proteolytische Stabilitit
definiert werden. Sie spielt besonders bei Proteasen in Form der Autoproteolysestabilitit

eine Rolle (Sattler ef al., 1996; siehe auch 2.4.3.).

2.1.3. Bestimmung von Stabilitatsparametern

Zur Messung der Stabilitit betrachtet man die Entfaltung unter verschieden stark
denaturierenden Bedingungen. Fiir die Bestimmung der thermodynamischen Stabilitét
ermittelt man die Gleichgewichtskonstante zwischen N und D bzw. die
Geschwindigkeitskonstante der Entfaltungs- und Faltungsreaktion (Pace, 1990). Dabei wird
vom Zwei-Zustandsmodell [2-1] ausgegangen, wobei nur N und D miteinander im
Gleichgewicht stehen. Sollten Intermediate (I) in der Faltung/Entfaltung auftreten, ist das
Zwei-Zustandsmodell nur dann anwendbar, wenn ihre Population vernachldssigbar ist. Zur
Bestimmung der kinetischen Stabilitdt wird die Geschwindigkeitskonstante der Denaturierung
gemessen. Sie kann damit zur Bestimmung der Stabilitit von irreversibel entfaltenden

Systemen verwendet werden.

Am hidufigsten wird Guanidinhydrochlorid (GdnHCI) als stark chaotropes Salz zur
Denaturierung eingesetzt. Die bei verschiedenen GdnHCI-Konzentrationen bestimmten freien
Enthalpie(AG)-Werte miissen zur Auswertung der Daten nach 0 M GdnHCI extrapoliert
werden, um AG in Wasser (AG") zu erhalten. Fiir diese Extrapolation haben sich drei Modelle
bewdhrt: Tanford’s Transfer-Modell, das Denaturanzbindungsmodell und das lineare
Extrapolationsmodell (Pace, 1986). Alle fiihren zu sehr dhnlichen Werten fiir AG®, und es ist
noch nicht klar, welches Modell die beste Schitzung liefert (Pace, 1986). Am héiufigsten wird
das lineare Extrapolationsmodell angewendet, das auf der Annahme einer linearen
Abhiéngigkeit von AGeq bzw. AG" von der Denaturanzkonzentration basiert (Tanford, 1970):
AG = AG° —m -[GdnHCI] [2-7]
Im Folgenden soll besonders auf die kinetische Stabilitit eingegangen werden. Aus [2-4] und
[2-7] ergibt sich:

In(k, )= A-[GdnHCI]- B [2-8]
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mit A = my/(R - T), m, = JAG"1/6[GdnHCI] und B = AG”(/(R - T) — In (W/(kg - T)). Eine zu
[2-8] analoge Beziehung gilt auch fiir die Riickfaltungskinetik mit m; = JAG"¢/6[GdnHCl].

Aus der Auftragung der logarithmierten Geschwindigkeitskonstanten gegen die GdnHCI-
Konzentration (Chevron-Auftragung) kann AG" aus dem Absolutglied B ermittelt werden.
Dabei kann die beobachtete Geschwindigkeitskonstante ko fiir ky verwendet werden, wenn
es sich um eine irreversible Entfaltung handelt bzw. bei einer reversiblen Entfaltung nach dem
Ubergangsbereich gemessen wird, weil dann die Riickfaltung vernachlissigt werden kann
(Zale & Klibanov, 1983). In Abb. 2-2 ist eine theoretische Chevron-Auftragung fiir eine
irreversible Entfaltungsreaktion in rot dargestellt. Bei einer reversiblen Entfaltung kann auch
die Riickfaltung (griin) gemessen werden, und man beobachtet dann immer die Summe der

Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung und Riickfaltung (schwarz).

Abb. 2-2: Theoretische Chevron-Auftragung.
Die mikroskopischen Geschwindigkeits-

konstanten der Entfaltung und Riickfaltung ky

log (k)

und kr und die makroskopisch beobachtete
Geschwindigkeitskonstante ko, sind dargestellt.

- ';U In einem reversiblen System beobachtet man ks
.
Kops =y + K = ky + k¢ und in einem irreversiblen System nur
0 2 4 6 8 10 kops = ky als Geschwindigkeitskonstante.
[GdnHCI] (M)

Die Temperatur-induzierte Entfaltung gestattet es, den Enthalpie- und Entropieterm AH
und AS der freien Enthalpie nach der Gibbs-Gleichung zu separieren:

AG=AH -T-AS [2-9]
Angewendet auf die freie Aktivierungsenthalpie fiir die Entfaltung ergibt sich aus [2-4] und
[2-9]:

In(k, /T)=A/T+B [2-10]
mit A =— AH"/R und B = AS"/R — In(h/kg)

Aus der Auftragung von In (ky/T) gegen 1/T (Eyring-Auftragung) kann die
Aktivierungsenthalpie AH” aus dem Anstieg A und die Aktivierungsentropie AS” aus dem
Absolutglied B ermittelt werden. Dabei kann die beobachtete Geschwindigkeitskonstante kops

fiir ky verwendet werden, wenn es sich um eine irreversible Entfaltung handelt bzw. bei einer
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reversiblen Entfaltung nach dem Ubergangsbereich gemessen wird, weil dann die

Riickfaltung vernachldssigt werden kann (Zale & Klibanov, 1983).

2.2. Proteinstabilisierung

2.2.1. Stabilisierungsstrategien

Die Steigerung der Proteinstabilitdt ist fiir industrielle biokatalytische Prozesse, aber auch fiir
Arzneistoffe auf Proteinbasis von groBem Interesse (Manning et al., 1989). Es wird versucht,
die chemische (Deamidierung, Oxidation, Razemisierung, B-Eliminierung und Proteolyse)
und physikalische (Denaturierung, Aggregation, Prizipitation und Adsorption an
Oberflachen) Instabilitdt von Proteinen zu verringern (Manning et al., 1989). Als Methoden
kommen dabei Medium bzw. Protein Engineering, chemische Modifizierung und
Immobilisierung der Proteine zum Einsatz.

Unter Medium Engineering versteht man die Zugabe von Additiven wie Zucker, Glyzerol
oder stabilisierenden Salzen (Geisow & Epton, 1995), die Verwendung organischer
Losungsmittel (Klibanov, 1989; Fagain, 1995), aber auch die Koexpression des Proteins mit
Chaperonen zur Unterdriickung der Aggregation (Schlieker et al., 2002).

Chemische Modifizierungen der Proteine umfassen u.a. die Umwandlung von
Aminoséureseitenketten durch gruppenspezifische Reagenzien (Cupo et al., 1980), kovalente
Verkniipfung mit Polyethylenglykol oder Zuckerresten (Rajalakshmi & Sundaram, 1995) und
intra- oder intermolekulare Quervernetzung (Enns & Chan, 1978; Wong & Wong, 1992).

Bei Immobilisierung werden die Proteine auf einem Triger gebunden (Ulbrich, 1989) oder in
Polymerstrukturen eingekapselt (Perez et al., 2002).

Durch den Einsatz der rekombinanten Desoxyribonukleinsdure(DNA)-Technologien war es in
den letzten 25 Jahren moglich, auch gezielt die Primérsequenz der Proteine zu dndern, was als
Protein Engineering (Leatherbarrow & Fersht, 1986) bezeichnet wird. Dabei konnen
erhebliche Stabilisierungseffekte erzielt werden (Shortle, 1989). Neue Proteinvarianten
konnen zum einen durch nicht rationales Design wie Neukombination homologer
Genfragmente (gene shuffling) (Stemmer, 1994; Riechmann & Winter, 2000) oder
Zufallsmutagenese (random mutagenesis) (Zhao & Arnold, 1999; Martin et al., 2001) und
zum anderen durch rationales Design mittels ortsspezifischer Mutagenese (site-directed

mutagenesis) erzeugt werden. Letztere Methode erfordert zumindest teilweise Kenntnis tliber
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die Raumstruktur der Proteine fiir die erfolgversprechende Auswahl der zu mutierenden Stelle
und der Art der Mutation. Hilfreich hierbei ist das consensus concept (Lehmann et al., 2000).
Es besagt, dass die aus einer Gruppe homologer Proteine ermittelte Konsensus-Sequenz
(Sequenz mit grofBter Homologie zu allen Einzelproteinsequenzen) fiir eine neue funktionale
Proteinvariante mit erhohter Stabilitdt kodiert, da konservierte Sequenzbereiche mehr zur
Stabilitdt beitragen als nicht konservierte. Fiir die Mutationsauswahl helfen oft auch
Vergleiche der Primérsequenz homologer Proteine aus meso- und thermophilen Organismen
(Pauptit et al., 1988; Hollien & Marqusee, 1999; Knochel et al., 2002). Allgemeine
Schlussfolgerungen zur Stabilisierung konnen daraus allerdings nicht abgeleitet werden
(Jaenicke, 2000). Einige Strategien jedoch haben sich als giinstig erwiesen (Matthews, 1987;
Lee & Vasmatzis, 1997; Jaenicke & Bohm, 1998), die im Einzelfall getestet werden miissen:

e Erhohung der Packungsdichte durch Fiillung von Hohlrdumen (Kavitdten) in der
Proteinstruktur (Ishikawa et al., 1993),

e Stabilisierung von Helixbereichen (Mainfroid ef al., 1996) und Loops (Predki et al.,
1996),

e Ersetzen der thermolabilen Aminosdurereste Asn und Gln (Williams ef al., 1999),

e FEinfiilhrung von Ionenbindungstaschen (Toma et al., 1991; Braxton & Wells, 1992)
bzw. Verbesserung der Affinitit der Metallionenbindung (Pantoliano et al., 1988),

e Verringerung der Konformationsentropie der entfalteten Polypeptidkette durch
Einfithrung von Disulfidbriicken (Pantoliano ef al., 1987; Mitchinson & Wells, 1989;
Mansfeld et al., 1997) bzw. Substitution von Glyzin durch andere Aminosduren
(Margarit et al., 1992),

¢ Einflihrung von Prolinresten (Muslin et al., 2002),

e Multimerisierung und Quervernetzung (Sauer ef al., 1986),

e Deletion (Strausberg et al., 1995) oder Insertion (Toma et al., 1991; Braxton & Wells,
1992) einzelner Aminoséuren oder groflerer Bereiche im Protein,

e Speziell bei Proteasen auch die Entfernung der primdren Schnittstellen der
Autoproteolyse (Bae et al., 1995).

Eine Vielzahl dieser Strategien sind an Subtilisin (Bryan, 2000), Glukoamylase (Sauer et al.,
2000), Glukose-Isomerase (Hartley et al., 2000) und a-Amylasen (Nielsen & Borchert, 2000)
als Modellenzyme erfolgreich angewendet worden und zeigen, dass oft nur wenige
ausgewdhlte Mutationen ndtig sind, um ein mesophiles in ein thermophiles Protein

umzuwandeln (Arnold, 1998). Der grofite Stabilisierungseffekt durch eine Punktmutation
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wurde bisher fiir die Triosephosphat-Isomerase aus Leishmania beschrieben und verursacht
eine Erh6hung der Schmelztemperatur um 26°C (Williams et al., 1999).

In den letzten Jahren haben sich zunehmend auch Computeralgorithmen (Dahiyat, 1999;
Arnold, 2001) zur Stabilititsvorhersage bewdhrt (Malakauskas & Mayo, 1998). Auch
Computersimulationen zur Flexibilitdt der Proteinstruktur (molecular dynamic simulation)
haben sich zum Auffinden kritischer Regionen fiir die Mutagenese als giinstig erwiesen

(Colombo & Merz Jr, 1999; Pedone et al., 2001).

2.2.2. Der Effekt von Disulfidbriicken

Die Reduktion von natiirlich im Protein vorkommenden Disulfidbriicken bewirkt im
Allgemeinen eine starke Destabilisierung (Pace et al., 1988; Kuroki et al., 1992; Pace et al.,
1998). Es wurde darum angenommen, dass die gentechnische Einfiihrung von
Disulfidbriicken die Proteinstabilitdt erhoht (Thornton, 1981). In der Praxis zeigte diese
Strategie jedoch ganz unterschiedliche Erfolge (Pantoliano et al., 1987; Gusev et al., 1991,
Kanaya et al., 1991; Futami et al., 2000; Zavodszky et al., 2001; D'Amico et al., 2002) und
kann von Destabilisierung bis zu einer Stabilisierung von 17 kJ/mol pro Disulfidbriicke
fiihren. Entscheidend fiir den Stabilisierungserfolg ist die richtige Position der
Disulfidverbriickung innerhalb der Proteinstruktur (Creighton, 1988).

In der Literatur wird die Stabilisierung durch Disulfidbriicken oft nur thermodynamisch
betrachtet oder nicht klar zwischen thermodynamischen und kinetischen Effekten getrennt.
Die Effekte auf die thermodynamische und kinetische Stabilitit miissen zudem nicht
miteinander korrelieren (Wetzel et al., 1988). Im Folgenden soll vorerst auf reversible und

anschlieBend auf irreversible Systeme eingegangen werden.

Zwei Modelle zur Beschreibung des Einflusses von Disulfidbriicken auf die Stabilitdt sind
verbreitet: das Entropiemodell (Flory, 1956; Pace et al., 1988) und das Enthalpiemodell
(Doig & Williams, 1991).

Nach Flory (1956) ergibt sich in reversiblen Systemen die Ursache der thermodynamischen
Stabilisierung durch Disulfidverbriickung aus der Verringerung der Entropie des entfalteten
Zustandes. Mit [2-9] ist damit eine Erhhung der freien Enthalpie von D verbunden, was das
Entfaltungsgleichgewicht zwischen N und D auf die Seite des nativen Enzyms verschiebt. Die
Verringerung der Entropie wird aus der Wahrscheinlichkeit errechnet, dass sich die Enden der

Polypeptidkette in einem Volumenelement Av treffen. Die mathematische Beschreibung fiir
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eine Polypeptidkette mit n statistischen Segmenten einer durchschnittlichen Linge 1 (3,8 A fiir

einen Aminosdurerest), die eine Verbriickung enthélt, folgt aus der Polymer-Theorie zu:

3

(27z.12.n)3/2]'m 2]

AS = —R-ln(

Nach der Wahl von Av ergeben sich verschiedene Werte fiir die Stabilisierung. Pace et al.
(1988) wihlten 57,9 A° als engst moglichen Kontakt fiir zwei Thiole und erhielten:

AS =-21-1,5-R-In(n) [2-12]
mit n als der Anzahl der {iberbriickten Aminosaurereste .

Obwohl nach dem Entropiemodell theoretisch und experimentell ermittelte freie
Stabilisierungsenthalpien fiir Ribonuklease (RNase) T1 (Pace et al, 1988), T4 Lysozym
(Perry & Wetzel, 1984; Matsumura et al., 1989b) und einige andere Modell-Proteine gut
iibereinstimmten, scheinen die thermodynamischen Effekte komplexer zu sein und iiber eine
alleinige Entropiereduzierung hinauszugehen, denn eine eingehende Analyse aller bis dahin
verfiigbarer Daten iiber energetische Effekte von Disulfidbriicken in Proteinen zeigte
liberraschenderweise keine eindeutige Abhdngigkeit des Stabilisierungseffektes von der
Anzahl der liberbriickten Aminosiuren (Betz, 1993).

Nach Doig & Williams (1991) ist die treibende Kraft fiir die Stabilisierung durch
Disulfidbriicken enthalpischer Natur. Das Enthalpiemodell beschreibt sowohl Effekte auf N,
als auch auf D. Disulfidbriicken destabilisieren N entropisch, aber stabilisieren zu einem
groBeren MaBe enthalpisch. In D verursachen sie Reststrukturen, wodurch weniger
Wassermolekiile zur Hydratisierung gebunden werden konnen. Dieser Stabilisierungseffekt
der Hydratationsentropie auf D wird meist iiberkompensiert durch die erzwungenen
ungiinstigen Wasserstoffbriicken in der entfalteten Polypeptidkette und fiihrt zu einer
Destabilisierung von D, verbunden mit einer Verringerung der Entfaltungsenthalpie. In der
Summe bewirkt die Stabilisierung von N und Destabilisierung von D nach Einfithrung einer
Disulfidbriicke daher eine Verschiebung des Entfaltungsgleichgewichts auf die Seite von N.
Der Effekt einer Disulfidbriicke auf die Stabilitét ergibt sich damit aus vielen Einzeleffekten,
die sich wechselseitig bedingen und in der Summe zu einer Stabilisierung, Destabilisierung
oder Kompensation (Betz & Pielak, 1992) fiihren. Sowohl stabilisierende als auch
destabilisierende Effekte entropischer, als auch enthalpischer Natur auf D, aber auch auf N
spielen eine Rolle (Betz & Pielak, 1992; Tidor & Karplus, 1993). Dieses komplizierte
Wechselspiel erschwert die Vorhersage und Interpretation des Einflusses einer Disulfidbriicke
auf die Proteinstabilitit und weder das Entropie-Modell, noch das Enthalpie-Modell liefern
allgemein eine gute Abschidtzung (Betz, 1993; Zavodszky et al., 2001). Es ist daher
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sinnvoller, sowohl den entropischen als auch den enthalpischen Term gleichermallen zu
betrachten (Kuroki et al., 1992).

Die sehr empfindliche Balance zwischen stabilisierenden und destabilisierenden Effekten
wird auch deutlich am groBen Einfluss, den externe Faktoren, wie beispielsweise Temperatur,
Zusatz von Kalziumionen und organische Losungsmittel auf das Stabilitdtsverhalten haben.
Wihrend bei 25°C die Stabilisierungseffekte oft nur marginal sind, zeigen fast alle
Disulfidbriicken bei hoheren Temperaturen einen deutlichen stabilisierenden Einfluss (Betz,
1993). In Subtilisin BPN" wird ein extremer Stabilisierungseffekt einer eingefiihrten
Disulfidbriicke nur in Abwesenheit von Kalzium beobachtet (Strausberg et al., 1993), aber fiir
eine Troponin C-Variante nur in Anwesenheit von Kalzium (Gusev et al., 1991). Ebenso wird
eine Disulfid-haltige Subtilisin E-Variante nur in Gegenwart von organischen Losungsmitteln
stabilisiert (Takagi et al., 2000).

Allgemeingiiltige Aussagen iiber den Stabilisierungseinfluss von Disulfidbriicken kdnnen also
fast nicht getroffen werden, und der Einfluss ist oft von der Reaktionsbedingungen abhéngig.
Am effektivsten scheint eine Disulfidbriicke aber zu sein, wenn sie flexible Regionen — meist
Loops - in der nativen Proteinstruktur iiberbriickt, was aus vergleichenden Untersuchungen an

verschiedenen Modellproteinen abgeleitet wurde (Matsumura & Matthews, 1991).

Kinetische Untersuchungen an reversibel entfaltenden Systemen wie dem F.-Teil der
leichten Kette von Immunglobulin G (Goto & Hamaguchi, 1982) und A75-83 Subtilisin BPN”
(Strausberg et al., 1993) zeigen, dass besonders die Riickfaltungsgeschwindigkeit durch eine
Disulfidbriicke erhoht wird.

Bei Betrachtung der Entfaltungs- oder Inaktivierungskinetik - insbesondere bei irreversibel
entfaltenden Systemen - kann wegen der fehlenden Riickfaltung kein Einfluss der
Disulfidbriicke auf D zum Tragen kommen, und nach dem Entropiemodell ist kein
Stabilisierungseinfluss zu erwarten. Tatséchlich gibt es deutlich weniger Untersuchungen zum
Einfluss von Disulfidbriicken auf die Entfaltungs- oder Inaktivierungskinetik, und oft wird
keine (Mitchinson & Wells, 1989) bzw. nur eine verhéltnisméBig geringe (Takagi et al., 1990;
Ikegaya et al., 1992; Li et al., 1998; lkegaya et al., 2003) Stabilisierung gefunden Oder der
Stabilisierungseffekt ist von bestimmten Bedingungen wie einem Losungsmittelzusatz
abhingig (Takagi et al., 2000). Eine deutlich hohere Thermostabilitit nach Einfithrung einer
Disulfidbriicke wird nur fiir eine Lipase aus Penicillium camemertii (Yamaguchi et al., 1996)

und fiir NPste (Mansfeld et al., 1997) berichtet. Ein Stabilisierungseffekt kann hier nur auf die
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Stabilisierung von N oder die Destabilisierung des Ubergangszustandes zuriickgefiihrt
werden.

Einfliisse auf N werden vorwiegend an reversibel entfaltenden Proteinen diskutiert, jedoch ist
eine separate Messung der Stabilisierung/Destabilisierung von N und D schwierig (Johnson et
al., 1978; Privalov & Gill, 1988; Matsumura et al., 1989a; Betz & Piclak, 1992; Zavodszky et
al., 2001). Sollte die eingefiihrte Disulfidbriicke die native Proteinstruktur nicht dndern (z.B.
keine Anderungen in den Circulardichroismus(CD)-Spektren), so wird angenommen, dass
auch keine Spannungen und damit energetische Verdnderungen in N induziert werden. Aber
neben diesen enthalpischen Beitrdgen konnen Disulfidbriicken - wie bereits angesprochen -
auch entropische Beitrdge zur freien Enthalpie von N liefern. Zur sensitiven Detektion des
entropischen Beitrags verwendeten D'Amico et al, (2002) fiir eine a-Amylase das
Acrylamid-Quenchen (Fluoreszenzloschung durch Acrylamidzusatz) der Fluoreszenz und
schlussfolgerte: je geringer die Quench-Konstante ist, desto kompakter ist die Struktur und
desto geringer ist die Entropie dieses Zustandes verbunden mit einer Erhéhung der freien
Enthalpie.

Am Beispiel von RNase A wurde gezeigt, dass die Position der Disulfidbriicke im
Proteinmolekiil fiir die Entfaltungs-/Riickfaltungs-Kinetik eine besondere Bedeutung hat. Es
wird hier zwischen friih und spét entfaltenden Regionen unterschieden (Wedemeyer et al.,
2000). Zur Stabilisierung gegen Entfaltung muss die Disulfidbriicke Strukturelemente von
frith entfaltenden Regionen verbriicken. Die Stabilisierung bestimmter Regionen im Molekiil
kann deshalb auch zur Akkumulation von teilentfalteten Zustdnden (Intermediaten) fiihren
(Villafranca et al., 1987).

Stabilitdtsuntersuchungen an chemisch quervernetztem o-Chymotrypsin (Saidel et al., 1964),
Trypsin und Papain (Royer et al., 1977) zeigen, dass speziell bei Proteasen eine
Disulfidbriicke vor Autoproteolyse schiitzen kann, indem eine Schnittstelle durch die
Einfilhrung der Cysteinreste chemisch modifiziert oder die Zugédnglichkeit der Schnittstelle

verandert wird (Klibanov, 1983).

2.2.3. Das Konzept von der Entfaltungsregion

Wie unter 2.2.1. beschrieben, ist fiir eine erfolgreiche ortsspezifische Mutagenese neben der
Wahl der Mutation auch die Position entscheidend, die verdndert werden soll. Ein in der
Arbeitsgruppe aufgestelltes Modell besagt, dass ein Proteinmolekiil eine labilste Stelle besitzt,

an der die Entfaltung beginnt. Die lokale Stabilisierung dieser labilen Strukturregion
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(Entfaltungsregion) hat auch eine globale Stabilisierung des gesamten Proteins zur Folge
(Schellenberger & Ulbrich, 1989; Ulbrich-Hofmann et al., 1999). Dieses Modell wurde aus
den Ergebnissen von Inaktivierungsstudien an immobilisierten Enzymen abgeleitet (Abb. 2-

3). Die thermische Inaktivierung verschiedener immobilisierter Enzyme zeigte eine biphasige

I6sliches Enzym immobilisiertes Enzym

—
K % ki
A g A,
Entfaltungsregion |
nicht fixiert |
>
Trégermatrix Trégermatrix

Inaktivierungskinetik, wobei die schnelle Inaktivierungsphase identisch mit der des 16slichen
Enzyms ist. Dieses Verhalten wurde damit erkldrt, dass zwei verschieden immobilisierte
Spezies existieren: eine Spezies ist in der Entfaltungsregion immobilisiert und auf diese
Weise stabilisiert, wiahrend die andere Spezies an einer anderen Stelle immobilisiert wurde,

die nicht kritisch fiir die Stabilitét ist und damit wie das 16sliche Enzym entfaltet.

Abb. 2-3: Konzept der Entfaltungsregion.
Losliches Protein inaktiviert mit der Geschwindigkeitskonstante 4. Bei Immobilisierung am Tréiger
inaktiviert die Fraktion, bei der die Entfaltungsregion (rot) stabilisiert ist, langsamer (kiny,) als die

Fraktion, bei der die Entfaltungsregion nicht stabilisiert ist.

Das Konzept von der Entfaltungsregion basiert auf der Annahme, dass eine lokale Entfaltung
der globalen Entfaltung vorausgeht. Transiente Fluktuationen in der nativen Struktur eines
Proteins konnen zu einer lokalen Entfaltung (Kim & Baldwin, 1990) und damit zu einem
teilentfalteten Zustand (Entfaltungsintermediat) fiihren. Tatsichlich konnten in den letzten
Jahren kritische Strukturregionen in RNase A (Arnold et al., 1996; Laity et al., 1999) und das
Auftreten von lokalen Flexibilitdten bzw. partiell gefalteten Zustédnden u.a. in Trypsininhibitor
aus Rinderpankreas (Barbar et al., 1997), humaner Carboanhydrase II (Hammarstrom et al.,
2001) und human-immunodeficiency-virus(HIV)-1 Protease (Panchal et al., 2001)
nachgewiesen werden. Die labilen Strukturregionen konnen dabei auf verschiedene Weise

Laufgespiirt werden:
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e Wasserstoff-Deuterium-Austausch  und  Kernmagnetische Resonanz  (NMR)-
Spektroskopie: Trypsininhibitor aus Rinderpankreas (Barbar ef al, 1997) und
Flavodoxin aus Azotobacter vinelandii (van Mierlo & Steensma, 2000),

e Laser-Raman-Spektroskopie: RNase A (Gilbert ef al., 1982),

e proteolytische Zugénglichkeit: RNase A (Arnold et al., 1996),

e B-Faktor aus der Rontgenkristallographie: RNase A (Gilbert et al., 1982),

o zeitaufgeloste Rontgenkristallographie nach Temperatursprung: 3-Isopropylmalat-
Dehydrogenase (Hori ef al., 2000),

e Mutationsexperimente: B-Glukan-Endohydrolase aus Weizen (Stewart et al., 2001),
bakterielle a-Amylasen (Nielsen & Borchert, 2000), Glucoamylase aus Aspergillus
awamori (Li et al., 1998) und NPste (Eijsink et al., 1995),

e Computersimulationen zur Flexibilitit der Proteinstruktur (molecular dynamic
simulations): Subtilisin E (Colombo & Merz Jr, 1999),

e Effekte von Disulfidbriicken auf die Ent- und Riickfaltung zeigen friith und spét
entfaltende Regionen im Proteinmolekiil: Barnase (Clarke & Fersht, 1993) und
RNase A (Li et al., 1995; Wedemeyer ef al., 2000).

Bei den rontgenkristallographischen Methoden muss allerdings die Einschrankung gemacht

werden, dass die kristallisierten Proteine sich in Losung anders verhalten konnen.

2.3. Autoproteolyse

Unter Autoproteolyse versteht man die hydrolytische Spaltung einer Protease durch sich
selbst in einem meist intermolekularen Mechanismus. Aus strukturellen Vergleichen von
Proteasen mit anderen Proteinen geht hervor, dass sie kompakter gepackt sind, was einen
natiirlichen Autoproteolyseschutz darstellt (Stawiski et al., 2000). Der native Zustand einer
Protease ist daher unempfindlich gegen Autoproteolyse, jedoch tritt sie bei der Entfaltung auf,
da entfaltete Molekiile ein Substrat fiir die noch nativen Molekiile darstellen. Insbesondere bei
unspezifischen Proteasen stellt das ein Problem dar und fiihrt zu einer Inaktivierung und
Irreversibilitit der Entfaltung (Tatsumi et al., 1994). Das einfachste Modell zur Beschreibung
der Entfaltung und Autoproteolyse ist eine Modifizierung des Lumry-Eyring-Modells [2-6],
wobei N selbst den irreversiblen Schritt mit der Autoproteolysekonstante kp katalysiert

(Antonov et al., 1970; Panchal et al., 2001):
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ky kN
N —<k—’ D —>Fragmente [2-13]
F

Zusitzlich zur strukturellen Stabilitdt muss bei Proteasen daher auch die autoproteolytische
Stabilitit (2.1.3.) betrachtet werden (van den Burg ef al., 1990). Diese Differenzierung wird
in der Literatur bisher aber nur selten vorgenommen (Sattler ef al., 1996). Proteasen konnen
stabilisiert =~ werden, indem  durch  eingefilhrte = Mutationen  entweder  die
Entfaltungsgeschwindigkeit oder die Autoproteolyse verringert wird (Klibanov, 1983). Daher
besitzen Proteasen ein hohes Stabilisierungspotential. Beispielsweise bewirkte die Einflihrung
von sechs Einzelmutationen in Subtilisin BPN" eine um den Faktor 300 verminderte
Geschwindigkeitskonstante fiir die irreversible Thermoinaktivierung (Pantoliano et al., 1989).
Einen noch grofleren Stabilisierungseffekt zeigte eine Achtfach-Enzymvariante von NPste

(Van den Burg et al., 1998).

Die Irreversibilitit der Thermoinaktivierung von Proteasen wird hauptsdchlich durch die
Autoproteolyse verursacht (Matsuzawa et al., 1988; Eijsink ef al., 1991b; Braxton & Wells,
1992). Die mit steigender Temperatur erfolgende Erhéhung der Aktivitdt, aber auch der
Autoproteolyse flihrt zu einem Temperaturoptimum der Proteaseaktivitit (Tatsumi et al.,
1994). Bei sehr hohen Temperaturen wird die Autoproteolyse aber wieder zuriickgedriangt,
weil die Entfaltung und Inaktivierung dann schneller als die Autoproteolysereaktion werden.
Ein solches Verhalten wird héufig bei der Thermoinaktivierung von Proteasen aus
psychrophilen Bakterien wie Pseudomonas fluoreszenz (Stepaniak et al., 1982; Kroll &
Klostermeyer, 1984; Christen & T., 1985), aber auch bei Thermolysin (Barach & Adams,
1977), der extrazelluliren Protease aus Pseudomonas species (Barach & Adams, 1977) und
den neutralen Proteinasen I und II aus Aspergillus sojae (Sekine, 1972) gefunden. Je nach
Thermostabilitdt unterliegen sie einer schnellen Inaktivierung bei héheren Temperaturen, aber
beim Kochen oder ultrahohen Erhitzen bis 150°C (Schokker & van Boekel, 1999) ist die
irreversible Inaktivierung nur sehr langsam und u.a. eine Folge von Deamidierung,
Kettenspaltung oder Aggregation (Ahern & Klibanov, 1985). In Abhidngigkeit von der
Temperatur durchléuft der Anteil an intaktem Protein auf diese Weise ein V-Profil, das durch
die Autoproteolyse hervorgerufen wird (Sekine, 1972; Schokker & van Boekel, 1998). Unter
verschiedenen Denaturierungsbedingungen sind also unterschiedliche Prozesse fiir die

irreversible Inaktivierung verantwortlich.
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In dem Bereich, in dem die Autoproteolyse fiir die irreversible Inaktivierung entscheidend ist,
kann eine Stabilisierung durch Bestimmung und Entfernung der primidren Spaltstellen
erhalten werden, wie dies am Beispiel von Subtilisin J (Bae et al., 1995), HIV-1 Protease
(Tomasselli et al., 1995), der alkalischen Protease aus Pseudomonas species (Ko et al., 2002)
oder einer Virus-Proteinase (Louis ef al., 1999) gezeigt wurde. Die Zugabe eines Inhibitors
fiihrt in der Regel nicht zu einer Stabilitidtserh6hung, da sie die Autoproteolyse meist nicht
ausreichend unterbindet (Narhi & Arakawa, 1989; Fujimura ef al., 2000).

Viele Proteasen werden durch Kalziumionen stabilisiert, und es ist ein Zusammenhang
zwischen der Kalziumbindung und der Autoproteolyse zu sehen (Kortt & Stewart, 1994;
Fujimura et al., 2000; Ko et al., 2002). Eine Analyse der Faktoren, die zur Autoproteolyse bei
der Subtilisin-dhnlichen Protease aus Ophiostoma piceae fiihren, zeigte, dass durch die
Kalziumbindung insbesondere Loop-Bereiche gegen lokale Entfaltung stabilisiert werden und
so die Zuginglichkeit der primidren Schnittstellen eingeschrinkt wird (Abraham & Breuil,
1995). Eine Stabilisierung durch schlechtere Zugénglichkeit der primiren Schnittstellen wird
auch fiir die Quervernetzung von Proteasen angenommen (Saidel et al., 1964; Royer et al.,
1977). Fiir die neutrale Proteinase Il aus Aspergillus oryzae liegen die primdren Schnittstellen
innerhalb von Disulfidverbriickungen und die Offnung bewirkt eine verstirkte Autoproteolyse
(Tatsumi et al., 1994).

Insgesamt  filhrt das Auftreten von Autoproteolyse zu einem komplexeren
Denaturierungsmechanismus. Zur Erhohung der Autoproteolysestabilitidt von Proteasen sind
zwei Strategien moglich: die Entfernung der priméiren Schnittstellen und die Einschrinkung

ihrer Zuginglichkeit.

2.4. Die Gruppe der Thermolysin-dhnlichen neutralen Protetasen

2.4.1. Einteilung und Katalysemechanismus

Die Thermolysin-dhnlichen Proteasen (TLPs) gehoren zu den extrazelluliren Endopeptidasen
bakterieller Herkunft, deren Funktion in der Bereitstellung von Peptiden fiir den bakteriellen
Stoffwechsel liegt. Sie sind einander strukturell sehr dhnlich und bilden neben 30 anderen
Mitgliedern die Familie M4 der sehr heterogenen Gruppe der Metalloendopeptidasen
(Rawlings & Barrett, 1995). Aufgrund ihres pH-Optimums fiir die Aktivitdt werden sie auch
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als neutrale Proteasen bezeichnet. Der bekannteste Vertreter ist Thermolysin (EC 2.4.24.27.)
aus B. thermoproteolyticus.

Allen Metallopeptidasen gemeinsam ist das Sequenzmotif HEXXH, wobei X fiir eine
beliebige Aminoséure steht, und ein essentielles Zinkion. Die Tertidrstruktur von Thermolysin
zeigt, dass Zink hier von den beiden Histidinresten 142 und 146 sowie von Glul66 ligandiert
wird (Matthews et al., 1972b). Glul43 vermittelt den nukleophilen Angriff eines
Wassermolekiils auf das Karbonyl-Kohlenstoffatom der zu spaltenden Peptidbindung unter
Bildung eines tetrahedralen Intermediats (Pangburn & Walsh, 1975). Das Intermediat wird
durch His231 stabilisiert (Beaumont et al., 1995). Thermolysin ist beziiglich der zu spaltenden
Peptidsequenz eine recht unspezifische Protease (Heinrikson, 1977) und spaltet
Peptidbindungen an der N-terminalen Seite (P1’-Position nach der Nomenklatur von
Schechter & Berger (1967)) von hydrophoben und aromatischen Aminosdureresten (Morihara

& Tsuzuki, 1970, Feder et al., 1974).

2.4.2. Struktur und Kalziumbindung

TLPs werden als Prdproenzyme gebildet. Die Prdsequenz (ca. 20 Aminosiuren) dient als
Sekretionssignal, wihrend die Prosequenz (ca. 200 Aminosduren) als Faltungshelfer und
Inhibitor innerhalb der Zelle fungiert (Wetmore et al., 1992; Marie-Claire et al., 1998). Die
reifen Enzyme besitzen mit 300-319 Aminosduren eine molare Masse (M;) um etwa 35 kDa.
Von Thermolysin (Colman et al., 1972; Matthews et al., 1972a; Matthews et al., 1972b;
Holmes & Matthews, 1982) und der neutralen Protease aus B. cereus (Pauptit et al., 1988;
Stark et al, 1992) sind die Raumstrukturen bekannt. Sie zeigen zwei Doménen. Die N-
terminale Doméne (1-155 fiir Thermolysin) besteht vorwiegend aus B-Faltbléttern und die C-
terminale (156-316 fiir Thermolysin) aus a-Helices. Wéhrend die thermolabileren Vertreter,
wie die TLP aus B. subtilis (Tajima et al., 1976), zwei gebundene Kalziumionen in einer
Doppelkalziumbindungsstelle (Cal/Il) enthalten, besitzen die thermostabileren Vertreter wie
Thermolysin (Matthews et al., 1972a) noch zwei weitere in Einzelbindungsstellen (Calll und
IV; Abb. 2-4). Fiir Thermolysin sind die gebundenen Kalziumionen fiir die grofe
Thermostabilitdt verantwortlich (Feder et al.,, 1971; Dahlquist et al, 1976). Die
Doppelkalziumbindungsstelle, die Cal und Call im Abstand von nur 3,8 A bindet, wird durch
die Reste Asp138, Glul77, Aspl185, Glul90 und Asp191 gebildet (Matthews et al., 1972a).
Calll wird tiber die Seitenketten von Asp57 und Asp59 gebunden und CalV durch Asp200
(Matthews et al., 1972a).
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Uber die Affinititen der einzelnen Kalzium-Bindungsstellen gibt es jedoch hdchst
widerspriichliche Angaben, die letztendlich nur zeigen, dass eine separate Bestimmung sehr
schwierig ist. Basierend auf Gelfiltrationsmessungen mit Analyse des Kalziumgehalts der
Elutionsfraktionen schlussfolgerten Tajima et al. (1976), dass alle vier Kalziumionen gleich
stark gebunden werden. Mit der gleichen Methode fanden Voordouw & Roche (1974) zwei
Klassen von Bindungsstellen: die schwach affinere wurde der Doppelkalziumbindungsstelle
/I zugeordnet. Diffusionsexperimente an Thermolysinkristallen zeigten dagegen eine
deutliche Abfolge der Bindungsaffinititen: Cal >> Calll > CalV > Call (Weaver, 1976).

Roche & Voordouw (1978) postulierten aus Kalzium-vermittelten Autoproteolyse- bzw.
Thermoinaktivierungsstudien die Rangfolge der Affinititen zu: Calll = CalV > Cal/Il. Dabei
soll unter Thermoinaktivierungsbedingungen eine Bindungsstelle das

Autoproteolyseverhalten bestimmen und bei Raumtemperatur zwei (Corbett & Roche, 1983).

Abb. 2-4: Raumstruktur von Thermolysin.
Die PDB-Struktur 1LNF wurde verwendet und mit dem Swiss-PDB-Viewer dargestellt. Die

Positionen der Kalziumionen (cyan) I-1V sind markiert. Das katalytische Zinkion ist griin dargestellt.

2.4.3. Entfaltung und Autoproteolyse

Wihrend Thermolysin wie alle TLPs unter nativen Bedingungen gegen Autoproteolyse

resistent ist, fiihrt beispielsweise die Zugabe von Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) als
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Kalziumchelator (Corbett & Roche, 1986) oder die Inkubation bei hohen Temperaturen
(Drucker & Borchers, 1971; Kubo, 1999) zur Autoproteolyse. Es wird angenommen, dass die
thermische Inaktivierung durch die Autoproteolyse als Folge lokaler Entfaltungsprozesse
bestimmt wird (Dahlquist et al., 1976; Vriend & Eijsink, 1993). Die Isolierung und
Charakterisierung der Autoproteolysefragmente ldsst Riickschliisse auf die primiren
Schnittstellen und die involvierten Regionen zu. Fiir Thermolysin sind in Abhéngigkeit von
den Reaktionsbedingungen mehrere Primérschnittstellen bekannt: 196-197, 204-205 (Fassina
et al., 1986), 221-224 und mdglicherweise bei 154-156 und 129-130 (Fontana et al., 1986),
wobei dies nicht eindeutig Primérschnitte sind, da jeweils nur ein Fragment nachgewiesen
wurde. Die bei Thermolysin unter verschiedenen Bedingungen gefundenen Schnittstellen sind

in Abb. 2-5 zusammengefasst.

S El T T El E10 El, E10 T T S

v

Ile--Thr-Ser---Thr-Phe---Gly-Leu-Ile---Glu-Ile---Gly-Ile---Ser-Met---Tyr-Thr-Gly-Thr-Glu-Asp---Lys
1 4 5 129 130 154 155156 187188 196 197 204 205 221222 223 224 225 226 316

Abb. 2-5: Darstellung der primiren Schnittstellen von Thermolysin.

Schematische Darstellung der Aminosduresequenz von Thermolysin und der Stellen der limitierten
Proteolyse durch Subtilisin (S) und der Autoproteolyse beim Erhitzen (T) oder in Gegenwart von
EDTA (E1: 1 mM, E10: 10 mM). Die Darstellung wurde von Fontana (1988) iibernommen.

Aus der Lage der Primirschnittstellen ergibt sich, dass beim Thermolysin die EDTA-
induzierte Autoproteolyse durch CalV und z.T. durch Cal/Il bestimmt wird (Corbett &
Roche, 1986; Fassina ef al., 1986). Fiir die Temperatur-induzierte Autoproteolyse spielen
nach Dahlquist et al. (1976) Calll und/oder CalV die entscheidende Rolle, da sie am
schwichsten gebunden sind. Auch Voordouw & Roche (1975b) weisen Calll die
bestimmende Rolle zu, gehen aber von der Vorraussetzung aus, dass es am stdrksten
gebunden wird und die Autoproteolyse erst einsetzen kann, wenn das Enzym vdllig

kalziumfrei ist.

Autoproteolysefragmente von Thermolysin wurden auch hinsichtlich ihrer Struktur und
Entfaltung untersucht. Es wurde gezeigt, dass die beiden Autoproteolysefragemente 1-
187(204) und 187(204)-316 separat falten konnen (Corbett & Roche, 1986). Daraus wurde

geschlossen, dass der erste Entfaltungsschritt beim Thermolysin eine Separation beider
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Doménen darstellt und anschlieend die Doménen separat entfalten, erst die N- und danach

die stabilere C-terminale Doméne (Corbett ef al., 1986).

2.4.4. Die neutrale Protease aus Bacillus stearothermophilus

NPste besitzt mit 319 Aminosduren eine 86%-ige Sequenzidentitit zum Thermolysin (Takagi
et al., 1985; Eijsink et al., 1992b; Inouye et al., 1998). Fir die Nummerierung der
Aminosduren wurde in der vorliegenden Arbeit die Primédrsequenz von Thermolysin zugrunde
gelegt, wodurch sich ein Einschub von drei Aminosduren nach der Position 26 (als 26 A, B, C

bezeichnet) ergibt (Abb. 2-6).
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Abb. 2-6: Sequenzvergleich von NPste und Thermolysin.

Die identischen Aminosduren sind griin und #hnliche Aminosduren gelb dargestellt. Fiir den

Sequenzvergleich wurde die Nummerierung von Thermolysin (TLN) wurde zugrunde gelegt.
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Das pH-Optimum der NPste liegt bei pH 7,0 (Fujii ef al., 1983) und die Thermostabilitit ist
geringer als die von Thermolysin (Veltman et al., 1996). Eine Kristall- oder NMR-Struktur ist
nicht vorhanden. Es konnte aber ein Computermodell von NPste durch Homologie-
Modellierung auf der Basis von Thermolysin - aufgrund der hohen Sequenzidentitdt beider
Proteine - erstellt werden (Vriend & Eijsink, 1993) (Abb. 2-7), das sich in zahlreichen
Mutationsstudien zur Strukturvorhersage bewihrt hat (Eijsink ef al., 1995).

NPste zeigt eine ausgesprochen starke Abhidngigkeit der Thermostabilitit von der
Kalziumkonzentration (Veltman et al., 1998). Aufgrund der konservierten Aminosaurereste
fiir die Kalziumbindung in Thermolysin und NPste, der recht hohen Thermostabilitit und aus
den Modellierungsstudien (Vriend & Eijsink, 1993) ist anzunehmen, dass auch vier
Kalziumionen gebunden werden (Abb. 2-7). Uber die Bindungsaffinititen der Kalziumionen

von NPste ist wenig bekannt.

Abb. 2-7: Raum-Modell von NPste mit der Doppelmutation G8C/N60C.

Das Modell wurde auf der Grundlage von Thermolysin mittels Homologie-Modellierung mit dem
Programm WHAT IF erstellt (Vriend & Eijsink, 1993). Die vier stabilisierenden Kalziumionen sind
violett, das katalytische Zinkion orange, die potentielle Entfaltungsregion 56-69 rot und die
eingefiihrte Disulfidbriicke (G8C/N60C) gelb dargestellt.
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Zahlreiche Stabilisierungsstrategien (2.2.1.) wurden angewandt, um die Thermostabilitit von
NPste zu erhohen:

e Helixstabilisierung und Erhéhung von hydrophoben Wechselwirkungen (Imanaka et
al., 1986),

e Substitution von Glyzinresten (Takagi & Imanaka, 1989),

e Veridnderung von Schnittstellen der Autoproteolyse (Kubo et al., 1992),

¢ FEinfiihrung von Prolinen (Hardy et al., 1993; Nakamura et al., 1997),

e Substitution von thermolabilen Asn-Resten (Eijsink ef al., 1991c¢),

e Optimierung der Wasserstoffbriickenbindungen (Eijsink et al., 1992c¢),

e Erhohung der Packungsdichte durch Fiillung von Kavititen in der Proteinstruktur
(Eijsink et al., 1992a),

e Verstirkung der Doménenwechselwirkung (Eijsink et al., 1990; Eijsink et al., 1992b),

¢ Immobilisierung (Mansfeld et al., 1999; Mansfeld & Ulbrich-Hofmann, 2000),

e Verbesserung hydrophober Interaktionen an der Molekiiloberfliche (Van den Burg et
al., 1994),

¢ Einfiihrung einer Disulfidbriicke (Mansfeld ef al., 1997),

e Veridnderung der Kalziumbindung (Veltman et al., 1997b; Veltman et al., 1998),

e Aminoséduresubstitutionen aufgrund von Vorhersagen mittels Computeralgorithmen
zum Auffinden stabilisierender Mutationen (Nakai et al., 1998)

e Aminoséduresubstitutionen aufgrund von Vergleichen mit thermostabileren homologen

Enzymen (Imanaka et al., 1986; Eijsink et al., 1995; Veltman et al., 1996).

Die Stabilisierungserfolge der einzelnen Strategien waren sehr verschieden. NPste
unterscheidet sich in 43 Aminosdurepositionen vom thermostabileren Thermolysin. Das
schrittweise Ersetzen einzelnen Aminosduren in NPste durch die entsprechenden von
Thermolysin und Analyse der rdumlichen Verteilung besonders stabilisierender Mutationen
fiihrte zum Auffinden einer sehr sensitiven oberflichengelegenen Loop-Region um die
Aminosduren 56-69 (Eijsink ef al., 1995; Veltman et al., 1996; Veltman et al., 1997a).
Strukturell ist sie auch in Thermolysin (Holmes & Matthews, 1982) und der neutralen
Protease aus B. cereus (Stark et al., 1992) konserviert (Veltman et al, 1997a) und
wahrscheinlich als eine Entfaltungsregion (2.2.3.) anzusehen (Vriend et al., 1998). Die
Kombination von acht stabilisierenden Mutationen in dieser Region lieferte eine voll aktive

Enzymvariante (Boilysin), die sogar weit stabiler als Thermolysin ist (Van den Burg et al.,
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1998; Van den Burg et al., 1999). Die Halbwertszeit von NPste bei 100°C betragt weniger als
30 s, die von Thermolysin 1 min und die von Boilysin 170 min (Van den Burg et al., 1998).

Ein entscheidender Beitrag zur Stabilisierung von Boilysin wird durch eine Disulfidbriicke
zwischen den Resten 8 und 60 hervorgerufen, die die potentielle Entfaltungsregion mit dem
benachbarten N-terminalen Hairpin 1-25 verbindet (Mansfeld et al., 1997). Als Basis fiir die
Einfiihrung der Cysteinreste diente die Cystein-freie Enzymvariante C288L (Pseudowildtyp,
pWT). Beziiglich ihrer Struktur (Diirrschmidt ef al., 2001), Aktivitdt und Thermostabilitét
(Eijsink et al, 1992) sind pWT und Wildtyp-Npste als identisch anzusehen. Die
Disulfidbriicke in der Enzymvariante G8C/N60C (Abb. 2-7) bildete sich spontan aus und
fiihrte zu einer extremen Steigerung der Thermostabilitdt. Der Tso-Wert als Temperatur, bei
der nach 30-miniitiger Inkubation noch 50% der Ausgangsaktivitit vorhanden sind, wurde
von 75,4°C (pWT) zu 92,1°C (G8C/N60C) verschoben (Mansfeld et al., 1997). Die Aktivitat

blieb von der Mutation unbeeinflusst.
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3. Materialen und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1. Chemikalien

2-Aminobenzoyl-Ala-Gly-Leu-Ala-4-Nitro-
benzylamid (Abz-AGLA-Nba)
Acetonitril (ACN)

Acrylamid

Bacitracin

Casein (nach Hammersten)
Coomassie-Brilliant-Blue G-250
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
1,4-Dithiothreitol (DTT)

EDTA
N-(3-[2-furyl]acryloyl)-Gly-Leu-amid
(FAGLA)

GdnHCl

Isopropanol

Iodacetamid

CaCl,-MaB1oung (1 M)
N,N’-Methylen-Bis-Acrylamid
N-Acetyl-Tryptophanamid (NATA)
Natriumdesoxycholat (NaDOC)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
o-Phenanthrolin (0PA)
Polyethylenglycol 100.000 (PEG 100.000)
Trichloressigsdure (TCA)
Trifluoressigsdure (TFA)
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

Bachem, Heidelberg, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Kraemer und Martin, Siegburg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Bachem, Heidelberg, Deutschland

ICN Biomedicals, Irvine, USA
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Fluka, Ulm, Deutschland

USB, Cleveland, USA

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Fluka, Ulm, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Alle Chemikalien hatten den Reinheitsgrad p.a. oder ultra pure. Zur Herstellung von Puffern

wurde deionisiertes Wasser verwendet.

3.1.2. Proteine und Kits

Bichinchoninsdure(BCA)-Kit Pierce, Rockford, USA
Low-Molecular-Weight-Elektrophorese- Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Eichproteine:

a-Lactalbumin (14,4 kDa),

Sojabohnen-Trypsininhibitor (20,1 kDa),

Carboanhydrase (30,0 kDa),

Ovalbumin (45,0 kDa),

Rinderserumalbumin (BSA; 66,0 kDa),

Phosphorylase B (97,0 kDa)

Enzymvarianten von NPste siche 3.2.3.

Rinderserumalbumin Pierce, Rockford, USA

3.1.3. Molekularbiologische Enzyme und Reagenzien

Hefe-Extrakt Difco, Augsburg, Deutschland
Trypton Difco, Augsburg, Deutschland
Select Agar Difco, Augsburg, Deutschland
Casaminosduren Difco, Augsburg, Deutschland
Spurenelementelosung Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Chloramphenicol Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Kanamycin (Kan) Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Milchpulver Oxoid, Unipath, England
MnCl, Serva, Heidelberg, Deutschland
Alkalische Phosphatase (aus Shrimps) USB, Cleveland, USA
Sall-Endonuklease New England Biolabs GmbH, Schwalbach,
Deutschland
T4-DNA-Ligase Invitrogen, Groningen, Niederlande

Oligonucleotide MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland
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3.1.4. Verwendete Bakterienstamme, Plasmide und Primer

Escherichia (E.) coli XL1-Blue  recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 reldl lac
[F'proAB  lacl’ZAM15  TnlO(Tet)],  Stratagene
(Heidelberg, Deutschland)

B. subtilis DB117 cm” hisA4 AnprR2, AnprE1S8, AnprA3 (Eijsink et al.,
1990)
pET-28b(+)-NPste E. coli-Expressionsvektor mit der reifen Sequenz von

Wildtyp-NPste, Kan-Restistenz-Gen, (Petermann, 2001)

pGES501 B. subtilis-Expressionsvektor mit der Sequenz von
Wildtyp-NPste, Chloramphenicol-Resistenz-Gen,
(Eijsink et al., 1992a)

pGES30 B. subtilis-Expressionsvektor mit der Sequenz von pWT,
Chloramphenicol-Resistenz-Gen, (Mansfeld et al., 1997)

T7-Promotor-Primer 5"-CGA AAT TAA TAC GAC TCA-3’

T7-Terminator-Primer 5’-GCT AGT TAT TGC TCA GCG GTG-3'

W55F-Vorwirts-Primer 5-GTT TTG CCC GGC AGC TTG TTT ACC GAT
GGC GAC AAC CAA-3’

WS5SF- Riickwiirts-Primer 5-TTG GTT GTC GCC ATC GGT AAA CAA GCT

GCC GGG CAA AAC-37

3.1.5. Reagenzien und Losungen

Standardpuffer 50 mM Tris/HCI1 pH 7,5; 5 mM CacCl, , entgast und durch
eine G4-Fritte bzw. einen Cellulose-Acetat-Filter

(Sartorius, Gottingen, Deutschland) 0,45 um filtriert

Puffer fiir die Affinititsreinigcung an Bacitracin-Kieselgel
Startpuffer 20 mM Natriumacetat, pH 5,3; 5 mM CaCl,

Elutionspuffer 20 mM Natriumacetat, pH 5,3; 5 mM CaCl,; 2,5 M NaCl;

20% (v/v) Isopropanol
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Losungen fiir den Casein-Test

1%-ige Caseinlosung

TCA-Losung

1% (w/v) Casein; 0,08% Natriumazid in Standardpuffer
0,1 M TCA; 0,22 M Natriumacetat; 0,33 M Essigsédure

Puffer und Losungen fiir die Elektrophorese

SDS-Probenpuffer

Coomassie-Firbelosung

Coomassie-Entfiarbelosung

3.1.6. Nahrmedien

LB-Kan-Medium

LB-Kan-Agar
TY-Medium

TY-Milch-Agar

Mineralsalzmedium

Fermentationsmedium

125 mM Tris/HCI pH 6,8; 2% (w/w) SDS; 25% (v/v)
Glyzerin; 10 mM DTT; Bromphenolblau

0,25% (w/v) Coomassie G-250; 42,5% (v/v) Ethanol;
5% (v/v) Methanol; 10% (v/v) Essigséure.

20% (v/v) Ethanol; 10% (v/v) Essigsdure

10 g/l Trypton; 5 g/l Hefe-Extrakt; 10 g/l NaCl. Die
Losung wurde mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt. Nach
Autoklavieren wurde Kan in einer Endkonzentration von
25 pg/ml zugesetzt.

LB-Kan-Medium mit 1,5% (w/v) Select Agar

10 g/l Trypton; 5 g/l Hefe-Extrakt; 5 g/l NaCl. Die
Losung wurde mit NaOH auf pH 7,2 eingestellt. Nach
Autoklavieren erfolgte die Zugabe von MnCl,
(Endkonzentration 0,1 mM) und Chloramphenicol
(Endkonzentration 5 pg/ml).

TY-Medium mit 1,5% (w/v) Select Agar und 0,8% (w/w)
Milchpulver

16,0 g Na,SOy; 19,74 g (NH4)2SO04; 4,0 g NH4CI; 116,8 g
K,;HPOy; 32,0 g NaH,PO4 x 2 H,0; 8,0 g (NHy),-Citrat in
81 deionisiertem Wasser mit NaOH auf pH 7,0
eingestellt.

600 ml einer 300 g/l Glukose- bzw. Casaminosdure-
Losung wurden getrennt autoklaviert wund 81
autoklaviertem Mineralsalzmedium zugesetzt. Uber einen

0,2 um Sterilfilter wurden auflerdem 0,1 g/l Thiamin;
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0,1 mM MnCly; 5 mg/l Chloramphenicol; 2 mM MgSO4
und 16 ml Spurenelementldosung zugesetzt.
Feeding-Losung 500 ml einer 550 g/l Glukoselésung wurde autoklaviert
und mit 50 ml 16-fach konzentriertem und autoklaviertem
Mineralsalzmedium  versetzt. Uber einen 0,2 um
Sterilfilter wurden auflerdem 0,1 g/l Thiamin; 0,1 mM
MnCly; 5 mg/l Chloramphenicol; 2 mM MgSO4 und 2 ml

Spurenelementlosung zugesetzt.

3.2. Methoden

3.2.1. Computer-Modellierung

Die Modellierung von Mutationen erfolgte mit dem Programm WHAT IF (Vriend, 1990) an
einer Silicon Grafics Indigo2 Workstation. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Mutation
keine  moglichen konformellen  Spannungen erzeugt oder die vorhandenen
Wasserstoftbriickennetzwerke bzw. elektrostatische Wechselwirkungen stort. Das Modell von

NPste wurde durch Homologie-Modellierung auf der Basis von Thermolysin von Vriend &

Eijsink (1993) erstellt.

3.2.2. Molekularbiologische Methoden

Die Mutagenese zur Erzeugung der Enzymvariante W55F mit dem QuikChange™ Site-
Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Heidelberg, Deutschland) wurde nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Als Matrizen-DNA diente das Plasmid pET-28b(+)-NPste
(3.1.4.) mit der reifen Sequenz von NPste. Als Mutagenese-Primer wurden die WS5S5F-
Vorwirts- und -Riickwirts-Primer (3.1.4.) eingesetzt. Die Mutations-Polymerase-
Kettenreaktion, der Dpnl-Verdau der parentalen DNA und die Transformation von E. coli
XL1-Blue-Zellen wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt, wobei auf Kan-Resistenz
selektiert wurde. Die Zellen wurden in LB-Kan-Medium bei 37°C angezogen. Die Plasmid-
DNA wurde aus dem Kulturiiberstand mittels QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) nach Herstellerprotokoll isoliert. Die Sequenz der mutierten DNA-Fragmente
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wurde nach der Sanger-Kettenabbruch-Methode (Sequitherm Excel™ II DNA-
Sequenzierungskit-LC (Epicentre Technologies, Oldendorf, Deutschland)) mit einem LI-COR
DNA Sequencer (MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland) nach Herstellerangaben
ermittelt. Als Sequenzierprimer wurden T7-Promotor- und T7-Terminator-Primer (3.1.4.)
verwendet. Die Ubertragung der WS55F-Mutation in den B. subtilis-Expressionsvektor
pGESO1 erfolgte iiber einen Restriktionsverdau mit Sa/l und Ligation in den ebenfalls mit
Sall geschnittenen Vektor pGES501. Die Plasmide wurden zur Transformation kompetenter B.
subtilis DB117-Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden in TY-Medium bei 37°C angezogen,
und es wurde auf Chloramphenicol-Resistenz selektiert. Positive Klone wurden anhand der
Hofbildung durch Hydrolyse des im TY-Milchagar enthaltenen Caseins sichtbar. Sie wurden
in TY-Medium angezogen und als Glyzerinkultur bei —80°C gelagert.

Alle Routinemethoden wurden entsprechend Sambrook ez al. (1989) bzw. Gassen & Schrimpf
(1999) durchgefiihrt.

3.2.3. Expression und Reinigung der Enzymvarianten

Die Enzymvarianten von NPste wurden in dem Protease-defizienten B. subtilis-Stamm
DB117 (Eijsink et al., 1990), der das Plasmid pGE530 mit dem Gen fiir pWT und die
Enzymvariante G8C/N60C bzw. das Plasmid pGE501 mit dem Gen fiir die Enzymvariante
WS5SF triagt (3.1.4.), exprimiert. Die Zellen wurden auf TY-Milch-Agar bei 37°C angezogen.
20 ml TY-Medium wurden mit einer Einzelkultur beimpft und 6 h bei 37°C angezogen. 5
bzw. 2 ml Vorkultur wurden zu 500 ml TY-Medium fiir die Schiittelkolben-Anzucht oder zu
200 ml Fermentationsmedium als Starterkultur fiir die Fermentation zugegeben. Die Enzyme

wurden ins Medium sekretiert und aus dem Kulturiiberstand isoliert.

Die Anzucht im Schiittelkolben erfolgte iiber 24 h bei 32°C und unter Beliiftung. Nach
Zentrifugation (8.000 g, 10 min) wurden die Enzyme aus dem Kulturiiberstand mittels
Bacitracin-Affinitdtschromatographie (Van Den Burg ef al., 1989; Eijsink et al., 1991a; siche

nichste Seite) isoliert.

Die 8 1- Fermentation erfolgte wahlweise im Batch- oder Fedbatch-Verfahren und wurde in
Anlehnung an Siebert (2000) durchgefiihrt. Das Fermentationsmedium wurde mit 200 ml
Starterkultur im Fermentor (BIOSTAT C-Laborfermentor, B. Braun BIOTECH
INTERNATIONAL, Melsungen, Deutschland) versetzt und der Fermentationsverlauf mittels
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Prozessleitsystem MFCS-Win aufgezeichnet. Bei 32°C wurde die Anzucht iiber 8 h
durchgefiihrt, bis eine optische Dichte bei 500 nm (ODso) von ca. 20 erreicht wurde. Die
Batch-Fermentation wurde danach abgebrochen. Bei einer Fed-Batch-Fermentation wurde die
Zufiitterung bei einer ODsy = 15 mit Feeding-Losung (Flussrate 150 ml/h) gestartet und 2-
3 h weitergefiihrt. Wéhrend der Fermentation wurde der Sauerstoffpartialdruck in der
Fermentationslosung iiber die Riihrerdrehzahl und die Beliiftungsrate auf 40% des
Sauerstoffsittigungswertes  eingestellt. Wéhrend der Fermentation wurden der
Sauerstoffpartialdruck, die Riihrergeschwindigkeit, die Beliiftungsrate und der pH-Wert
aufgezeichnet. Durch Zugabe von 25%-iger Ammoniaklosung wéhrend der Fermentation
wurde der pH-Wert auf 7,2 gehalten. Nach jeweils 30-60 min wurden Kulturproben
entnommen, bei 10.000 g fiir 10 min zentrifugiert und die Uberstinde auf Casein-Aktivitit
und Proteingehalt untersucht. Ein typischer Fermentationsverlauf ist in Abb. 3-1 dargestellt.
Anhand der Wachstumskurve wurde der Fermentationsverlauf beurteilt und die Fermentation

gegebenenfalls abgebrochen, wenn die Kulturen in die stationédre Phase iibertraten.

‘ -1 Abb. 3-1: Verlauf einer
e 0D,

O Aktivitit \ typischen Fermentation

10 Batch-Fermentation zur
Anzucht von pWT. Die

Zunahme der Zelldichte bzw.

- 0,1

Biomasse ist anhand der ODsg

dargestellt. Die Zunahme der

0,1 4

- 0,01 Aktivitat gegen Casein

3.2.4.1) im Uberstand

Caseinaktivitat (Kunitz-Einheiten/ml)

‘ logarithmische ‘ stationdre
‘Wachstumsphasel Phase

lag-Phase
0,01 w w w x : ; beschreibt die Expression von

o 2 4 6 8 10 12 pWT. Die drei Wachstums-

Zeit (h) phasen sind gekennzeichnet.

Nach Zentrifugation (6.000 g, 20 min) wurde der Kulturiiberstand mit Natriumazid
(Endkonzentration 0,067% (w/v)) versetzt, mit 2 M Natriumacetat-Losung (pH 4,8) auf
pH 5,3 eingestellt und auf eine Bacitracin-Kieselgelsdule (Stepanov & Rudenskaya, 1983)
aufgetragen. Nach Beladen wurde die Sdule jeweils mit drei Sédulenvolumina Startpuffer bzw.
Startpuffer/2,5 M NaCl gewaschen. Die Elution erfolgte mit Elutionspuffer und wurde anhand
der Absorption bei 280 nm verfolgt. Die Fraktionen wurden mittels SDS-Gelelektrophorese

auf Reinheit gepriift, und NPste-haltige Fraktionen wurden vereinigt. Nachfolgend wurde die
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Enzymlosung mittels Ultrafiltration (Amicon-Konzentrierungseinheit mit einer PM10-
Membran von 10 kDa Ausschlussgrenze) konzentriert, bis eine Proteinkonzentration von ca.
500 pg/ml erreicht wurde und bei —20°C gelagert.

Unmittelbar vor Verwendung wurde die Enzymldsung fiir 3 h gegen Standardpuffer (3.1.5.)
dialysiert (10 kDa Ausschlussgrenze). Eventuelle Protein-Verunreinigungen wurden durch
einen Hitzeschritt (Inkubation der Probe im Dialyseschlauch im Wasserbad bei 65°C fiir
8 min) beseitigt. Nach einer weiteren Dialyse gegen Standardpuffer (3.1.5.) wurden die
Enzymlosungen gegebenenfalls durch Uberschichten des Dialyseschlauchs mit PEG 100.000
konzentriert. Eine eventuell noch auftretende leichte Braunfarbung durch Bestandteile des
Kulturmediums wurde durch Zugabe von ca. 5% (v/v) Diethylaminoethyl-Sephacel
(Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) gebunden. Das Chromatographiematerial
wurde durch Zentrifugation (5 min, 20.400 g) abgetrennt, gewaschen und wiederverwendet.
Die auf diese Weise préparierten Enzymlosungen wurden bei 4°C gelagert und innerhalb von

einer Woche aufgebraucht.

3.2.4. Aktivitatsmessung

3.2.4.1. Caseintest

Der Caseintest wurde in Anlehnung an Fujii et al. (1983) durchgefiihrt. Dazu wurden 250 ul
einer 1%-igen Caseinlosung (3.1.5.) bei 37°C vortemperiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 250 ul Probe in einer entsprechenden Verdiinnung gestartet. Nach 30-mintitiger
Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 500 pul TCA-Losung (3.1.5.)
abgestoppt. Nach erfolgter Protein-Fillung (30 min bei Raumtemperatur) wurde die Probe fiir
10 min bei 20.400 g zentrifugiert und der Uberstand bei 275 nm gegen Wasser vermessen. Zu
jeder Probe wurde ein Blindwert als Kontrolle mitgefiihrt, wobei hier vor Enzymzugabe das
Casein durch vorherige Zugabe der TCA-Losung ausgefdllt wurde. Die Enzym-Proben
wurden so verdiinnt eingesetzt, dass die Absorptionsdnderung im Caseintest nicht grofer als
0,5 Extinktionseinheiten (1 cm Lichtweg) betrug. Die Absorption ist ansonsten nicht mehr
proportional zur Enzymkonzentration, da sie in Abhédngigkeit von der eingesetzten
Enzymmenge eine Séttigungskurve beschreibt. Die Aktivitit gegen Casein wurde in
Kunitzeinheiten ausgedriickt. Dabei entspricht einer Kunitz-Einheit diejenige Enzymmenge,
die eine Absorptionsinderung im Casein-Test von einer Absorptionseinheit pro Minute

Inkubationszeit hervorruft (Kunitz, 1947).
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3.2.4.2. FAGLA-Test
Der FAGLA-Test wurde in Anlehnung an die Methode nach Feder (1968) durchgefiihrt. Bei
25°C wurden 394 pul Probe mit 6 pl 125 mM FAGLA-Stammldsung (in DMSO) versetzt und

die Absorptionsabnahme bei 345 nm iiber 5Smin an einem Ultrospec 3000 UV-
Spektrophotometer (Amersham Biosciences, Uppsala Schweden) verfolgt. Die genaue
FAGLA-Konzentration wurde anhand des Extinktionskoeffizienten bei Ag€345um

760 M'em™ bestimmt. Der Substratumsatz wurde anhand des Extinktionskoeffizienten bei

A€3450m =317 M em™! berechnet.

3.2.4.3. Abz-AGLA-Nba-Test
60 ul einer 1 mM Losung des Fluoreszenzsubstrates Abz-AGLA-Nba (Nishino & Powers,

1980) (in DMF) wurden zu 2940 ul Probeldsung in eine rithrbare Fluoreszenz-Kiivette
gegeben und die Zunahme der Fluoreszenz bei 415 nm nach Anregung bei 340 nm gemessen.
Die Anregungs- und Emissions-Spaltbreiten betrugen jeweils 5nm. Bei geringen
Enzymaktivitdten werden die Messdaten von einer unkatalysierten Photooxidationsreaktion
tiberlagert, die durch 5 min Vorbestrahlung der Substratldsung im Fluorimeter eliminiert
werden konnte. Der Reaktionsstart erfolgte dann durch Enzymzugabe. Die Messungen
wurden an einem FluoroMax2-Fluorimeter (Jobin Yvon spec., Grasbrunn, Deutschland)
durchgefiihrt und der lineare Anfangsanstieg der Fluoreszenzénderung gegen die Zeit

ermittelt.

3.2.5. Proteinchemische und biophysikalische Methoden

3.2.5.1. Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-Test

Die BCA-Methode wurde entsprechend der Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. 50 pl
Probe wurden mit 1 ml BCA-Reagenz bei 37°C fiir 30 min inkubiert. Die Absorption wurde
bei 562 nm gegen Wasser gemessen. Eine BSA-Eichreihe im Bereich von 20-800 pg/ml
wurde als Standard mitgefiihrt. Es wurde kontrolliert, dass Isopropanol und GdnHCI

innerhalb der verwendeten Konzentrationen keinen Einfluss auf den BCA-Test haben.

3.2.5.2. NaDOC-Fdllung

Die NaDOC-Fillung zur Konzentrierung von Proteinproben und zum Abtrennen von

storenden Substanzen wurde in Anlehnung an Diirrschmidt et al. (2001) durchgefiihrt. Die
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Probe wurde gegebenenfalls mit Wasser auf 2 ml aufgefiillt. Nach Zugabe von 10 ul einer
10%-igen NaDOC-Losung und 50 pl einer 50%-igen (w/w) TCA-Losung bildete sich ein
milchiger Niederschlag. Die Fillung erfolgte mindestens fiir 15 min - meistens aber {liber
Nacht - bei 4°C. Nach Zentrifugation (30 min, 20.400 g, 4°C) wurde das Pellet zunédchst mit
eiskaltem Aceton und nach erneuter Zentrifugation (30 min, 20.400 g, 4°C) mit eiskaltem
Ethanol gewaschen und anschliefend unter Vakuum (Vakuumzentrifuge Jouan RC 10.10.,
Unterhaching, Deutschland) getrocknet. Fiir die Elektrophorese wurde es in SDS-
Probenpuffer (3.1.5.) aufgenommen. Es wurde gezeigt, dass die Féllung quantitativ fiir

Proteinkonzentrationen > 0,05 pg/ml geeignet ist.

3.2.5.3. SDS-Gelelektrophorese

Es wurden 0,75 mm-SDS-Polyacrylamidgele nach Laemmli (1970) mit 15% Acrylamid und
0,4% N,N’-Methylenbisacrylamid im Trenngel verwendet. Die Proben wurden vor Zugabe
von SDS-Probenpuffer (3.1.5.) mit oPA (Endkonzentration 1 mM) versetzt, wenn die Proben
nicht vorher mit NaDOC gefillt worden waren. Die Gele wurden nach dem Lauf anschlieBend
mit Silbernitrat (Nesterenko et al., 1994) oder mit Coomassie (Rehm, 2000) gefarbt. Fiir die
Coomassie-Farbung (3.1.5.) zur quantitativen Auswertung der Bandenintensitit wurden die
Gele zunichst iiber Nacht in der Firbelosung geschwenkt, anschlieBend mehrfach mit
Entfarber (3.1.5.) behandelt und densitometrisch ausgewertet (CD 60, DESAGA, Darmstadt,

Deutschland). Fiir Nativgele wurde der Zusatz von SDS weggelassen.

3.2.5.4. Isoelektrische Fokussierung

Der isoelektrische Punkt (pI) wurde durch isoelektrische Fokussierung (IEF) mit PhastGel-
IEF-Flachbettgelen (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) mit immobilisiertem pH-
Gradient von 3-9 am PhastSystem™ (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) nach dem
Herstellerprotokoll bestimmt. 3 pul der Probe sowie ein IEF-Standard (Serva, Heidelberg,
Deutschland) wurden jeweils an verschiedenen Stellen im Gel aufgebracht. Nach dem Féarben
des Gels wurde mit Hilfe der Laufstrecken der Standardproteine eine Eichgerade
(Ig(Laufstrecke im Gel) vs. pI der Standardproteine) erstellt und daraus der pl des Zielproteins

berechnet.

3.2.5.5. Carbamidomethylierung von Cysteinresten

Die Carbamidomethylierung wurde in Anlehnung an Hollecker (1997) durchgefiihrt. Dazu
wurde die Disulfidbriicke in G8C/N60C in Gegenwart von 100 mM DTT fiir 1 h unter N»-
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Begasung reduziert. lodacetamid (Endkonzentration 1 M) wurde zugegeben und die Losung
fir 30 min im Dunkeln unter N)-Begasung bei 37°C inkubiert. Nicht umgesetztes
Iodacetamid wurde durch Dialyse gegen Standardpuffer (3.1.5.) entfernt.

3.2.5.6. Gelfiltration
Die Gelfiltration wurde mit einer Superdex'™ 75 HR 10/30 fast-protein-liquid-

chromatography(FPLC)-Siule (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) an einer inerten
high-performance-liquid-chromatography(HPLC)-Anlage =~ (Merck-Hitachi, = Darmstadt,
Deutschland), die mit einer Niederdruckgradienten-Pumpe betrieben wurde, durchgefiihrt. Die
Detektion erfolgte bei 280 nm. Die Flussrate betrug 0,6 ml/min. Das Laufmittel
(Standardpufter/20% (v/v) Isopropanol) wurde entgast und filtriert (G4-Fritte). Die
Probenlosungen wurden vor Applikation zentrifugiert (5 min, 20.400 g). Die Trennung im
Bereich von etwa 70 kDa bis 7 kDa erfolgte - entsprechend der Beziehung K,, ~ -log (M;).
Die folgenden Sdulenparameter wurden ermittelt:

AusschluBvolumen (mit Dextranblau gemessen): Vo= 8,07 ml

Leervolumen (mit Tyrosin gemessen): VL =20,85 ml

geometrisches Sdulenvolumen: V1 =23,56 ml
. . . V.=V,
effektiver Verteilungskoeffizient: K, =—/———
VT - Vo

mit Elutionsvolumen Vg = Retentionszeit - FluBgeschwindigkeit

3.2.5.7. Reversed-phase-Chromatographie
Die reversed-phase-HPLC (RP-HPLC) wurde an einer inerten HPLC-Anlage (Merck-Hitachi,

Darmstadt, Deutschland), die mit einer Niederdruckgradienten-Pumpe betriecben wurde,
durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte bei 280 bzw. 214 nm. Das Laufmittel wurde entgast und
filtriert (G4-Fritte). Die Probenlosungen wurden vor Applikation zentrifugiert (5 min,
20.400 g). Die Elution erfolgte mit steigender ACN-Konzentration von 0% auf 100% ACN in
15 min bei einer FluBrate von 1 ml/min.

Es wurde eine Cs-Sédule (125/4 Nucleosil 500-5 PPN mit 5 um-Kieselgelpartikeln und einer
PorengrdBe von 500 A (Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland)) oder eine Cg-Sdule (250/4
Nucleosil 500-5 PPN mit 5 pm-Kieselgelpartikeln und einer Porengréfe von 300 A

(Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland) verwendet.
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3.2.5.8. Analytische Ultrazentrifugation

Die Untersuchungen wurden an einer analytischen Ultrazentrifuge Optima XL-A (Beckman
Instruments, Inc., Fullerton, USA) mit Doppelsektorzellen (fiir Probe und Puffer) bei 20°C
durchgefiihrt. Die Bestimmung der Sedimentationskonstanten erfolgte  mittels
Sedimentationslauf iiber 4 h. Fiir die Analyse wurde das partielle spezifische Volumen von
Thermolysin von 0,73 ml/mg (Vita et al, 1989) verwendet. Die Bestimmung des
Molekulargewichts erfolgte mittels Gleichgewichtslauf {iber 24-48 h. Die Messungen wurden
freundlicherweise von Herrn Dr. Lilie (Fachbereich Biochemie/Biotechnologie der Martin-

Luther-Universitit, Halle) durchgefiihrt.

3.2.5.9. Massenspektrometrie

Elektrospray-lonisations-Massenspektren ~ (ESI-MS) zur Molekularmassenbestimmung
wurden an einem Esquire-LC Ionenfallen-Massenspektrometer (Bruker-Franzen Analytik,
Bremen, Deutschland) aufgenommen. Die Elutionsfraktionen aus der RP-HPLC-Reinigung
(3.2.5.7.) wurden nach Vakuum-Konzentrierung (Jouan RC 10.10., Unterhaching,
Deutschland) direkt eingesetzt. Das Losungsmittel war ein ACN-Wasser-Gemisch im
Verhiltnis 1:1 (v/v).

Die Matrix-unterstiitzten Laserdesorption-lonisations-Massenspektren (MALDI-MS) wurden
an einem Reflex Spektrometer (Bruker-Franzen Analytik, Bremen, Deutschland)
aufgenommen. Nach erfolgter Ionisierung und Desorption durch N,-Laser-Beschuss (337 nm)
wurden die lonen linear bei einer Spannung von 28,4 kV beschleunigt und die Flugzeit
vermessen (MALDI-TOF). Als Matrix fiir die Probe diente eine geséttigte Sinapinsdureldsung
in einem ACN-Methanol-Wasser-Gemisch im Verhéltnis von 3:2:5 (v/v/v).

Die massenspektrometrischen Analysen wurde freundlicherweise von Frau Dr. Schierhorn
(Forschungsstelle ,,Enzymologie der Proteinfaltung® der Max-Planck-Gesellschaft, Halle)
durchgefiihrt.

3.2.6. Spektroskopische Methoden

Die Enzymlosungen wurden vor Verwendung wie in 3.2.3. beschrieben gegen Standardpuffer
(3.1.5.) dialysiert und zentrifugiert (5 min; 20.400 g). Der Dialysepuffer wurde als Referenz
fiir die spektroskopischen Messungen verwendet. Die verwendeten Puffer wurden entgast und
filtriert (0,2 um-Sterilfilter, Roth (Karlsruhe, Deutschland)). Alle Messungen wurden in

Quarz-Kiivetten durchgefiihrt. Soweit nicht anders ausgefiihrt wurde bei 25°C gemessen.
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3.2.6.1. Fluoreszenz-Spektroskopie

Die Fluoreszenzspektren wurden an einem FluoroMax2-Fluorimeter (Jobin Yvon spec.,
Grasbrunn, Deutschland) aufgenommen. Die Anregungs- und Emissionsspaltbreite betrug
jeweils 5 nm. Bei 278 nm wird sowohl Tyrosin als auch Tryptophan angeregt, aber bei
295 nm nur selektiv Tryptophan. Zu jeder Probe wurde ein Basislinienspektrum des Puffers
aufgenommen und zur Korrektur von den Probenspektren abgezogen. Auf eine tigliche
Eichung mit Rhodamin B wurde verzichtet und nur unkorrigierte relative
Fluoreszenzintensitidten (RF) gemessen. Es wurde in rithrbaren und verschlieBbaren 1 cm-
Kiivetten gemessen.

Fiir Messungen der Entfaltungskinetik wurde bei einer Anregung bei 295 nm die Emission
gleichzeitig bei 334 und 354 nm detektiert. Es wurde der Intensititsabfall bei 334 nm und der
Quotient der Intensitdten bei 334 und 354 nm (RF334/RF3s4) als Messgrofle verwendet (4.1.3.).
Einfliisse von Losungsmittelzusitzen (CaCl,, GAnHCI und Isopropanol) bzw. der Temperatur
auf die Fluoreszenz wurden mit NATA als Modellsubstanz mittels Titrationsmessungen
(Hamilton-Titrator Microlab 500, Bonaduz, Schweiz) liberpriift.

Aggregationsmessungen wurden anhand der Zunahme des Streulichts bei gleichzeitiger
Anregung und Emission bei 360 nm unter stindigem Riihren gemessen. Die Spaltbreiten
betrugen 1 nm. Eine Aggregatbildung fiihrt zuerst zu einer Suspension mit einer Triibung der
Losung. Erst spiter erfolgt gegebenenfalls eine Polymerisation entstandener
Aggregationskeime unter Prézipitation. Die Eichung der Methode erfolgte durch TCA-
Féllung (2,5% (w/w) TCA-Endkonzentration) von nativem Enzym in verschiedenen
Proteinkonzentrationen (Abb. 4-23). Die vollstindige Prizipitation wurde anhand der SDS-
Gelelektrophorese kontrolliert. Diese Streulichtzunahme wurde 100% gesetzt.

Die Losungsmittelzugédnglichkeit von Tryptophanresten wurde durch Acrylamid-Quenchen
untersucht. Vor der Zugabe von Acrylamid als Quencher (Q) wurde die Ausgangsfluoreszenz
(FO) bestimmt. Zu 3 ml Enzymlosung wurden anschlieBend in einer riihrbaren Kiivette
schrittweise 10-mal 5 pl und dann 20-mal 10 pl einer 8 M Acrylamidldsung zugesetzt. Nach
jedem Schritt wurde nach mischen die Fluoreszenzemission bei 334 nm (F) bei 295 nm-
Anregung aufgezeichnet. Der Verdiinnungsfaktor durch die Acylamidzugabe wurde
beriicksichtigt, aber eine Korrektur der Daten aufgrund der Eigenabsorption von Acrylamid
bei 295 nm war nicht notwendig. Die Auswertung der Daten erfolgte in Abhingigkeit der
zugesetzten Acrylamid-Konzentration zum einen in der Stern-Volmer-Auftragung (Eftink &
Ghiron, 1976b) und zum anderen in der Lehrer-Auftragung (Lehrer, 1971). Bei der Stern-
Volmer-Auftragung (F/F0 vs. [Q]) wurde das statische Quenchen berticksichtigt:



Materialien und Methoden 38

FFO = (1+ Ky, -[O]) -1 [3-1]

Mit Kgy als (dynamischer) Stern-Volmer-Konstante und V als statischer Quench-Konstante.
In der Auftragung nach Lehrer (FO/(FO-F) vs. 1/[Q]) wurde der hintere Teil der Kurve
(entsprechend niedrigen Acrylamid-Konzentrationen) folgendermallen ausgewertet:

FO__ ! +l [3-2]
FO-F f-K,-[0] f

wobei K¢ die effektive Quench-Konstante und f den Tryptophananteil, der dem Quencher bei

niedrigen Acrylamid-Konzentrationen zugénglich wird, bedeuten. Die relative Zuganglichkeit

wurde auf NATA bezogen.

3.2.6.2. CD-Spektroskopie
Die CD-Spektren wurden an einem 62A DS-CD-Spektrophotometer (Aviv, Lakewood, NJ,

USA) bei 25°C aufgenommen. Fir die Aufnahme von CD-Spektren im fernen
ultravioletten(UV)-Bereich (180-250 nm) wurden Quarzkiivetten mit einer Schichtdicke von
I mm und fiir den nahen UV-Bereich (250-320 nm) mit einer Schichtdicke von 1 cm
verwendet. Die Spaltbreite betrug 1 nm, die Zeitkonstante 2 s, und es wurden 5-10
Einzelspektren akkumuliert. Zu jeder Probe wurde ein Pufferspektrum aufgenommen. Bei
langeren Messungen wurden zur Ermittlung der Signalstabilitit mehrmals wéhrend der
Messung Pufferspektren aufgenommen und verglichen. Fiir kinetische Untersuchungen
wurde zuerst die Datenaufzeichnung am Gerét gestartet und dann die Messung durch Zugabe
von Enzymlosung. Die Anderung der Sekundirstruktur wurde bei 222 nm verfolgt. Die
erhaltenen Messwerte wurden in molare Elliptizititen pro Aminosiurerest [®]yrw nach [3-3]

umgerechnet (Schmid, 1997):

®-100-M
[®]MRW =—F [3-3]
d-c-n
O] : gemessene Elliptizitéit in Grad
M, : molare Masse in g/mol
d : Schichtdicke der Kiivette in cm

o

: Proteinkonzentration in mg/ml

NAs : Anzahl der Aminosaduren im Molekiil
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3.2.7. Bestimmung der kinetischen Konstanten

Fiir Messungen in Gegenwart von GdnHCI wurden Stamml6sungen fiir GdnHCI (8,5 M in
Wasser), Tris/HCL, pH 7,5 (4,0 M in Wasser) und CaCl, (1,0 M in Wasser) verwendet. Alle
Losungen wurden entgast und filtriert (0,2 pm-Sterilfilter, Roth (Karlsruhe, Deutschland)).
Die GdnHCI-, CaCl,-, Tris/HCI- und gegebenenfalls Isopropanol-Konzentration jeder Probe
wurde separat daraus eingestellt. Die genaue GdnHCI-Konzentration jeder Probe wurde

refraktometrisch nach folgender Formel bestimmt (Nozaki, 1972):
[GdnHCI|(M) = 57,147 - x + 38,68 - x* = 91,6 - x° [3-4]
x:  Differenz  der  Brechungsindizes zwischen  Standardpuffer (3.1.5.) und

GdnHCl/Standardpuffer

3.2.7.1. Kinetische Messungen unter Entfaltungsbedingungen

Die Messung der Inaktivierungskinetik bei GdnHCI- oder Temperatur-induzierter
Entfaltung erfolgte anhand der Restaktivitit gegen Casein (3.2.4.1.) oder Abz-AGLA-Nba
(3.2.4.3.) nach Riicksprung unter Nativbedingungen. Dazu wurden nach verschiedenen
Inkubationszeiten den Entfaltungsansidtzen Aliquote entnommen. Diese wurden bei der
Temperatur-induzierten Entfaltung schnell auf Eis abgekiihlt bzw. bei der GdnHCI-
induzierten Entfaltung 1:50 in Standardpuffer (3.1.5.) verdiinnt und fiir die Bestimmung der
Restaktivitit verwendet.

Die Entfaltungskinetiken wurden mittels Fluoreszenz- bzw. CD-Spektroskopie im fernen
UV-Bereich (3.2.6.1. und 3.2.6.2.) bestimmt.

Zur Untersuchung der Autoproteolysekinetik wurden nach verschiedenen Inkubationszeiten
Aliquote entnommen und die Proben nach einer vorherigen NaDOC-Féllung (3.2.5.2.) in der
SDS-Gelelektrophorese (3.2.5.3.) aufgetrennt. Neben der Abtrennung von GdnHCI bewirkte
die Féllung auch eine Inaktivierung der Protease sowie eine Konzentrierung. Nach
Coomassie-Farbung (3.2.5.3.) der Gele wurde die Bande des intakten Proteins
densitometrisch ausgewertet (CD60, Desaga, Darmstadt, Deutschland). Innerhalb des Fehlers
lieferte diese Methode die gleichen Aussagen wie die Analyse durch RP-HPLC. Der stérende
Einfluss von Rest-GdnHCI, Isopropanol, CaCl, und oPA wurde untersucht und ein Grenzwert
der Konzentration dieser Substanzen ermittelt, unterhalb dessen die Fillung nicht
beeintrichtigt wird. In Gegenwart geringer Proteinkonzentrationen und hoher Rest-GdnHCI-

Konzentrationen (> 1 M) versagt allerdings diese Methode, und es kann nur die Restaktivitit
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nach Riicksprung unter Nativbedingungen (siehe Inaktivierungskinetik) als MaB fiir die

Autoproteolyse verwendet werden.

Da neben einer Reaktion 1. Ordnung fiir die Entfaltung auch das Auftreten einer Reaktion 2.
Ordnung fiir die Autoproteolyse erwartet wurde, erfolgten die Untersuchungen bei
verschiedenen Proteinkonzentrationen. Die Progresskurven wurden nach einer Reaktion 1.
bzw. 2. Ordnung angepasst, je nachdem, ob eine Abhingigkeit der beobachteten

Geschwindigkeitskonstanten (kobs) von der Proteinkonzentration festgestellt wurde:

Anpassung nach Reaktion 1. Ordnung: Messgrofie(t)=A-e*»" +C [3-5]
Anpassung nach Reaktion 2. Ordnung: Messgrofe(t) = # +C [3-6]
+ obs

A, C und ks beschreiben die Amplitude, ein konstantes Glied (Offsef) und die beobachtete
Geschwindigkeitskonstante des zeitlichen Abfalls. Bei einer zeitlichen Zunahme des
gemessenen Signals wurde A < 0 gewihlt. Bei einer Reaktion 2. Ordnung ist ky,s das Produkt

aus der Enzymausgangskonzentration (Ey) und der Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung.

3.2.7.2. Kinetische Messungen unter Riickfaltungsbedingungen

Die Riickfaltungskinetik wurde anhand der Reaktivierung verfolgt. War die Reaktivierung
langsam (Halbwertzeit > 5 min), so wurden dem Renaturierungsansatz Proben entnommen,
die Aktivitdit gegen Casein (3.2.4.1.) oder Abz-AGLA-Nba (3.2.4.3.) gemessen und die

erhaltenen Werte exponentiell angepasst.

1,08 Abb. 3-2: Reaktivierungskinetik  von
entfaltetem pWT.
N 1,06 7 Die Messungen wurden in Standardpuffer (3.1.5.)
C
g bei 25°C durchgefiihrt. 5 pg/ml pWT wurden fiir
1,04 -
% 3 h in 8 M GdnHCl/Standardpuffer entfaltet und
% N anschliefend 1:50 in Standardpuffer verdiinnt.
2 1,02 1 § 0.06
®© $ 004 Die Reaktivierung wurde anhand der Zunahme
g 2
1,00 T Zzz = des  Hydrolyseproduktes des Fluoreszenz-
0 30 60 90 120 Substrats Abz-AGLA-Nba gemessen und nach [3-
Zeit (s)
0,98 w w w w 8] angepasst. Wird der lineare Endanstieg von
0 200 400 600

Zeit (5) den Messdaten abgezogen, kann die erhaltene
eit (s
Kurve exponentiell nach [3-5] angepasst werden

(Insert).
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Schnelle Reaktivierungskinetiken mit einer Halbwertszeit von weniger als 5 min wurden
direkt aus einer Zeit-Umsatzkurve fiir die Abz-AGLA-Nba-Hydrolyse bestimmt. Dazu wurde
zundchst mit nativem Enzym eine Enzymkonzentration ermittelt, die iber den Messzeitraum
zu einer linearen Zeit-Umsatz-Kurve fiihrte. Die Zugabe von entfaltetem Enzym in der
ermittelten Protein-Konzentration zu der Substratlosung (in Standardpuffer) bewirkte eine
Riickfaltung. Die Wiedererlangung der Aktivitét dullert sich in der Substrathydrolyse.
In einem exponentiellen Anstieg des Substratumsatzes spiegelt sich die Renaturierungskinetik
wider. Das Ende der Reaktivierung zeigt sich an der mit der Zeit linearen Produktzunahme
(Abb. 3-2). Wird der lineare Endanstieg gegen den Zeitpunkt 0 extrapoliert und von den
Originaldaten abgezogen, so wird die Reaktivierungskinetik deutlich sichtbar und kann
exponentiell angepallt werden (Abb. 3-2, Insert).
Zur Ermittlung der scheinbaren Reaktivierungskonstante ks, die die Riickfaltung beschreibt,
betrachtet man die Substratumsetzung. Die initiale Produktzunahme (P) ergibt sich nach der
Michaelis-Menten-Gleichung mit E als aktivem Enzym und ke, als Katalysekonstante zu:
dP _ k. -E-S,
da S,+K,
Fiir die Substratkonzentration wurde Sy angenommen, da nur etwa bis zu einem 5-10%-igen
Umsatz gemessen wurde. Es wurde bei einer Substratkonzentration von 20 uM, d.h. unterhalb
der Michaelis-Menten-Konstante (K,-Wert) von 140 uM (Nishino & Powers, 1980),
gemessen, so dass Sy < K, gilt:
Daraus ergibt sich:
d_P — ke E- Sy
dt K

m

bzw. P(t)=

da die wirksame Enzymkonzentration, wegen der ablaufenden Renaturierungskinetik,
zeitabhingig ist. Wird die Renaturierungskinetik durch eine exponentielle Funktion mit A als

Amplitude (Anteil des gesamten inaktiven Proteins) und ko als beobachtete

Geschwindigkeitskonstante beschrieben: E(f) = A-(1—e**"), so ergibt sich:
P(t) = K jA (1= ety = K S0y, (j di—[ & i)

Eine Integration in den Grenzen von t, = 0 bis t ergibt

k. S
P(t)=—«"0.4. t+— e Fomt _ g0 bzw.
() Km ( kobs ( ))
P(1) = k‘} So. gy KeaSo A K So A i [3-7]

K k Kk

m m obs m obs
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[3-7] ldsst sich in der allgemeinen Form
Pt)=C, t-C,+C,-e*" [3-8]
mit C; (=1, 2, 3) als Konstanten darstellen.

Zur Auswertung der Reaktivierungskinetiken wurden die Messwerte nach [3-8] angepasst und

daraus die Reaktivierungskonstante ks bestimmt.

Die Autoproteolyse, die wihrend der Riickfaltung auftrat, wurde analog zu 3.2.7.1.
analysiert. Die Progresskurven wurden exponentiell nach [3-5] angepasst, wobei ein
Absolutglied zugelassen wurde, das dem gebildeten N, das nicht proteolytisch angreifbar ist,

Rechnung tragt.

Die Herstellung der entfalteten Enzyme erfolgte fiir Reaktivierungsmessungen durch
mindestens dreistiindige Inkubation der nativen Enzyme in 8,0 M GdnHCl/Standardpuffer bei
einer Proteinendkonzentration von 5 pg/ml.

Aufgrund der beschriankten Loslichkeit der Enzyme war es schwierig, die entfalteten Proteine
in geniigend hohen Proteinkonzentrationen herzustellen. Fiir Autoproteolysemessungen und
fiir spektroskopische Untersuchungen wurden deshalb die Proteine mit NaDOC gefallt
(3.2.5.2.) und anschlieBend in einem kleinen Volumen 8,4 M GdnHCI/Standardpuffer
aufgenommen. Auf diese Weise konnte denaturiertes Protein in Proteinkonzentrationen von

5 mg/ml erhalten werden.

3.2.7.3. Statistische Auswertung

Wurden Daten aus Mehrfachbestimmungen (n > 3) ermittelt, so wurde die
Standardabweichung angegeben. Wurden Konstanten aus Primir- oder Sekundérauftragungen
der Messdaten ermittelt, so wurde die Standardabweichung der Anpassung angegeben.
Mittelwerte, die aus den Mittelwerten mehrerer Stichproben errechnet wurden, wurden mit
dem Standardfehler versehen. Die mathematische Auswertung der MeBdaten erfolgte mit dem

Programm SigmaPlot, Version 7,0.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Charakterisierung der Enzyme

4.1.1. Enzymvarianten der neutralen Protease aus B. stearothermophilus

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stehen ausgewéhlte Enzymvarianten von NPste mit
dem Ziel, den Einfluss einer lokalen Strukturregion auf die Entfaltung und Stabilitit des
gesamten Molekiils zu analysieren. Dabei handelt es sich um eine Cystein-freie
Enzymvariante von NPste (C288L), im folgenden als pWT bezeichnet, die sich vom Wildtyp-
Enzym hinsichtlich Aktivitét, Stabilitidt und Struktur nicht unterscheidet (Eijsink ef al., 1992a;
Diirrschmidt et al., 2001). Sie diente als Basis fiir die Herstellung der Enzymvariante
G8C/N60C (Mansfeld et al., 1997), die spontan zwischen den Aminosdurepositionen 8 und
60 eine Disulfidbriicke ausbildete (Abb. 2-7), was zu einer extremen Erhohung der
Thermostabilitdt fithrte (2.4.4.). Die Gewinnung und Reinigung dieser beiden Enzymvarianten

erfolgte nach den bereits vorliegenden Vorschriften (Mansfeld et al., 1997; Siebert, 2000) und

ergab vergleichbare Resultate.

Abb. 4-1: Modell von NPste.
Das  Strukturmodell wurde
durch Homologie-
Modellierung mit dem
Programm WHAT IF erstellt.
Die Seitenketten der drei
Tryptophane 55, 115 und 186
sind gelb, die vier
stabilisierenden Kalziumionen
violett und das katalytische

Zinkion orange dargestellt.

AuBerdem wurde mittels ortsspezifischer Mutagenese — wie in 3.2.2. und 3.2.3. beschrieben —
die Enzymvariante WSSF erzeugt und fiir ausgewdhlte Experimente verwendet. Die
Computer-Modellierung (3.2.1.) dieser Mutation zeigte keine bedeutende Verdnderung der
Struktur und keine ungiinstigen Wechselwirkungen. Allerdings ist das Peptidriickgrad im

Bereich von Trp55 an der Bindung von Calll (Abb. 4-1) beteiligt, was fiir W55F eine
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verdnderte Kalziumbindung bewirken konnte. Die Auswahl dieser Enzymvariante beruht auf
der Tatsache, dass NPste nur drei Tryptophanreste (in den Positionen 55, 115 und 186) besitzt
(Abb. 4-1), die in der Fluoreszenzspektroskopie als lokale Sonden fungieren sollten. Da sich
der Tryptophanrest 55 in der potentiellen Entfaltungsregion befindet, wurde erwartet, dass
sich durch Einbeziehung der Enzymvariante W55F in die fluoreszenzspektroskopischen
Untersuchungen Riickschliisse auf die lokale Entfaltung der Loop-Region um Trp55 ziehen
lassen. Die spezifische Aktivitit von W55F gegen Casein (3.2.4.1.) betrug 68.8 Kunitz-
Einheiten/mg Protein und entspricht 83% der pWT-Aktivitidt (Tab. 4-1). Gegen FAGLA als
Substrat (3.2.4.2.) ist der ke./Ky-Wert von 18,25 + 1,23 - 10° M's! auf 61% des pWT-
Niveaus reduziert. Aufgrund der schlechten Loslichkeit von FAGLA konnte nicht unter

Substratsdttigung gemessen werden.

Tab. 4-1: Vergleich der spezifischen Aktivititen von pWT, G8C/N60C und WS5SF. Die
Aktivitdten gegen Casein (3.2.4.1.) und FAGLA (3.2.4.2.) wurden auf die eingesetzte Proteinmenge
(3.2.5.1.) bezogen.

Enzymvariante Aktivitit
Casein (U mg™) FAGLA (M s™)
pWT (Mansfeld ez al., 1997) 81,5+5,3 30,0+ 4,4 - 10°
G8C/N60C (Mansfeld et al., 1997) 82,4162 27,8+3,5-10°
W55F 68,8 £5,9 183+1,2-10°

Alle verwendeten Enzyme waren mittels SDS-Gelelektrophorese (3.2.5.3.) und Gelfiltration

(3.2.5.6.) charakterisiert worden und erwiesen sich als homogen.

4.1.2. Nativspektren von pWT, GBC/N60C und W55F

Spektroskopisch unterscheiden sich pWT und G8C/N60C nur wenig (Abb. 4-2). Die CD-
Spektren im nahen und fernen UV-Bereich (Abb. 4-2 A, B) zeigen keine signifikanten
Unterschiede. Das Fluoreszenzemissionsspektrum von G8C/N60C ist beziiglich pWT um
2 nm nach blau verschoben (Abb. 4-2 C, D), was eine leicht hydrophobere Umgebung der
Tryptophane anzeigt. Wahrscheinlich ist durch die Ausbildung der Disulfidbriicke die lokale
Umgebung von Trp55 geringfiigig verdndert. Dafiir spricht auch die etwas geringere
Fluoreszenzintensitit. Sie konnte auf einen quenchenden Einfluss der Disulfidbriicke

zuriickzufiihren sein (Schmid, 1997).
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Die Emissionsmaxima bei 337-339 nm spiegeln nur eine moderat hydrophobe Umgebung
wider. Das mag daran liegen, dass die Tryptophane zwar nicht oberflachlich, aber doch in
den AuBenbereichen des Proteins lokalisiert sind, was aus der Raumstruktur des

strukturverwandten Thermolysins (Colman et al., 1972) geschlussfolgert werden kann.
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Abb. 4-2: Nativspektren von pWT, G8C/N60C und W5SF.

Alle Spektren wurden in Standardpuffer (3.1.5.) bei 25°C, wie in 3.2.6.1. und 3.2.6.2.
beschrieben, aufgenommen. A) CD-Spektren im fernen UV-Bereich, B) CD-Spektren im
nahen UV-Bereich, C) Fluoreszenzemissionsspektren mit 278 nm-Anregung und D)
Fluoreszenzemissionsspektren mit 295 nm-Anregung. Die Proteinkonzentration betrug

500 pg/ml (A, B) bzw. 20 pg/ml (C, D).
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Auch der Zusatz von 10 mM DTT bewirkt keine Anderungen der Fluoreszenz- und CD-
Spektren (Diirrschmidt et al., 2001). Allerdings scheint die Disulfidbriicke sehr stabil
gegeniiber reduzierenden Agenzien zu sein (Mansfeld et al, 1997), so dass sie
moglicherweise in Gegenwart von 10 mM DTT noch nicht gedffnet ist.

Es kann zusammengefasst werden, dass die Ausbildung der Disulfidbriicke zwischen den
Positionen 8 und 60 keine bedeutenden konformellen Spannungen erzeugt, aber die lokale

Umgebung um Trp55 leicht verdndert ist.

Die Enzymvariante WS5F zeigt ein anderes Verhalten. Trotz des anndhernd gleichen CD-
Spektrums im fernen UV-Bereich von pWT und WS55F unterscheiden sich beide Enzyme im
CD-Spektrum im nahen UV-Bereich (Abb. 4-2 A, B). Die Signal-Intensitdt ist um 70%
vermindert und die grofite negative Elliptizitat tritt bei 270 nm - statt wie bei pWT bei
277 nm - auf. Die Sekundirstruktur der Enzyme ist demzufolge nicht beeinflusst, aber es
konnten Unterschiede in der Tertidrstruktur existieren. Auch die Unterschiede in den
Fluoreszenzspektren zu pWT lassen auf eine verdnderte Tertidrstruktur schlieBen (Abb. 4-2 C,
D). Neben einer starken Rotverschiebung des Emissionsmaximums zu 320 nm (bei 278 nm-
Anregung) bzw. 333 nm (bei 295 nm-Anregung) fillt die Intensitdt um etwa 70% ab. Solche
extremen Auswirkungen beim Ersetzen eines Tryptophanrestes durch einen Phenylalaninrest
wurden auch bei anderen Proteinen, wie einer Proteintyrosylphosphatase (Pokalsky et al.,
1995) gefunden, wo eine starke Blauverschiebung von 345 nach 320 nm beobachtet wurde.

Diese Unterschiede in den Spektren von pWT und W55F vor dem Hintergrund der gleichen
Sekundarstruktur (Abb. 4-2 A) und der nur moderaten Beeintrichtigung der Enzymaktivitdt
(4.1.1.) fiihren zu dem Schluss, dass die drei Tryptophanreste im Molekiil nicht als
gleichwertig anzusehen sind und Trp55 stark die optischen Eigenschaften der Enzyme
dominiert. Es stellt somit eine ,,Sonde* fiir die Entfaltungsregion dar. Uber die Verwendung
von einzelnen Tryptophanresten als ,,Sonden* fiir verschiedene Bereiche des Proteins wird
auch im Fall von humaner Carboanhydrase II (Andersson et al., 1997) und T4-Lysozym
(Harris & Hudson, 1990) berichtet. Die Tryptophanreste 115 und 186 liefern im Vergleich zu
TrpS5 nur einen geringen Beitrag zur Gesamtfluoreszenzintensitit, was auf
Wechselwirkungen mit dem Peptidriickgrat — speziell mit dem Carbonylsauerstoff — bzw. mit
Asp- und Glu-Seitenketten und dem damit verbundenen Quenchen zuriickgefiihrt werden

kann (Lehrer, 1971; Burstein ef al., 1973; Ricci & Nesta, 1976).



Ergebnisse und Diskussion 47

4.1.3. Spektren der entfalteten und autoproteolytisch-abgebauten
Enzyme — Anwendung fiir Entfaltungsmessungen

Fiir Stabilitdtsuntersuchungen ist eine Detektionsmethode wichtig, die neben einer hohen
Sensitivitdt und geringen Storanfilligkeit mdglichst eindeutige Aussagen iiber die Entfaltung
der Enzyme zuldsst. Dabei gilt es, bei Proteasen zwischen entfaltetem, intaktem Protein und
den autoproteolytisch gebildeten Peptidfragmenten zu differenzieren. Die CD-Spektroskopie
im fernen UV-Bereich zeigt deutliche Anderungen zwischen nativem und denaturiertem bzw.
proteolytisch abgebautem Protein (nicht gezeigt). Wegen der begrenzten Loslichkeit der
Enzyme und der benétigten hohen Proteinkonzentrationen im Messansatz (500 pg/ml) war
aber eine umfangreichere Anwendung dieser Methode ausgeschlossen. Analoges gilt auch fiir
eine Reihe anderer Methoden, wie NMR- und Infrarot-Spektroskopie oder Kalorimetrie
(Ahern & Klibanov, 1988). Die sehr sensitive Fluoreszenzspektroskopie erwies sich als die
Methode der Wahl.

Um die zu erwartenden Anderungen bei der Entfaltung und Autoproteolyse abzuschitzen,
wurden die Fluoreszenzemissionsspektren der nativen Spezies jeweils mit denen der
entfalteten, sowie autoproteolytisch abgebauten Spezies verglichen (Abb. 4-3 A-D). Dazu
wurden die Enzyme 4 h in 8 M GdnHCl entfaltet. Die Analyse mittels SDS-Gelelektrophorese
(3.2.5.3.) zeigte, dass sich unter diesen Bedingungen kein Abbau ereignet. Dagegen kommt es
zu einem intensiven und vollstdndigen Abbau bei vierstiindiger Inkubation bei 75°C.

Die Unterschiede in den Fluoreszenzspektren zwischen (intaktem) entfaltetem und
abgebautem Enzym sind gering im Vergleich zum Signal der nativen Spezies (Abb. 4-3 A-D)
und konnten durch Reststrukturen im denaturierten Zustand verursacht worden sein (Doig &
Williams, 1991). Verglichen mit den nativen Spektren zeigen sich Unterschiede in der
Fluoreszenzintensitidt, der Anzahl der beobachteten Emissionsmaxima und deren
Wellenldnge. In den nativen Enzymen ist bei einer gleichzeitigen Anregung von Tyrosin- und
Tryptophanresten (bei 278 nm) nur eine gemeinsame Emission zu sehen (Abb. 4-3 A, B).
Dies zeigt einen strahlungslosen Energietransfer (Forstertransfer), bei dem die Tyrosinreste
ithre Energie auf die Tryptophanreste libertragen und keine separate Emission zeigen (Schmid,
1997). Bei Entfaltung bzw. Autoproteolyse tritt eine separate Fluoreszenz fiir beide
Aminoséduren auf (Abb. 4-3 A, B). NPste besitzt drei Tryptophanreste und 32 Tyrosinreste,
die gleichmiBig tiiber das gesamte Molekiil verteilt sind. Die Entkopplung des
Energietransfers sollte ein Maf} fiir die globale Tertidrstrukturentfaltung sein. Im Gegensatz
dazu werden bei 295 nm (Abb. 4-3 C und D) nur die Tryptophanreste angeregt. Es ergibt sich

hier nur ein Maximum im entfalteten bzw. abgebauten Zustand. Entsprechend 4.1.2. werden
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bei dieser Anregung vor allem die lokalen Anderungen von Trp55 in der potentiellen

Entfaltungsregion detektiert.
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Abb. 4-3: Fluoreszenzspektren von pWT und G8C/N60C im nativen, entfalteten und abgebauten
Zustand und die daraus abgeleitete Messgrofie RF;34/RF3s4.

Die Fluoreszenzmessungen wurden in Standardpuffer (3.1.5.) bei 25°C und einer Proteinkonzentration
von 5 pg/ml, wie in 3.2.6.1. beschrieben, durchgefiihrt. A) pWT, 278 nm-Anregung, B) GEC/N60C,
278 nm-Anregung, C) pWT, 295 nm-Anregung, D) GS8C/N60C, 295 nm-Anregung. Aus den
Emissionsspektren mit Anregung bei 295 nm wurde das Verhéltnis der Fluoreszenzintensititen bei

334 und 354 nm (RF334/RF3s4) fiir pWT (E) und G8C/N60C (F) ermittelt.
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Die groBten Intensititsunterschiede zwischen nativem und entfaltetem bzw. abgebautem
Enzym treten bei 334 nm auf. Hier ist auch der Unterschied zwischen abgebautem und
entfaltetem Zustand vernachldssigbar, so dass die Abnahme des Fluoreszenzsignals bei dieser
Wellenlidnge benutzt werden kann, um die nativen Molekiile zu quantifizieren, ohne dass der
Zustand des Produktes (entfaltet oder abgebaut) unterschieden wird (Abb. 4-3, A-D).

Neben der oben beschriebenen Intensititsdnderung tritt bei Entfaltung und Autoproteolyse
eine Rotverschiebung des Tryptophan-Emissionsmaximums nach 354-359 nm auf (Abb. 4-3
A-D). Bei kinetischen  Untersuchungen ist es allerdings schwierig, die
Wellenldngenverschiebung direkt zu bestimmen, weil nur bei diskreten Wellenldngen
gemessen wird. Ein Mal} fiir die Wellenldngenverschiebung kann man aber aus dem
Quotienten der Intensitdten bei zwei verschiedenen Wellenldngen erhalten (Jiang & London,
1990). Als erstes beschrieben Wharton ez al. (1988) diese Methode, bei der dieser Quotient als
Index fiir die Hydrophobizitit der Umgebung von Tryptophanresten verwendet wird. Dabei
ist die Wahl der beiden Detektionswellenldngen weniger entscheidend, und in der Literatur
werden verschiedene Quotienten angegeben: RFs30/RFsso (Wharton ef al., 1988; Jiang &
London, 1990; Pawar & Deshpande, 2000), RF340/RF3s0 (Banik et al., 1992) und RF3,0/RF3s0
(Ort et al., 1995).

Aus dem Vergleich der Fluoreszenz-Eigenschaften der nativen mit den entfalteten bzw.
abgebauten Enzymen konnen Bedingungen fiir die Detektion der Entfaltung abgeleitet
werden. Fiir die spiteren Fluoreszenzexperimente zur Untersuchung der Proteinstabilitét
wurde sowohl die Fluoreszenzintensitit bei 334 nm als auch der Quotient der Intensitidten bei
334 und 354 nm betrachtet (Abb. 4-3 E, F).

Bei Messungen der Entfaltungskinetik waren lange Messzeiten notig (4.2.2. und 4.3.4.).
Dabei ist die Zerstorung der Fluoreszenzfarbstoffe bei ldngerer Bestrahlung zu beachten
(Eggeling et al., 1998). Dieses Photobleaching infolge der Spaltung des Indolrings des
Tryptophans in einer Photooxidationsreaktion {iberlagert die Messung und verursacht einen
exponentiellen Abfall des Fluoreszenzsignals. Die Geschwindigkeitskonstante fiir diese
Reaktion ist stark von der Energie des eingestrahlten Lichts abhéngig. Um sie moglichst klein
zu halten, wurde fiir Langzeitexperimente nicht bei 278 nm, sondern bei 295 nm angeregt.
Diese Anregung hat dariiber hinaus den Vorteil, die Signaldnderungen auf die drei im
Molekiil vorkommenden Tryptophanreste zuriickfiihren zu konnen. Fiir freies NATA in
Losung wurde eine Geschwindigkeitskonstante fiir das Photobleaching von 2,5-107 s

gefunden. Die native und entfaltete Form von pWT und G8C/N60C unterschieden sich nur
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unerheblich in ihrer Geschwindigkeitskonstanten fiir das Photobleaching (1,25-1,87-107 s™).
Es stellt eine Grenze fiir die mittels Fluoreszenzmessung bestimmbaren

Entfaltungskonstanten dar.

4.1.4. Prufung auf Assoziation und Aggregation

Zum Nachweis des Vorhandenseins eines merklichen Anteils an Aggregaten oder Oligomeren
in den Enzymprédparationen wurden die analytische Ultrazentrifugation, die
Nativgelelektrophorese, sowie die IEF verwendet. Gelfiltration konnte nicht angewendet
werden, da die Enzyme eine Wechselwirkung mit der Matrix zeigten. Die im Folgenden

gezeigten Daten am Beispiel von pWT gelten auch fiir die anderen Enzyme.
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Abb. 4-4: Analytische Ultrazentrifugation von pWT: Sedimentationslauf.

Der Geschwindigkeitslauf wurde bei 40.000 U/min (120.000 g bei 6,7 cm) in Standardpuffer (3.1.5.)
bei 25°C, wie in 3.2.5.8. beschrieben, durchgefiihrt. Die Proteinkonzentration betrug 50 pg/ml. Die
Messungen erfolgten im Abstand von 10 min. Jede dritte Messung ist dargestellt (von links nach
rechts). Im Insert sind fiir verschiedene Proteinkonzentrationen die aus dem Sedimentationslauf
ermittelten Sedimentationskonstanten und die aus dem Gleichgewichtslauf bei 20.000 rpm (30.000 g

bei 6,7 cm) ermittelten Molekulargewichte aufgetragen.
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Wie die Nativgelelektrophorese (nicht gezeigt) weist auch die analytische Ultrazentrifugation
(3.2.5.8.) im Sedimentationslauf keine Anzeichen fiir Aggregate auf (Abb. 4-4). Aus den
Daten kann auf das Vorhandensein nur einer Spezies mit einem Sedimentationskoeffizienten
von 232 <+ 0,04 Svedberg-Einheiten, der unabhingig von der -eingesetzten
Enzymkonzentration = war  (Abb.  4-4, Insert) geschlossen  werden.  Der
Sedimentationskoeffizient fiir das sehr strukturverwandte Thermolysin wird mit 3,18 (Vita et
al.,, 1989) bzw. 3,5 (Voordouw & Roche, 1975b) angegeben. Auffillig war in der
Sedimentationsanalyse eine konstante Grundabsorption in Meniskusnéhe, die trotz intensiver
Dialyse auftrat. Diese erhohte Grundabsorption der Enzymldsungen, die nicht auf die
Proteinabsorption zuriickzufithren ist, stellt wahrscheinlich ein Artefakt aus der
Reinigungsprozedur dar, das gelegentlich beobachtet wird (Eijsink et al., 1991a).

Der Gleichgewichtslauf zeigte unabhingig von der eingesetzten Enzymkonzentration eine
Spezies mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 37.400 + 1.100 Da (Abb. 4-4, Insert).

Es korreliert befriedigend mit dem aus der Primdrsequenz erwarteten Wert von 34.604 Da.

In der IEF zeigten sich bei Variation des Auftragungsortes der Probe auf das Gel keine
Unterschiede im Laufverhalten (Daten nicht gezeigt). Am Auftragungsort blieb kein Protein
liegen, sondern das gesamte Protein wanderte im angelegten Spannungsgradienten. Aggregate
wiren zu grofl, um sich durch das Gelbett zu bewegen und wiirden am Auftragungsort
verbleiben. Der isoelektrische Punkt fiir alle Enzymvarianten war gleich und lag bei pH 4,98
+ 0,04. Er kommt dem aus der Aminosduresequenz errechneten Wert von 5,05
(http://www.us.expasy.org/tools/pi_tool.html) sehr nahe. Es ist daher anzunehmen, dass fast
alle geladenen Reste an der Proteinoberfliche lokalisiert sind. Fiir das am néchsten
strukturverwandte Thermolysin wurde ein sehr &hnlicher isoelektrischer Punkt von 5,1

gefunden (Inouye et al., 1997).

Wie die Ergebnisse der analytischen Ultrazentrifugation, der Nativgelelektrophorese und der
IEF zeigen, liegen die Enzyme als Monomere vor und zeigen bis 500 pg/ml keine Anzeichen

fiir Aggregation.

4.1.5. Zuganglichkeit der Tryptophanreste

In Ergidnzung zu den bisher beschriebenen spektroskopischen Daten (4.1.2.) erlauben

Fluoreszenz-Quench-Experimente (3.2.6.1.) ebenfalls Aussagen tiber die lokale Struktur um



Ergebnisse und Diskussion 52

Fluorophore bzw. deren Losungsmittelzugénglichkeit (Eftink & Ghiron, 1981). Je stirker
Fluorophore verborgen sind, desto weniger kdnnen sie durch zugesetzte Quencher in ihrer

Fluoreszenz beeinflusst werden.
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Abb. 4-5: Acrylamid-Quenchen von pWT und G8C/N60C.

Die Fluoreszenzmessungen wurden in Standardpuffer (3.1.5.) bei 25°C, wie in 3.2.6.1. beschrieben,
durchgefiihrt. Die Proteinkonzentration betrug 20 pg/ml fir pWT und G8C/N60C sowie 50 pg/ml fiir
WS55F. NATA wurde in einer Konzentration von 10 uM eingesetzt. A) Stern-Volmer-Auftragung fiir
NATA, B) Stern-Volmer-Auftragung fir NATA, pWT und G8C/N60C, C) Lehrer-Auftragung fiir
NATA, D) Lehrer-Auftragung fiir pWT und G8C/N60C. Die Stern-Volmer-Auftragungen wurden
unter Berlicksichtigung des statischen Quenchens nach [3-1] angepasst. In der Lehrer-Auftragung
wurde der hintere Teil der Kurve (entsprechend niedrigen Acrylamidkonzentrationen) linear nach
[3-2] angepasst. Die ermittelten Konstanten sind in Tab. 4-2 beschriecben. Die
Wellenlédngenverschiebung des Emissionsmaximums (A,y) ist exemplarisch fir pWT im Insert von B

dargestellt.
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Als Quencher wurde das ungeladene Acrylamid und als Referenz fiir vdllig
16sungsmittelexponierte Tryptophanreste wurde NATA verwendet. Die Auswertung erfolgte
in der direkten Auftragung nach Stern-Volmer und einer nach Lehrer modifizierten
Auftragung (3.2.6.1.).

Insbesondere NATA zeigt ein nichtlineares Verhalten in der Stern-Volmer-Auftragung
(Abb. 4-5 A), was auf statisches Quenchen zuriickzufiihren ist (Eftink & Ghiron, 1976a).
Statisches und dynamisches Quenchen konnen durch Einfiihrung eines Exponentialterms
voneinander separiert werden (Eftink & Ghiron, 1976a) ([3-1] und Tab. 4-2). Nur das
dynamische Quenchen wurde zur Interpretation von strukturellen Effekten verwendet. Wie
Abb. 4-5 B zeigt, verhalten sich pWT und G8C/N60C &hnlich und werden verhéltnismaBig
wenig gequencht, wihrend freies NATA stark gequencht wird.

Bei beiden Enzymen wurde eine Blauverschiebung des Emissionsmaximums mit steigender
Quencher-Konzentration beobachtet. Exemplarisch ist sie im Insert von Abb. 4-5 B fiir pWT
gezeigt, wo sie am stirksten ausgeprégt ist. Diese Blauverschiebung ldsst sich damit erkéren,
dass zuerst die Anteile der 16sungsmittelexponiertesten Reste gequencht werden und damit
der Rotanteil im Spektrum abnimmt, wodurch der kurzwelligere Anteil stiarker zum Tragen
kommt. Die hier gezeigten Experimente lassen sich damit auf die Region um Trp55

iibertragen, da es den Rotanteil im Spektrum liefert (4.1.2.).

Die Darstellung nach Lehrer gestattet eine Einteilung aller drei im Protein vorhandenen
Tryptophanreste in zwei Klassen: dem Quencher zugéngliche und verborgene (Eftink &
Ghiron, 1976a). Es muss allerdings beachtet werden, dass diese Auswertung nur Mittelwerte
der Gesamtheit aller Tryptophane liefert. Generell ist es nicht mdglich, Aussagen iiber einen
einzelnen Tryptophanrest in einem Multi-Tryptophan-Protein zu machen (Eftink & Ghiron,
1981). Sind in einem Protein alle Tryptophanreste gleich zuginglich, so ergibt sich in der
Lehrer-Auftragung eine Gerade wie fiir NATA (Abb. 4-5 C). Die Kurven fiir pWT und
G8C/N60C (Abb. 4-5 D) sind leicht gekriimmt und zeigen damit das Auftreten verschieden
zuginglicher Tryptophanreste an. Der Achsenabschnitt auf der Ordinate gibt dabei den
reziproken Anteil der Tryptophanreste, welche dem Quencher zuerst zugénglich werden, an

(Lehrer & Leavis, 1978).

Erst bei hoheren Acrylamidkonzentrationen gelingt es, alle im Protein vorhandenen
Tryptophanreste zu quenchen (Achsenabschnitt 1,0). In Tabelle 4-2 sind die aus den

Auftragungen ermittelten Konstanten zusammengefasst.
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Tab. 4-2: Acrylamid-Quenchen. Die Stern-Volmer-Auftragung wurde ausgewertet nach FO/F =
(1+KSV-[Q])-eV'[Q] mit [Q] als Acrylamidkonzentration und Kgy und V als Stern-Volmer- und statische
Quenchkonstante. Die Lehrer-Auftragung wurde ausgewertet nach FO/(FO-F) = 1/(f-Keg[Q])+1/f mit

K als effektive Quenchkonstante und f als Tryptophananteil, der dem Quencher zugénglich ist. Die

relative Zugéinglichkeit wurde auf Kgy bzw. K. von NATA bezogen.

VM) | Ksy (M) | % NATA f Ker (M) | % NATA

(Stern-V.) | (Stern-V.) | (Stern-V.) (Lehrer) (Lehrer) (Lehrer)
NATA 1,799 21,05 100,0 1,03 17,82 100,0
pWT 0,098 3,06 14,5 0,63 6,92 38,8
G8C/N60C 0,188 2,28 10,8 0,38 9,97 55,9

Die ermittelten Quench-Konstanten fiir NATA (Tab. 4-2) sind innerhalb eines Fehlers von
10% identisch mit Literaturangaben (Eftink & Ghiron, 1976b; Garcia et al., 1998), was fiir die
Zuverldssigkeit der Methode spricht.

Aus den f-Werten der Auswertung nach Lehrer kann abgeleitet werden, dass bei niedrigen
Acrylamid-Konzentrationen bei pWT zuerst nur 63%, also zwei der drei Tryptophanreste
zuginglich sind (Tab. 4-2). Der dritte ist besonders schlecht zugénglich, wihrend bei
G8C/N60C zwei der Tryptophanreste verborgen sind (Tab. 4-2). Da die eingefiihrte
Disulfidbriicke sich in der Nihe von Trp55 befindet, ist anzunehmen, dass dieser
Tryptophanrest durch die Verbriickung stirker ins Proteininnere gedriickt wird und somit
schlechter zuginglich ist. Diese Erkldrung wird auch fiir andere disulfidverbriickte Proteine
vorgeschlagen. Beispielsweise schiitzt eine Disulfidbriicke auch Tryptophanreste von
Chymosin (Chen et al., 2000a) und Papain (Edwin & Jagannadham, 2000) vor Acrylamid-

Quenchen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Tryptophanreste von pWT und
G8C/N60C prinzipiell wenig exponiert sind und einen Beitrag zur Fluoreszenz-
Signalédnderung bei Entfaltung liefern konnen. Die Region um Trp55 wird kompakter durch

die eingefiihrte Disulfidbriicke in GEC/N60C.
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4.2. Temperatur-induzierte Inaktivierung, Entfaltung und
Autoproteolyse

4.2.1. Thermoinaktivierung

Alle bisher in der Literatur durchgefiihrten Untersuchungen an pWT und G8C/N60C basieren
auf Messungen der Thermoinaktivierung (Eijsink et al., 1992a; Mansfeld et al., 1997,
Veltman et al., 1998). Aus diesem Grunde wurden zunichst fiir verschiedene Temperaturen
(60-96°C) Inaktivierungskurven aufgenommen. Daraus konnen die in der Literatur hiufig
verwendeten Tso-Werte (2.4.4. und Abb. 4-6) sowie die Aktivierungsenthalpie und —entropie

der Inaktivierung (AH” und AS”) bestimmt werden.

10000 0.5 Abb. 4-6: Ermittlung des Ts,-

E 04 Wertes von W55F.
8000 § 03 - Die Messungen wurden in
g Standardpuffer (3.1.5.) und bei
_ 6000 ?,02 | einer Proteinkonzentration von
_‘_2’ < 01+ 5pug/ml  durchgefiihrt.  Bei
ﬁ 4000 0.0 : Y : : verschiedenen Temperaturen

0 2000 4000 6000 8000 . L.
Zeit (5) wurden Inaktivierungskinetiken
(3.2.7.1.) durch Bestimmung der
2000 7 Restaktivitit gegen Casein
(3.2.4.1.) aufgenommen (Insert:
0 . . . :

Beispiel fiir 64°C) und daraus fiir
55 60 65 70 75 80 85
jede  Temperatur die  Zeit

Temperatur (°C)

bestimmt, nach der die
Inaktivierung 50% betrug. Die Auftragung dieser Zeiten gegen die Temperatur wurde exponentiell

angepasst und der Wert fiir 30 min zu 67,8°C bestimmt.

Fiir die Enzymvariante W55F wurde ein Tso-Wert von 67,8°C ermittelt (Abb. 4-6). Die Tso-
Werte fiir pWT und G8C/N60C betragen 75,4°C und 92,1°C (Mansfeld et al., 1997). Im
Gegensatz zu pWT und G8C/N60C waren die Inaktivierungskinetiken aber biphasig (Abb. 4-
6, Insert), obwohl Thermoinaktivierungen l6slicher Enzyme meist einer Reaktion 1. Ordnung
folgen (Ahern & Klibanov, 1988). Die Kinetik konnte auch nicht mit einer Reaktion 2.

Ordnung beschrieben werden, sondern nur durch eine Linearkombination aus zwei
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Reaktionen 1. Ordnung (Abb. 4-6, Insert). Wie Abb. 4-7 zeigt, ergibt die Auswertung der
langsamen Phase in der Darstellung nach Eyring (2.1.3.) einen vergleichbaren Anstieg wie
pWT und G8C/N60C, jedoch ist die Kurve zu niedrigeren Temperaturen verschoben. Aus der
Biphasigkeit erklart sich, dass der Tsp-Wert in der Eyring-Auftragung zwischen beiden
Phasen liegt und zu der langsamen Phase hin verschoben ist, da sie den grof3eren Anteil an der

Gesamtamplitude stellt.

10 Abb. 4-7: Eyring-Auftragung der
-1 1 Thermoinaktivierung  von  pWT,

12 4 @ G8C/N60C und W5S5F.
a3 Die Inaktivierungskinetiken (3.2.7.1.)
g o wurden in Standardpuffer (3.1.5.) und bei
Q 149 ° einer Proteinkonzentration von 5 pg/ml
= -15 durchgefithrt. Wéhrend pWT und
16 - G8C/N60C einphasig-exponentiell
inaktiviert werden, fallt die Aktivitit von
7 WS55F biphasig. Die Tso-Werte (fiir pWT
-18 - - - - und G8C/N60C nach Mansfeld et al.
0,0026 0,0027 0,0028 0,0029 0,0030 0,0031 (1997)) sind zum Vergleich mit
T (K7) dargestellt. Per Definition ergibt sich
PWT @ GSC/NGOC k(Ts0) = 3,851 - 10* 5. Die Daten fiir
WSSF:  schnelle Phase die Inaktivierung von G8C/N60C und
W55F: langsame Phase teilweise von pWT wurden
O Tg-Werte freundlicherweise von Frau Dr. Mansfeld

(Martin-Luther-Universitdt, Halle) zur

Verfligung gestellt.

Die im Vergleich zu pWT geringere Thermostabilitit von W55F ist nicht iiberraschend, da die
Mutation in der sensitiven Region des Molekiils liegt (2.4.4.). Allerdings ist die
Enzymvariante aus diesem Grund nicht fiir die urspriinglich geplanten Experimente geeignet,
die auf eine separate Beobachtung der Regionen um die Reste 115 und 186 (ohne den starken
Einfluss von Trp55) abzielte.

Die aus den Inaktivierungskonstanten k ermittelten Aktivierungsparameter AH" und AS” sind
fiir alle Enzyme in Tab. 4-3 mit denen der Entfaltungs- und Autopoteolysekinetik

zusammengefasst und werden dort diskutiert.
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4.2.2. Temperaturabhangige Entfaltung und Autoproteolyse

Inaktivierungsmessungen zeigen den irreversiblen Schritt der Entfaltung an. Da bei Proteasen
hauptsdchlich mit der Autoproteolyse als dem irreversiblen Schritt zu rechnen ist, wurde
zunéchst die Autoproteolyse von pWT und G8C/N60C unter
Thermoinaktivierungsbedingungen verglichen. Fiir verschiedene Temperaturen (63-94°C)
wurde die Autoproteolysekinetik durch quantitative Auswertung der SDS-Gele verfolgt und
die Geschwindigkeitskonstanten entsprechend 3.2.7.1. ermittelt. Die Analyse dieser Daten
nach Eyring (Abb. 4-8) zeigt, dass die thermische Inaktivierung mit der Autoproteolyse der
Proteasen unter diesen Bedingungen zusammenfillt. Damit ist fiir die Inaktivierung
ausschlieBlich die Autoproteolyse geschwindigkeitsbestimmend, obwohl eine irreversible
Thermoinaktivierung auch durch eine Vielzahl anderer Prozesse hervorrufen werden konnte
(Zale & Klibanov, 1984; Ahern & Klibanov, 1985). Das deckt sich mit dem Befund, dass eine
bei thermischer Entfaltung hdufig auftretende Aggregation (Ahern & Klibanov, 1988) mittels
Streulichtmessung (3.2.6.1.) nicht beobachtet wurde (nicht gezeigt). Die bisherige
Auffassung, dass beim Thermolysin (Dahlquist ef al., 1976; Kidokoro et al., 1995) bzw. bei
NPste (Eijsink ef al., 1991b; Eijsink et al., 1992b) die irreversible thermische Inaktivierung
das Ergebnis der Autoproteolyse ist, wurde bisher nicht quantitativ durch

Autoproteolysemessungen nachgewiesen. Die hier gezeigten Resultate liefern den Bewesis.

8 Abb. 4-8: Eyring-Auftragung der
-10 | thermischen Inaktivierung,
Autoproteolyse und Entfaltung von pWT

12 und G8C/N60C.
t% 14 | Die Messungen der Entfaltungskinetik iiber
_:2 die Fluoreszenzemission bei 334 nm nach
-16 1 Anregung bei  295nm  und  der
18 | Autoproteolysekinetik  wurden, wie in
3.2.7.1. Dbeschrieben, in Standardpuffer
-20 ‘ ‘ ‘ ‘ (3.1.5.) bei einer Proteinkonzentration von

0,0026 0,0027 0,0028 0,0029 0,0030 0,0031
y 5 pg/ml durchgefiihrt. Zum Vergleich sind
LU die Inaktivierungsdaten aus Abb. 4-7
O pWT Inaktivierung O  GB8C/N60C Inaktivierung iibernommen.

® pWT Autoproteolyse ® GB8C/N60C Autoproteolyse
O pWT Entfaltung O GB8C/N60C Entfaltung
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Entfaltungsmessungen mittels Fluoreszenzspektroskopie, die unter denselben Bedingungen
wie fiir die Inaktivierungs- und Autoproteolysemessungen durchgefiihrt wurden, zeigten eine
deutlich schnellere Entfaltung der Struktur (Abb. 4-8). Dieser Befund {iberrascht, da bisher
die Entfaltung als geschwindigkeitsbestimmender Schritt fiir die Inaktivierung angesehen
wurde (Eijsink et al., 1991b; Vriend & Eijsink, 1993). Jedoch fehlten bisher separate
Messungen der Entfaltungsgeschwindigkeit und der Proteolysegeschwindigkeit.

Ein wichtiges Indiz dafiir, dass die Entfaltung der limitierende Schritt fiir die Inaktivierung
und Autoproteolyse ist, wire die Unabhdngigkeit der Geschwindigkeitskonstanten fiir die
beiden letzteren Prozesse von der Proteinkonzentration. Die Autoproteolysekinetiken wurden
daher fiir Enzymkonzentrationen von 5-600 pg/ml gemessen und nach einer Reaktion 2.
Ordnung angepasst. Aber auch die Anwendung einer Reaktion 1.0rdnung lieferte eine gute
Anpassung der Progresskurven und sehr dhnliche Geschwindigkeitskonstanten

(Abweichungen <30%).

Abb. 4-9:  Abhiingigkeit der

10° 4 § g E Geschwindigkeitskonstanten der
% Autoproteolyse von G8C/N60C von

der Proteinkonzentration.
— % Bei 86,2°C wurde fiir G8C/N60C in
L 0,0008 den entsprechenden Konzentrationen in
xé 1071 _ Standardpuffer (3.1.5) die
:D; 0,0004 Geschwindigkeitskonstante der Auto-
proteolysekinetik, wie in 3.2.7.1.
% 0,00000’O o5 o 1s beschrieben, bestimmt. Die
105 | Proteink:)nzentration (M) Auswertung erfolgte sowohl nach einer
1 10 100 1000 Reaktion Pseudo-1. Ordnung (k;) als
Proteinkonzentration (pg/ml) auch 2. Ordnung (k,). Im Insert ist die

lineare Abhingigkeit (kops=FEo - kp)
® Ky =k O Ky =Eg ky

der nach [3-6] bestimmten

Geschwindigkeitskonstanten von der Enzymkonzentration im Bereich von 5 bis 50 pg/ml dargestellt.

Entgegen der bisherigen Auffassung (Vriend & Eijsink, 1993; Vriend et al., 1998), wurde
eine  Anderung der Autoproteolysegeschwindigkeitskonstanten bei Variation der
Proteasekonzentration gefunden (Abb. 4-9). Im Bereich von 5 bis 50 ug/ml ist die nach [3-6]
ermittelte Geschwindigkeitskonstante kons proportional zur Enzymkonzentration (Abb. 4-9,

Insert), wie es fiir eine Reaktion 2. Ordnung erwartet wurde. Bei hohen
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Enzymkonzentrationen (>100 pg/ml) lduft die Autoproteolysegeschwindigkeitskonstante
gegen einen Grenzwert, der dann mit der Entfaltungsgeschwindigkeitskonstanten des Proteins
(ermittelt mittels Fluoreszenzmessung) zusammenfillt. Letztere ist unabhingig von der
Enzymkonzentration. Die Ergebnisse sprechen flir die Annahme eines schnellen
Entfaltungsgleichgewichts vor der Proteolyse (Wells & Powers, 1986). Bei niedrigen
Proteasekonzentrationen stellt es sich schneller ein, als die Autoproteolyse nachfolgen kann.
Bei Erhohung der Proteasekonzentration wird auch die Protease-Aktivitit im Ansatz erhoht,
bis nicht mehr die Proteolysereaktion der geschwindigkeitslimitierende Schritt ist, sondern die
Entfaltung. Eine weitere Erhohung der Proteasekonzentration hat dann keinen Einfluss mehr
auf die Autoproteolysegeschwindigkeit.

Die Existenz und Lage eines schnellen reversiblen Gleichgewichts vor dem irreversiblen
Schritt hat einen starken Einfluss auf die Geschwindigkeitskonstante der Inaktivierung.
Werden beispielsweise die Stabilititen zweier Enzyme iiber Inaktivierungsmessungen
bestimmt, so ergeben sich verschiedene Stabilisierungsfaktoren, je nachdem, ob am Beginn

oder am Ende des Entfaltungsiibergangs gemessen wird (Zale & Klibanov, 1983).

Tabelle 4-3: Aktivierungsparameter fiir die Inaktivierung, Autoproteolyse und Entfaltung von
pWT, G8C/N60C und W5SF.

Die Messungen erfolgten bei einer Proteinkonzentration von 5 pg/ml. Die Aktivierungsenergie Ea
wurde aus der Arrhenius-Auftragung (In(kys) vs. 1/T) und AH” und AS* aus der Eyring-Auftragung
(In(keps/T) vs. 1/T) bestimmt. Die Standardabweichung betrug weniger als 5%. AG"y wurde nach [2-9]

berechnet.
Enzymvariante Prozess Ea A AS” AG1(75°C)

(kJ/mol) (kJ/mol) (J/mol) (kJ/mol)

Inaktivierung 201,40 198,56 258,08 108,71

pWT Autoproteolyse 197,08 194,21 243,51 109,43
Entfaltung 239,89 236,49 373,49 106,46

Inaktivierung 324,19 321,14 565,97 124,10

G8C/N60C Autoproteolyse 339,67 336,71 609,09 124,66
Entfaltung 204,20 202,79 254,73 114,10

WS55F, langsame Phase | Inaktivierung 192,54 189,70 241,03 105,78

WS55F, schnelle Phase | Inaktivierung 130,46 127,62 80,55 99,58
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Aus den Eyring-Auftragungen (Abb. 4-8) wurden die Aktivierungsparameter AH” und AS”
ermittelt und in Tabelle 4-3 zusammengefasst. Sie bewegen sich im fiir Proteine iiblichen
Bereich (D'Amico et al., 2003). Mit AH” und AS” kann AG"y nach [2-9] errechnet werden. Als
Bezugstemperatur innerhalb des Messbereichs wurde 75°C gewdhlt, also eine Temperatur
nahe am Tsp-Wert von pWT. Wird die freie Aktivierungsenthalpie bei 92°C — nahe dem Ts-
Wert von GEC/N60C — berechnet, ergeben sich die gleichen Aussagen (nicht gezeigt).

Aus den Daten kann abgeleitet werden, dass der stabilisierende Einfluss der Disulfidbriicke
bei 75°C auf die Temperatur-induzierte Entfaltungsreaktion von 7,6 kJ/mol sich aus einer
entropischen Stabilisierung ergibt, die eine enthalpische Destabilisierung iiberkompensiert.
Demgegeniiber wird die Autoproteolysereaktion um 15,2 kJ/mol stabilisiert, wobei hier der
enthalpische Beitrag die entropische Destabilisierung iiberkompensiert. Dieser Zahlenwert ist
allerdings von der eingesetzten Enzymkonzentration abhidngig, aber immer > 7,6 kJ/mol, der

freien Stabilisierungsenthalpie der Entfaltungsreaktion.

Eindeutige Aussagen erlaubt die Betrachtung der Entfaltungsreaktion. Da bei einer
Enzymkonzentration von 5 pg/ml die Autoproteolyse langsamer als die Entfaltung ist, gehen
in die beobachtete Geschwindigkeitskonstante (ko,s) die Teilkonstanten der Entfaltung (ky),
der Riickfaltung und der Autoproteolyse ein (siche auch Abb. 2-2). Erfolgen die Messungen
nach dem Ubergangsbereich der Entfaltung, so ist kops identisch mit ky (Zale & Klibanov,
1983). Die genaue Lage des Ubergangsbereichs von pWT und G8C/N60C ist nicht bekannt.
Es ist aber anzunehmen, dass hier nach dem Ubergangsbereich gemessen wurde, denn Koy, fiir
die Entfaltung war unabhingig von der Proteasekonzentration. Diese Schlussfolgerung ist
berechtigt, da nach dem Ubergangsbereich die Riickfaltung zu vernachlissigen ist. Somit
kann die stattfindende Autoproteolyse das Entfaltungs-/Riickfaltungsgleichgewicht nicht
verschieben.

Die stark erhohte Stabilitdit von G8C/N60C gegeniiber Entfaltung zeigt, dass die
Disulfidbriicke wahrscheinlich eine friih entfaltende Region stabilisiert (Wedemeyer et al.,
2000). Eine weiterfiihrende Analyse des Stabilisierungseffektes scheitert, denn sowohl das
Entropie- als auch das Enthalpiemodell (2.2.2.) zur Erkldrung des Stabilisierungseffektes von
Disulfidbriicken versagen, weil sie nur thermodynamische und keine kinetischen Aussagen

machen.

Die Analyse der Autoproteolyse- bzw. Inaktivierungsreaktion ldsst keine eindeutigen

Aussagen zu, weil die Autoproteolyse eine nachgeschaltete Reaktion zum schnelleren
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Entfaltungsgleichgewicht darstellt und somit von dessen Lage abhédngt. Da die Einfithrung der
Disulfidbriicke aber die Entfaltung entropisch hemmt, wére auch eine entropische Hemmung
der nachfolgenden Autoproteolyse zu erwarten gewesen. Die experimentellen Daten (Tab. 4-
3) zeigen jedoch, dass die Autoproteolyse durch die Disulfidbriicke enthalpisch gehemmt
wird, obwohl pWT und G8C/N60C keine Unterschiede in ihrer proteolytischen Aktivitdt
zeigen (Mansfeld et al, 1997). Moglicherweise stellt also die disulfidverbriickte
Enzymvariante ein schlechteres Substrat dar, da die Loop-Flexibilitit, als Voraussetzung fiir
einen proteolytischen Schnitt (Fontana et al., 1986), eingeschriankt wurde. Es ist allerdings
verwunderlich, dass Anderungen in einer einzigen Region des Enzymmolekiils das
Autoproteolyseverhalten drastisch beeinflussen, wenn nach [2-13] davon ausgegangen wird,
dass nur der entfaltete Zustand das Substrat fiir die Autoproteolyse darstellt. Da die Proteasen
recht unspezifisch (Heinrikson, 1977) sind und keine Fragmentakkumulation gefunden wurde,
sollten sehr viele Schnittstellen im Molekiil existieren und die Uberbriickung einer
Schnittstelle keine grolen Effekte auf die Autoproteolysekinetik zeigen. Der Widerspruch
kann dadurch gelost werden, dass die Autoproteolyse als Folge von lokalen
Entfaltungsprozessen (Vriend & Eijsink, 1993) angesehen wird. Diese Annahme ist konsistent
mit der Beobachtung, dass die Fluoreszenzspektroskopie speziell die lokale Umgebung um
Trp55 zeigt (4.1.2.). Trotzdem kann mittels Fluoreszenzspektroskopie prinzipiell nicht

zwischen lokaler und globaler Entfaltung unterschieden werden.

Obwohl die hier gezeigten Untersuchungen keine direkte Differenzierung zwischen lokalen
und globalen Entfaltungsprozessen zulassen, wird in Anlehnung an Eijsink ef al. (1991b und
1992b) vorgeschlagen, dass durch die Disulfidbriicke in G8C/N60C bei hohen Temperaturen
eine frith entfaltende Region stabilisiert wird, deren lokale Entfaltung zur nachfolgenden
Autoproteolyse flihrt. Demzufolge sollte die Entfaltungsreaktion iiber ein Intermediat

verlaufen, das einen lokal entfalteten Zustand darstellt.
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4.3. GdnHCI-induzierte Inaktivierung, Entfaltung und
Autoproteolyse

Unter den Bedingungen der thermischen Entfaltung ist der entfaltete Zustand aufgrund der
Autoproteolyse nicht zugédnglich (4.2.). Um den Einfluss der Disulfidbriicke auf den
denaturierten Zustand der Protease ohne die Stérung von Autoproteolyse zu ermitteln, wurde
die Entfaltung auch mit anderen Denaturanzien untersucht, und es wurden gegebenenfalls
Inhibitoren zugesetzt. Neben GdnHCI wurden zur Entfaltung auch Harnstoff,
Guanidinthiocyanat und Isopropanol verwendet, die sich aber als weniger giinstig erwiesen
haben. Da das Auftreten von Autoproteolyse u.a. von der Aktivitidt der Protease abhdngt,
wurde zunédchst das Aktivititsverhalten der Enzyme in Gegenwart von GdnHCI untersucht.
Im Folgenden wurden Kurven aufgenommen, in denen der Grad der Autoproteolyse bzw.
Entfaltung nach festen Zeiten in Abhéngigkeit von der GdnHCIl-Konzentration gemessen
wurde. Anschlieend wurden dazu kinetische Messungen durchgefiihrt.

In Ergdnzung zu den Entfaltungsmessungen mittels Fluoreszenzspektroskopie, welche die
Umgebung der Tryptophanreste im Protein detektiert, wurde der Einfluss von GdnHCI auf die
Fluoreszenzeigenschaften von Tryptophan an der Modellverbindung NATA bestimmt. Uber
den gesamten GdnHCI-Bereich von 0-8 M zeigte NATA eine lineare Zunahme der
Fluoreszenz um etwa 40% (nicht gezeigt), was fiir die Fluoreszenzmessungen in diesem
Kapitel zur Abschidtzung von Basislinieneffekten verwendet wurde. Der Quotient RF334/RF3s4
von NATA zeigte keine Abhédngigkeit von GdnHCI, so dass hier keine Korrektur erforderlich
war.

Die Ergebnisse werden fiir pWT dargestellt. GEBC/N60C und WS55F zeigten ein analoges

Verhalten, falls nicht ausdriicklich iiber Abweichungen berichtet wird.

4.3.1. Vergleich des Aktivitatsverhaltens von pWT in GdnHCI mit dem bei
erhohter Temperatur und in Isopropanol

Ein wichtiger Faktor fiir die Autoproteolyse ist die spezifische Aktivitit der Enzyme. Sie
steigt mit der Temperatur an und wird durch Isopropanol oder GdnHCI gehemmt, wie dies in
Abb. 4-10 A fiir pWT gezeigt ist. Die anderen Enzyme zeigten das gleiche Verhalten. Alle

Inaktivierungen in dem hier untersuchten Konzentrationsbereich waren vollstdndig reversibel.
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Die Inhibitorkonzentration, die eine 50%-ige Hemmung der Aktivitdt bewirkt (ICso-Wert),
wurde fiir Isopropanol am Beispiel von pWT mit FAGLA als Substrat zu 2,35 £ 0,21% (v/v)
bestimmt und korreliert gut mit den von Eijsink ef al. (1991a) fiir pWT gefundenen Werten.
Ein Zusatz von 20% (v/v) Isopropanol wird auch wihrend der Enzympriparation (3.2.3.)
verwendet und erzeugt keine strukturellen Anderungen, die mittels CD- und
Fluoreszenzspektroskopie detektierbar sind (nicht gezeigt). Die Restaktivitit in 20% (v/v)
Isopropanol betrdgt nur noch 0,3%. Die Messung erfolgte unterhalb des K.-Wertes von
30 mM (Feder, 1968), weshalb hier der Einfluss auf k¢,/K;, bestimmt wurde.

Temperatur (°C)
30 40 50 60
5 1 1 1 1 120
A © 05mM °B
1004 [@ 1,0 mM e
44 ® 12mM
- . 804 |e 20mM *
T < °
S 3 £ °
=
2 E
= 2 -
(U o
© 2
1 4 (h.“
0 T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 2 A 0 1 2 3 4 5
[GdnHCI] (M) [GdnHCI] (M)

Abb. 4-10: Einfluss von Temperatur, GAnHCI und Isopropanol auf die Aktivitit von pWT.

A) Zur Messung der Temperaturabhéngigkeit der Aktivitét (vo) wurden die Proben 1 min bei der
entsprechenden Temperatur vorinkubiert und in vortemperiertem Standardpuffer (3.1.5.) mit 2,5 mM
FAGLA (3.2.4.2.) vermessen. Fiir die Bestimmung des Einflusses von GdnHCI und Isopropanol auf
die Aktivitdt wurden die Proben in den entsprechenden GdnHCI- bzw. Isopropanol-Konzentrationen
5 min vorinkubiert und in Gegenwart von GdnHCI bzw. Isopropanol in Standardpuffer (3.1.5.) bei
25°C vermessen. Die Anfangsgeschwindigkeiten wurden auf die entsprechenden Werte bei 25°C bzw.
ohne GdnHCI- bzw. Isopropanol-Zusatz bezogen. B) Dixon-Analyse fiir die Hemmung von pWT
durch GdnHCI. Die Substratkonzentration wurde im Bereich von 0,5 bis 8 mM variiert. Die

Proteinkonzentration betrug in allen Messungen 50 pg/ml.
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Die inhibierende Wirkung von Alkoholen auf die Thermolysin-Aktivitét ist bekannt (Alam e?
al., 1997b) und wird mit einer Anderung der Dielektrizititskonstanten (Alam et al., 1997a)
bzw. einer direkten Bindung des Alkohols an das Enzym erklirt (Inouye et al., 1997).
Tatsdchlich wurden in Diffusionsexperimenten an Thermolysinkristallen Bindungsstellen fiir
Isopropanol im aktiven Zentrum gefunden (English et al., 1999).

Da Isopropanol weder UV-aktiv ist, noch die NaDOC-Féllung zum Autoproteolysenachweis
stort, stellt es einen idealen Inhibitor fiir spitere Stabilitétsuntersuchungen der Enzyme dar.
Neben Isopropanol wurden als Inhibitoren auch oPA, Tetraethylenpentamin und
Phosphoramidon in Konzentrationen von 0,1-10 mM verwendet. Jedoch sind oPA und
Phosphoramidon UV-aktiv und stéren damit spektroskopische Untersuchungen, wahrend
Tetraethylenpentamin bei der Detektion der Autoproteolyse durch Beeintrdchtigung der
NaDOC-Fillung stort.

Da GdnHCI fiir die Stabilitdtsuntersuchungen eingesetzt werden sollte, war es von Interesse
zu wissen, worauf seine inaktivierende Wirkung zuriickzufiihren ist. Denkbar sind eine
Inhibierung der Aktivitit oder (lokale) Strukturinderungen des Enzyms. Nach der Lage des
Schnittpunktes im Dixon-Diagramm (Abb. 4-10 B) wire ein nicht kompetitiver Mechanismus
denkbar, aber auch ein kompetitiver Mechanismus ist nicht auszuschlieBen. Aufgrund der
schlechten Loslichkeit des Substrats konnte nur bei Substratkonzentrationen unterhalb des
Kn-Wertes von ca. 30 mM (Feder, 1968) gemessen werden, weshalb wie ebenfalls fiir
Thermolysin (Kam et al., 1979), nicht zwischen diesen beiden Mechanismen unterschieden
werden kann. Die unrealistisch hohe Inhibierungskonstante von ca. 1 M lésst allerdings eher
auf unspezifische Wechselwirkungen und weniger auf eine spezifische Inhibierung (mit der
Besetzung einer bestimmten Bindungsstelle) schlieBBen.

Eine Inaktivierung durch niedrige GdnHCl-Konzentrationen wird auch fiir RNase A (Miller &
Bolen, 1978), D-Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (Xie & Tsou, 1987), Papain
(Xiao et al., 1993), Kreatin-Kinase (Zhou et al., 1993), Fumarase (Kelly & Price, 1991),
Tryptophan-Synthase (Fan ef al.,, 1999) und Aminoacylase (Wang ef al., 1995) berichtet.
Meist wurden keine eindeutigen strukturellen Effekte gefunden. Die aktivitdtshemmende
Wirkung von GdnHCI, bevor es zu einer globalen Entfaltung kommt, scheint demnach ein
allgemeines Phidnomen zu sein. Obwohl der Effekt von GdnHCI auf Proteine noch nicht
vollstindig verstanden ist (Vanzi et al., 1998), kann eine unspezifische Bindung von GdnHCl
am Protein als sehr wahrscheinlich angesehen werden (Poland, 2002). Durch

Diffussionsexperimente mit GdnHCl an RNase A-Kristallen wurden vier feste und iiber 40
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lockere Bindungsstellen gefunden (Dunbar et al., 1997), die nicht im aktiven Zentrum sind.
Tatsdchlich wurden auch Mobilitdtsunterschiede in den Bindungsregionen anhand des
Temperaturfaktors bei der Rontgenkristallanalyse beobachtet (Dunbar et al., 1997). Aufgrund
einer verringerten proteolytischen Angreifbarkeit von RNase A schlagen Arnold & Ulbrich-
Hofmann (2000) eine Versteifung der Proteinstruktur vor. Um diese Moglichkeit im
vorliegenden Fall zu iiberpriifen, wurden Entfaltung und Autoproteolyse, ebenfalls wie fiir die
Inaktivierungsmessungen nach 5-miniitiger Vorinkubation, in GdnHCI untersucht (Abb. 4-

11).
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Abb. 4-11: Entfaltung und Autoproteolyse von pWT nach 5-miniitiger Inkubation in GdnHCI.
Enzymproben mit einer pWT-Konzentration von 50 pg/ml wurden 5 min in Standardpuffer (3.1.5.)
mit verschiedenen GdnHCI-Konzentrationen vorinkubiert. AnschlieBend wurden von den Proben
Fluoreszenzemissionsspektren bei 278 nm-Anregung (3.2.6.1.) aufgenommen oder sie wurden fiir die
Analyse in der SDS- Gelelektrophorese (3.2.5.3.) mit NaDOC gefillt (3.2.5.2.). A)
Fluoreszenzemissionsspektren von pWT in 0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 und 7,0 M GdnHCI
(Reihenfolge mit sinkender Intensitét). B) SDS-Gelelektrophorese von pWT in 0,0 bis 7,0 M GdnHCl
(v.l.n.r. in Schritten von 0,5 M).

Wie die Fluoreszenzspektren zeigen, dndert sich die Tertidrstruktur der Enzyme bereits nach
S-miniitiger Inkubation in GdnHCl (Abb. 4-11 A). Die Abnahme der Fluoreszenz mit
steigender GdnHCI-Konzentration kann nicht mit einem Basislinieneffekt erklart werden, da
die Tryptophanemission in GdnHCI sogar ansteigt. Wie die Inaktivierung durch GdnHCl

waren auch diese Effekte reversibel. Da keine Abnahme der Bande des intakten Proteins in
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der SDS-Gelelektrophorese beobachtet werden konnte (Abb. 4-11 B), wurden die
strukturellen Anderungen nicht von Autoproteolyse begleitet, wie bei Entfaltung so
unspezifischer Proteasen wie NPste zu erwarten wire. Eine Hemmung der Aktivitdt kann
dafiir nicht in Betracht gezogen werden, da nach ldngeren Inkubationszeiten bei noch héheren
GdnHCI-Konzentrationen das Auftreten von Autoproteolyse beobachtet wurde (4.3.2.). Auch
zeigten Streulichtmessungen (3.2.6.1.) keine Anzeichen fiir Aggregation, die auch zu einer
Abnahme der Fluoreszenzintensitit fiihrt.

In Anlehnung an Arnold & Ulbrich-Hofmann (2000) wird deshalb vorgeschlagen, dass
GdnHCI bei Konzentrationen bis mindestens 4 M zu einer reversiblen Versteifung der
Proteinstruktur fiihrt. Nach Bhuyan (2002) wirken Harnstoff und GdnHCI bei geringen
Konzentrationen stabilisierend, da sie die Rigiditit erhéhen und damit die thermische
Fluktuation senken. Gestiitzt wird diese Annahme durch die Beobachtung, dass die Zugabe
von GdnHCI neben einer Intensititsabnahme auch eine leichte Blauverschiebung des
Tryptophanemissionsmaximums um 2 nm verursacht (Abb. 4-11 A), die dadurch erklart
werden kann, dass die Tryptophane in eine hydrophobere Umgebung - wahrscheinlich starker
ins Proteininnere - gedriickt werden. Erst bei GdnHCl-Konzentrationen > 6 M setzt die fiir
eine Entfaltung typische Aufspaltung in eine separate Tyrosin- und Tryptophanfluoreszenz
ein. Ahnliche zweistufige Entfaltungen, die im ersten Schritt einen Intensititsabfall und erst
im zweiten Schritt die typische Rotverschiebung zeigen, wurden u.a. auch fiir die GdnHCI-
induzierte Entfaltung von Papain (Xiao et al, 1993), Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (Xie & Tsou, 1987), Aminoacylase (Wang et al., 1995) und Thermolysin
(Khan et al., 1980) gefunden.

Eine Strukturverfestigung wird fir pWT und G8C/N60C gleichermallen beobachtet.
Offensichtlich ist sie demnach nicht fiir die erhohte Stabilitdt von G8C/N60C verantwortlich

und soll im Folgenden nicht weiter analysiert werden.

4.3.2. Charakterisierung der Autoproteolyse und Entfaltung bei
verschiedenen GdnHCI-Konzentrationen

Die Entfaltung der Enzymvarianten setzt erst bei hohen GdnHCI-Konzentrationen ein (4.3.1.),
und deutliche Stabilitdtsunterschiede treten erst bei ldngeren Inkubationszeiten (> 5 min) auf.
Zum Vergleich der Stabilitdit der Enzyme in GdnHCl wurde die Entfaltung und
Autoproteolyse nach 3-stiindiger Inkubation untersucht (Abb. 4-12).
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Die Messung der Entfaltung iiber die Anderung der Fluoreszenzintensitit ist iiberlagert vom
Intensitéitsabfall, der durch die Versteifung der Proteinstruktur hervorgerufen wird (4.3.1.).
Als sicheres Anzeichen fiir die Entfaltung kann aber die Aufspaltung in eine separate Tyrosin-
und Tryptophanfluoreszenz oder die Rotverschiebung des Tryptophanemissionsmaximums
verwendet werden (Abb. 4-11 A und Abb. 4-3 A, B). Letztere kann durch den Quotienten der
Fluoreszenzintensitdten bei 334 und 354 nm (RF334/RF3s4) beschrieben werden (Abb. 4-3).

Die Analyse der GdnHCl-induzierten Entfaltung der Enzyme zeigte deutliche
Stabilitatsunterschiede. Beziiglich pWT ist W55F merklich instabiler und G8C/N60C stabiler
(Abb. 4-12 A). Die Auswertung nach Anregung bei 295 nm ist dargestellt und fallt mit der

Auswertung nach Anregung bei 278 nm zusammen (nicht gezeigt).

1,0

HHO-+H
|

0,8

0,6 1 'd

0,4 4

Anteil an nativem Enzym

0,2

0,0 - B *+

Anteil an nicht abgebautem Enzym

[GdnHCI] (M) [GdnHCI] (M)

® pWT ® G8C/N60C W55F

Abb. 4-12: GdnHCl-induzierte Entfaltung und Autoproteolyse von pWT, G8C/N60C und WS55F.
Die Messungen wurden in Standardpuffer (3.1.5.) bei 25°C durchgefiihrt. Nach dreistlindiger
Inkubation in den entsprechenden GdnHCl-Konzentrationen wurden von den Proben
Fluoreszenzspektren mit 295 nm-Anregung (3.2.6.1.) aufgenommen oder sie wurden fiir die Analyse
in der SDS-Gelelektrophorese (3.2.5.3.) mit NaDOC (3.2.5.2.) gefillt. A) Aus den
Fluoreszenzspektren anhand des Quotienten RF;34/RF3s4 ermittelter Anteil an nativem Enzym. Die
Mittelpunkte der Entfaltungskurven liegen bei 4,10 M, 5,65 M und 2,05 M fiir pWT, G8C/N60C und
WS5SF (Proteinkonzentration 5 pg/ml). B) Abnahme der Bande des intakten Proteins im SDS-Gel
(Proteinkonzentration 100 pg/ml).
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Da GdnHCI die Proteinféllung stort, wurden die Autoproteolyseuntersuchungen zunichst
bei hoheren Proteinkonzentrationen (100pg/ml) durchgefiihrt, um die Proben geniigend stark
verdiinnen zu kdnnen.

Beziiglich der Autoproteolyse (Abb. 4-12 B) zeigen die Enzyme die gleichen Unterschiede
wie in der Entfaltung (Abb. 4-12 A). Der Ubergangsbereich der Entfaltung fillt weitgehend
mit der Autoproteolyse zusammen. Es zeigt sich aber in der Auftragung des nicht abgebauten
Enzyms gegen die GdnHCl-Konzentration ein V-formiges Profil (Abb. 4-12 B), das dadurch
entsteht, dass bei hohen GdnHCl-Konzentrationen die Autoproteolyse ,,eingefroren* wird und
bei sehr hohen GdnHCI-Konzentrationen keine Autoproteolyse mehr auftritt. Unter diesen
Bedingungen sollte der vollstindig entfaltete Zustand ohne Uberlagerung von Autoproteolyse
zuganglich sein, was bei der temperaturinduzierten Entfaltung (4.2.) nicht moglich ist.
Interessanterweise ist die Autoproteolyse an der linken Flanke des V-Profils nicht von der
Enzymkonzentration im Bereich von 5-100 ug/ml abhingig (nicht gezeigt); hier ist
offensichtlich die langsame Entfaltung limitierend. An der rechten Flanke bewirkt eine
Verringerung der Enzymkonzentration eine zunehmend unvollstindig verlaufende
Autoproteolyse (nicht gezeigt). Bei hohen GdnHCI-Konzentrationen entfaltet die Protease
schneller als die Autoproteolyse stattfinden kann, wodurch hier das aktive Enzym fehlt.
Darum sollte es insbesondere bei Verwendung geringer Proteinkonzentrationen moglich sein,
die Autoproteolyse bei hohen GdnHCI-Konzentrationen zu unterdriicken.

In Analogie zur Thermoinaktivierung von einigen Proteasen, die ein dhnliches V-Profil auch
in Abhédngigkeit von der Temperatur zeigen (2.3.), kann man in Abhéngigkeit von der
GdnHCI-Konzentration drei Bereiche festlegen: In 1. niedrigen und 2. hohen Konzentrationen
(> 8,0 M) erfolgt kein Abbau, wihrend 3. im dazwischen liegenden Bereich Autoproteolyse
stattfindet. Die auftretende Autoproteolyse gestaltet die Entfaltung irreversibel, und somit

konnen keine thermodynamisch auswertbaren Ubergangskurven erhalten werden.

Entfaltung von G8C/N60C mit gedffneter Disulfidbriicke
Der stabilisierende Effekt der Disulfidbriicke in G8C/N60C bei der GdnHCIl-induzierten

Entfaltung (Abb. 4-12 A) kann zum einen durch die eingefiihrten Cysteinreste und zum
anderen durch die Ausbildung der Disulfidverbriickung hervorgerufen werden. Um zwischen
beiden Moglichkeiten zu unterscheiden, wurde die Entfaltung von G8C/N60C mit
geschlossener und gedftneter Disulfidbriicke untersucht.

Die Offnung der Disulfidbriicke bewirkte eine so starke Destabilisierung, dass im Vergleich

zu Abb. 4-12 A eine Verkiirzung der Inkubationszeiten notig war, um beide Formen
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gleichzeitig vermessen zu konnen (Abb. 4-13). Wegen der starken Destabilisierung kann
ausgeschlossen werden, dass die Einfiihrung der Cysteinreste per se die grofle Stabilitét von
G8C/N60C verursacht. Auch die Enzymvarianten N60C und G8C sind in der
Thermoinaktivierung deutlich instabiler als pWT (Mansfeld et al., 1997).

Abb. 4-13: GdnHCl-induzierte Entfaltung von
G8C/N60C und carbamidomethylierter G8C/N60C.

Die Messungen wurden in Standardpuffer (3.1.5.) bei
25°C und einer Proteinkonzentration von 20 pg/ml
durchgefiihrt. Nach einer Vorinkubation von 5 min in

den entsprechenden GdnHCI-Konzentrationen wurden

Anteil an nativem Enzym

die Fluoreszenzspektren (3.2.6.1.) mit 278 nm-

Anregung aufgenommen und daraus anhand des

Quotienten RF;34/RF3s4 der Anteil an nativem Enzym
[GAnHCI] (M) ermittelt. Um die Disulfidbriicke zu o6ffnen, wurde
G8C/N60C, wie in 3.2.5.5. beschrieben, reduziert und
carbamidomethyliert (GEC/N60C (red)).

® GB8C/N6OC o GBC/N60C (red)

4.3.3. Autoproteolysekinetik in GdnHCI

Die in 4.3.2. diskutierten Entfaltungskurven und Autoproteolyseprofile beschreiben nur
»2Momentaufnahmen* einer irreversiblen Reaktion. Die korrekte Beschreibung kann nur durch
kinetische Untersuchungen erfolgen. Da die Autoproteolyse nach einer Reaktion 2. Ordnung
oder Pseudo-1. Ordnung verlaufen kann, wurden jeweils beide Anpassungen untersucht. Die
Kinetiken wurden bis zu einem 60-80%-igen Umsatz gemessen. Zum einen wurde unter
Bedingungen maximaler Autoproteolyse bei hohen Enzymkonzentrationen von 100 pg/ml
gemessen, zum anderen wurde versucht, die Autoproteolyse durch Zugabe von Inhibitoren

einzuschranken.

4.3.3.1. Autoproteolyse ohne Inhibitor

Fiir verschiedene GdnHCIl-Konzentrationen (0-8 M) wurde die Autoproteolysekinetik
verfolgt. Bei pWT und G8C/N60C wurde keine vollstindige Autoproteolyse mehr in 7,0 M
und hoheren GdnHCI-Konzentrationen erreicht (sieche auch Abb. 4-12 B). Je hoher die
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GdnHCI-Konzentration war, desto eher kam die Autoproteolyse zum Erliegen. In diesem
GdnHCIl-Bereich war die Autoproteolyse auch abhingig von der Enzymkonzentration (nicht
gezeigt), und zur korrekten Beschreibung wire eine Reaktion 2. Ordnung nétig.

Ab 5,0 M GdnHCI wurden fiir pWT Unterschiede in der Anpassung nach einer Reaktion
Pseudo-1. bzw. 2. Ordnung beobachtet (Abb. 4-14). Wihrend bei Auswertung nach einer
Reaktion Pseudo-1. Ordnung eine deutliche Nichtlinearitit in der Chevron-Auftragung
(logarithmierte Geschwindigkeitskonstante vs. Denaturanzkonzentration) auftrat, die von
einer zunehmend unvollstindigen Autoproteolyse bei hohen GdnHCI-Konzentrationen
begleitet wurde (Abb. 4-12 B), zeigte die Anpassung nach einer Reaktion 2. Ordnung eine
weitgehend lineare Abhéngigkeit. In 8,0 M GdnHCI erfolgte kein Abbau mehr. Bei GdnHCl-
Konzentrationen < 5,0 M lieferten sowohl die Anpassung nach einer Reaktion Pseudo-1. als
auch 2. Ordnung innerhalb eines Fehlers von 30% die gleichen Ergebnisse. Es wurde in

diesem Fall eine Anpassung Pseudo-1. Ordnung verwendet.

102 Abb. 4-14: Geschwindigkeits-
konstanten der Autoproteolyse von
10 - 82 100 pg/ml pWT und G8C/N60C in
GdnHCL.
10_4 7 . . . .
R Die Autoproteolysekinetiken wurden in
8 g Standardpuffer (3.1.5.) bei 25°C, wie
P in 3.2.7.1. beschrieben, durchgefiihrt.
10 Die Auswertung erfolgte nach einer
e DpWT, Kobs = Eo* Ky Reaktion Pseudo-1. Ordnung (k). Im
107 - [ ] G8C/N6OC, kobs = EO’ k2 . .
o PpWT, Koo = K, Bereich unvollstidndiger Auto-
o GBC/NBOC, ko, =k, proteolyse wurde ein Absolutglied bei
10_8 T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 der Anpassung zugelassen und
[GdnHCI] (M) zusidtzlich nach einer Reaktion 2.

Ordnung (k;) ausgewertet. Die nach

[3-5] bzw. [3-6] bestimmten Geschwindigkeitskonstanten ks = ki bzw. Eq - k; sind dargestellt.

Aus den Ergebnissen ldsst sich ableiten, dass sich fiir pWT mit steigender GdnHCI-
Konzentration die Reaktionsordnung &ndert. Bis ca. 50M GdnHCl kann die
Autoproteolysekinetik offensichtlich nach einer Pseudo-1. Ordnungsreaktion beschrieben
werden, weil die vorangehende langsame Entfaltung unter diesen Bedingungen
geschwindigkeitsbestimmend ist. Im Gegensatz dazu ist — wie bereits unter 4.3.2. diskutiert -

die vorhandene Aktivitit bei hoheren GdnHCI-Konzentrationen zunehmend weniger in der
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Lage, alles entfaltete Protein abzubauen, und nicht abgebautes Enzym wird akkumuliert
(vergleiche Abb. 4-12 B). Bei sehr hohen GdnHCI-Konzentrationen (8,0 M) ist die Entfaltung
und damit Inaktivierung der Proteasen so schnell, dass es zu keinem Abbau mehr kommt.

Fiir die Autoproteolyse von G8C/N60C ist offensichtlich bis 7,0 M GdnHCI die Entfaltung
limitierend und die Anpassung der Progresskurven nach einer Reaktion Pseudo-1. Ordnung

sollte bevorzugt werden.

4.3.3.2. Einfluss von Inhibitoren auf die Autoproteolyse

Um die strukturelle Entfaltung iiber einen ldngeren Zeitraum ohne Autoproteolyseeinfluss
messen zu konnen, wurde versucht, die Autoproteolyse durch Zugabe von Inhibitoren zu
unterbinden. Ein idealer Inhibitor sollte die NaDOC-Féllung zur Autoproteolysedetektion
nicht beeintréchtigen, nicht UV-aktiv sein, um die Fluoreszenzmessungen nicht zu storen und
er sollte die Stabilitidt der Enzyme nicht verdndern. Es soll vorerst nur auf die Inhibierung der
Autoproteolyse von pWT und erst spéter auf GEC/N60C eingegangen werden.

Eine Inhibierung durch Verschiebung des pH-Wertes um 2 bis 3 Einheiten ins Saure oder
Basische senkt die Aktivitdt etwa um den Faktor 5. Dies ist aber nicht zufriedenstellend. Bei
pH 2,0 fallen aulerdem die Enzyme aus (Sdurefdllung), was anhand der Zunahme des
Streulichts (3.2.6.1.) verfolgt werden konnte (nicht gezeigt). Auerdem haben extreme pH-
Werte ebenfalls eine Denaturierung zur Folge. Inhibitoren wie Phosphoramidon (Komiyama
et al., 1975), Tetraecthylenpentamin (Corbett et al., 1986) und EDTA (Sidler & Zuber, 1972)
sind UV-aktiv, storen die NaDOC-Fallung oder binden auch das stabilisierende Kalzium und
wirken so destabilisierend. Als Inhibitoren wurden weiterhin Isopropanol und oPA
(Holmquist & Vallee, 1974) — ein spezifischer Zink-Chelator — erprobt. Ihr Einfluss auf die
Autoproteolysereaktion von pWT in 5,0 M GdnHCl ist in Abb. 4-15 A gezeigt. Wiahrend oPA
die Proteolyse beschleunigt, hemmt Isopropanol den Abbau.

Es ist anzunehmen, dass die teilweise Entfernung von Zink durch oPA zu einer
Destabilisierung fiihrt. Eine zusétzliche Komplexierung von stabilisierenden Kalziumionen
durch oPA ist auszuschlieffen, da sie um sechs Groflenordnungen schlechter als Zinkionen
gebunden werden (Auld, 1995). Trotz der teilweisen Entfernung von katalytischem Zink ist
offensichtlich die Aktivitdt immer noch groB3 genug, um zu einem vollstindigen Abbau zu
fiihren. Dies wird auch fiir das strukturverwandte Thermolysin beschrieben (Dahlquist et al.,

1976).
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Abb. 4-15: Einfluss von Inhibitoren auf die Autoproteolysekinetik von pWT in GdnHCI.

Die Messungen wurden in Standardpuffer (3.1.5.) bei 25°C und einer Proteinkonzentration von
100 pg/ml, wie in 3.2.7.1. beschrieben, durchgefiihrt. A) Einfluss von 20% (v/v) Isopropanol und
1 mM oPA auf die Autoproteolysekinetik von pWT in 5 M GdnHCI. B) Chevron-Auftragung der
beobachteten Geschwindigkeitskonstanten bei Zusatz von 20% (v/v) Isopropanol. Zum Vergleich sind
die Werte ohne Isopropanolzusatz aus Abb. 4-14 iibernommen. Alle Progresskurven wurden nach

einer Reaktion Pseudo-1. Ordnung angepasst.

Isopropanol hat sich als giinstigster Inhibitor erwiesen und wurde deshalb bei
spektroskopischen Untersuchungen (4.3.4.3.) zur Hemmung der Autoproteolyse eingesetzt. In
Gegenwart von 20% (v/v) Isopropanol zeigen die Enzyme in den CD-Spektren keine
Verdnderungen in ihrer Sekundédr- und Tertidrstruktur (nicht gezeigt), so dass diese
Konzentration fiir die weiteren Untersuchungen eingesetzt wurde. Isopropanol kann aber auch
Strukturen wie a—Helices induzieren (Perez Won et al., 1988), stabilisierend (Barteri et al.,
1998) aber auch denaturierend (Khmelnitsky ef al., 1991; Uversky et al., 1997) wirken und
fordert in Konzentrationen > 50% (v/v) die Aggregation (nicht gezeigt).

Falls die Progresskurven komplett nach einer Reaktion Pseudo-1. Ordnung ausgewertet
werden (Abb. 4-15 A), fiihrt der Zusatz von 20% (v/v) Isopropanol zu einer Linearisierung in
der Chevron-Auftragung der Geschwindigkeitskonstanten (Abb. 4-15 B). Allerdings wurde in
Gegenwart von 20% (v/v) Isopropanol keine vollstindige Inhibierung, sondern nur eine

Reduzierung der Autoproteolysegeschwindigkeit von pWT um durchschnittlich den Faktor 3
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bis 5 beobachtet (Abb. 4-15 B), obwohl der k./K,-Wert gegen FAGLA in Gegenwart von
20% (v/v) Isopropanol 300-fach vermindert ist (4.3.1.). Unter den betrachteten Bedingungen
ist die Autoproteolyse ohne Isopropanolzusatz unabhingig von der Enzymkonzentration und
deshalb offensichtlich die Entfaltung limitierend, weil sie langsamer als die nachfolgende
Autoproteolyse ist. Auf dieser Grundlage konnen auch die Effekte des Isopropanolzusatzes
erklart werden. Die Katalysekonstante kg wird so stark vermindert, dass fiir die
Autoproteolyse die Entfaltung nicht mehr limitierend wird. Erst dann hat eine weitere
Reduzierung von ke auch tatsdchlich eine Reduzierung der beobachteten
Autoproteolysegeschwindigkeitskonstanten zur Folge. Gestiitzt wird diese Erklarung durch
das Auftreten von Fragmenten bei Autoproteolyse in Gegenwart von 20% (v/v) Isopropanol
(Abb. 4-16). Wihrend ohne Isopropanolzusatz keine Fragment-Akkumulation erfolgte, weil
entstandene Fragmente einem schnellen Folgeabbau unterlagen, bewirkte eine Hemmung der

Proteaseaktivitét einen verzogerten Fragmentabbau.

kD a 1234567 89101112 13 Abb. 4-16: Fragmentierungsmuster
von 100 pg/ml pWT bei
Autoproteolyse in 5,5M GdnHCI mit

—
43,0 Seee e einem Zusatz von 20% (V/V)
29,0 —»
Isopropanol.
20,1 —* Die Autoproteolysekinetik wurde in
144 —»

Standardpuffer (3.1.5.) bei 25°C, wie in
3.2.7.1. beschrieben, durchgefiihrt. Das
Gel wurde mit Coomassie gefarbt. In der
Bahn 1 ist der GroBenmarker und ab Bahn 2 sind die Enzymproben nach steigender Zeit (0, 10, 30, 60,
90, 120, 180, 240, 300, 360, 420 und 480 min, v.l.n.r.) aufgetragen.

Auf die Autoproteolysekinetik von G8C/N60C hat ein Zusatz von 20% (v/v) Isopropanol im
untersuchten Konzentrationsbereich von 4,0 bis 7,2M GdnHCI keinen Einfluss (nicht

gezeigt). Offensichtlich ist hier die Entfaltung des Enzyms weiterhin limitierend.
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4.3.4. Entfaltungkinetik in GdnHCI

In Ergidnzung zu den Autoproteolysekinetiken (4.3.3.) wurden die Entfaltungskinetiken
untersucht, um das Zusammenspiel von Entfaltung und Autoproteolyse zu verstehen. Auch
hier wurde die Enzymkonzentration zwischen 5 und 100 pg/ml variiert, aber kein deutlicher
Einfluss auf die Entfaltungskinetik gefunden (nicht gezeigt). Die Entfaltungskinetiken wurden
entsprechend einer Reaktion 1. Ordnung (3.2.7.1.) durch einen exponentiellen Abfall nach [3-
5] angepasst. Zuerst wurden die Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung bestimmt und

anschlieBend der Einfluss von Kalziumionen und Isopropanol untersucht.

4.3.4.1. Entfaltungskinetik

Zur Untersuchung der Entfaltungskinetik wurden fiir verschiedene GdnHCI-Konzentrationen
Progresskurven mittels Fluoreszenz- und CD-Spektroskopie im fernen UV-Bereich bei

diskreten Wellenldngen aufgenommen.
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Abb. 4-17: Progresskurven der Entfaltung von 20 pg/ml pWT in 5,25 M GdnHCI.

Die Messungen wurden in Standardpuffer (3.1.5.) bei 25°C durchgefiihrt. A) Bei -einer
Anregungswellenldnge von 295 nm wurden in Abhdngigkeit von der Inkubationszeit die Fluoreszenz-
Emissionsspektren aufgezeichnet (3.2.6.1.). Mit abnehmender Fluoreszenzintensitit sind sie nach 5,
34, 295, 971, 5000 und 23745s dargestellt. B) Aus den Fluoreszenzspektren wurden die
Fluoreszenzintensitat bei 334 nm (RF;34), der Quotient der Fluoreszenzintensititen bei 334 und
354 nm (RF334/RF354) und die Verschiebung der Wellenlinge des Emissionsmaximums (Ay,.x) ermittelt

und in Abhéngigkeit der Zeit aufgetragen.
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Exemplarisch wurden auch die Fluoreszenz-Spektren in Abhingigkeit von der Inkubationszeit
aufgenommen. Sie sind am Beispiel von pWT in Abb. 4-17 A dargestellt. In Abb. 4-17 B sind
die daraus abgeleiteten Entfaltungskinetiken gezeigt, wobei drei verschiedene Auswertungen
der Fluoreszenzsignale verglichen wurden.

Wie fiir die Entfaltungskurven in Abb. 4-12 A wurde auch in den nachfolgenden Messungen
der Quotient RF334/RF3s4 verwendet. Fiir pWT, G8C/N60C und WS55F wurden auf diese
Weise die 1. Ordnungskonstanten der Entfaltungskinetik ermittelt und in der Chevron-

Auftragung dargestellt (Abb. 4-18).
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Abb. 4-18: CD- und Fluoreszenz-Entfaltungskinetik von pWT, G8C/N60C und WS5F in
GdnHCI.

Die Messungen wurden in Standardpuffer (3.1.5.) bei 25°C, wie in 3.2.7.1. beschrieben, durchgefiihrt.
Die Sekundérstrukturentfaltung wurde iiber das CD-Signal bei 222 nm (3.2.6.2.) und die Entfaltung
der Tertidrstruktur iiber den Quotienten der Fluoreszenzintensititen bei 334 und 354 nm nach

Anregung bei 295 nm verfolgt. Die Progresskurven wurden nach einer Reaktion 1. Ordnung angepasst
(3.2.6.1.).

Die drei Enzymvarianten zeigen deutliche Unterschiede in ihrer Entfaltungskinetik (Abb. 4-
18). Sekundérstrukturdnderungen — gemessen liber das CD-Signal im fernen UV-Bereich —
und Tertidrstrukturdnderungen — gemessen iiber die Fluoreszenz — erfolgen simultan. Die
groBten Unterschiede zwischen G8C/N60C und pWT bestehen innerhalb des untersuchten
GdnHCIl-Konzentrationsbereichs um 5,0 M. Bei sehr hohen GdnHCI-Konzentrationen (ab
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8,0 M) verschwinden die Unterschiede. Es findet dann keine Autoproteolyse mehr statt (Abb.
4-12 B).

In der Chevron-Auftragung der Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung fiir G8C/N60C
zeigt sich eine lineare Abhidngigkeit, fiir pWT eine leichte Krimmung und fiir W55F eine
ausgesprochen extreme Nichtlinearitit. Dieses nichtlineare Verhalten (,,rollover) von pWT
und WS55F lie8 sich auch nicht durch die Verwendung der GdnHCI-Aktivitat (Parker et al.,
1995) anstelle der GdnHCl-Konzentration eliminieren. Es konnte aber gut nach einem
empirisch ~ gefundenen Polynom 2. Ordnung als Abwandlung des linearen
Extrapolationsmodells (Matouschek & Fersht, 1993; Matouschek et al., 1994) angepasst
werden:

In(k,,.) = In(k®) — m - [GdnHCI] + ¢ - [GdnHCI]* [4-1]
Dabei bezeichnen m und ¢ Vorfaktoren und k° die Geschwindigkeitskonstante unter
Standardbedingungen ohne GdnHCI. Die Nichtlinearititen in der Chevron-Auftragung von
W55F und pWT deuten moglicherweise auf das Auftreten eines Entfaltungsintermediats
(Bhuyan & Udgaonkar, 1999) oder Hammond-Verhalten des Ubergangszustandes (Otzen et
al., 1999) hin. In der zusammenfassenden Diskussion (4.3.6.) soll noch einmal nidher darauf

eingegangen werden.

4.3.4.2. Einfluss von CaCl; auf die Entfaltungskinetik

Die bisherigen Untersuchungen in Standardpuffer (3.1.5.) wurden bei einer
Kalziumkonzentration von 5 mM durchgefiihrt. Da die Thermoinaktivierung von NPste stark
kalziumabhdngig ist (Veltman et al, 1998), wurde auch bei der GdnHCIl-induzierten
Entfaltung eine Kalziumabhdngigkeit der Entfaltungskinetik vermutet und fiir den
Konzentrationsbereich 0-100 mM CacCl, iiberpriift. Sowohl fiir pWT als auch fiir GRC/N60C
wurde eine starke Abhdngigkeit der Entfaltungsgeschwindigkeit von der CaCl,-Konzentration
beobachtet.

Die Untersuchung der Kalziumabhingigkeit erfolgte nach zwei Prinzipien: 1) kops als Funktion
der GdnHCIl-Konzentration bei verschiedenen CaCl,-Konzentrationen und 1ii) kgps als
Funktion der CaCl,-Konzentration bei zwei verschiedenen GdnHCI-Konzentrationen. Die
Auswertung erfolgte nur im Bereich, in dem das Photobleaching vernachldssigt werden

konnte (kops > 2,5 - 107 57!, siehe 4.1.3.).



Ergebnisse und Diskussion 77

In der Chevron-Auftragung zeigte sich ein auffdlliger Einfluss der Kalziumionen-
Konzentration auf die Linearitit der resultierenden Kurven (Abb. 4-19). Die Abweichungen
von der Linearitdt waren um so grofer, je kleiner die CaCl,-Konzentration war. Bei 100 mM
CaCl, wurde keine Abweichung mehr gefunden, weder fiir pWT noch fiir G8C/N60C.
Nichtlineare Chevron-Auftragungen konnen auf ein Intermediat in der Entfaltung hinweisen
(Bhuyan & Udgaonkar, 1999). Offensichtlich tritt das vermutete Intermediat nur auf, wenn
Kalziumbindungsstellen nicht voll besetzt sind. Bei 100 mM CaCl, wird es kaum noch oder

gar nicht mehr durchlaufen.
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Abb. 4-19: GdnHCl-induzierte Entfaltung von pWT und G8C/N60C in Gegenwart von
verschiedenen Konzentrationen an CaCl,.

Die Messungen der Entfaltungskinetik wurden in Standardpuffer (3.1.5.) bei 25°C und einer
Proteinkonzentration von 5 pg/ml, wie in 3.2.7.1. beschrieben, durchgefiihrt. Die CaCl,-Konzentration
im Puffer wurde variiert (2, 5 und 100 mM). Die Fluoreszenzmessungen mit 295 nm-Anregung

wurden nach RF;34/RF;54 ausgewertet und nach einer Reaktion 1. Ordnung angepasst.

Um Unterschiede zwischen den Enzymvarianten hinsichtlich dieses Kalziumeffekts zu
untersuchen, wurde die Kalzium-Abhingigkeit von ko bei 5,0 M GdnHCI (ausgeprigte
Autoproteolyse, 4.3.2.) und 7,25 M GdnHCI (kaum Autoproteolyse, 4.3.2.) ermittelt (Abb. 4-
20).

Unter Bedingungen ausgeprégter Autoproteolyse bei 5,0 M GdnHCI (Abb. 4-20 A) entfaltet
G8C/N60C immer um ca. eine GroBenordnung langsamer als pWT. Wegen des
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Photobleachings war es nicht moglich bei Kalzium-Konzentrationen > 10 mM zu messen, da
die Entfaltung dann zu langsam verlief. Eine &hnliche Beobachtung beschreiben auch
Veltman et al. (1998) fiir die Kalzium-abhéngige Thermoinaktivierung von Wildtyp-Npste
und G8C/N60C, weshalb fiir die Temperatur- und GdnHCl-induzierte Entfaltung ein

dhnlicher Einfluss der Disulfidbriicke auf die Kalziumabhéngigkeit zu vermuten ist.
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Abb. 4-20: Abhingigkeit der Entfaltungskinetik von pWT und G8C/N60C in 5,0 und 7,25 M
GdnHCI von der CaCl,-Konzentration.

Die Fluoreszenzkinetiken mit 295 nm-Anregung wurden in Standardpuffer (3.1.5.) bei 25°C und einer
Proteinkonzentration von 5 pg/ml, wie in 3.2.7.1. beschrieben, durchgefiihrt und {iber RF;34/RF3s4
nach einer Reaktion 1. Ordnung ausgewertet. Dabei wurde die CaCl,-Konzentration zwischen 150 uM
und 500 mM variiert. A) 5,0 M GdnHCI, B) 7,25 M GdnHCI. Im Insert sind die Daten fiir pWT und
G8C/N60C vergleichend mit denen von W55F dargestellt. Die Kurven wurden nach [4-2] angepasst
und der Anstieg m = 0lg(k,ps)/0lg[CaCl,] im Wendepunkt der Kurven eingetragen.

Bei 7,25 M GdnHCI (Abb. 4-20 B) zeigen alle Enzymvarianten ein Optimum der Stabilitét
bei ca. 100 mM CaCl,. Auch hier zeigen sich wieder Parallelen zur Thermoinaktivierung, da
Wildtyp-NPste und G8C/N60C ebenfalls bei 100-200 mM CaCl, ein Sittigungsverhalten
zeigen (Veltman et al., 1996; Veltman et al., 1998). Bei hoheren CaCl,-Konzentrationen wird
die Entfaltung wieder beschleunigt (Abb. 4-20 B, Insert), was auf die denaturierende Wirkung
von CaCl, bei hohen Konzentrationen zuriickgefiihrt werden kann (Burk, 1943; Timasheff,

1997).
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Bis 2mM CaCl, verhalten sich alle Enzymvarianten gleich. Erst bei hoheren CaCl,-
Konzentrationen zeigen sich Unterschiede, die aber bei Konzentrationen > 200 mM wieder
verschwinden. Da die Enzymvarianten pWT, G8C/N60C und W55F sich jeweils nur in der
potentiellen Entfaltungsregion unterscheiden, ist anzunehmen, dass die darin befindliche
Kalziumbindungsstelle III (2.4.2.) betroffen ist und erst bei Kalziumkonzentrationen > 2 mM
in 7,25 M GdnHCI diese Bindungsstelle besetzt wird. Dass die Kalziumbidungsstelle III erst
ab 2 mM CaCl, besetzt wird, ldsst sich auch aus dem Vergleich der Kalzium-abhéngigen
Thermoinaktivierung von Wildtyp-NPste und D57S, die Kalzium deutlich schlechter bindet,
schlieBen (Veltman et al., 1997b). Unterschiede in den Inaktivierungskonstanten treten erst
zwischen 0,5 und 2,5 mM CaCls,.

Im Bereich von 2-60 mM CaCl, ist fiir W55F die Kurve im Vergleich zu pWT zu héheren
CaCly,-Konzentrationen hin verschoben (Abb. 4-20 B, Insert), was eine verminderte
Kalziumaffinitit als Ursache der Instabilitdt von W55F zeigt. Wie eingangs vermutet (4.1.1.),
wird durch die Mutation W55F demnach die Kalziumbindung beeinflusst.

Um weitere Aussagen iiber die Kalziumbindung aus Abb. 4-20 abzuleiten, wurde ein
allgemeines Modell zur Ligandenbindung bei Proteinen verwendet (Eftink, 1994). Dieses
Modell wurde bereits erfolgreich bei der Untersuchung der Stochiometrie der
Kalziumbindung am strukturverwandten Thermolysin, das ebenfalls wie NPste vier
gebundene Kalziumionen besitzt, eingesetzt (Voordouw & Roche, 1975a; Roche &
Voordouw, 1977). Dabei wird angenommen, dass die Entfaltung {iber Intermediate verlduft,
die unterschiedlich viele Kalziumionen gebunden haben und diese Intermediate nachfolgend
weiter entfalten bzw. proteolytisch abgebaut werden. In Abb. 4-21 ist ein vereinfachtes

Schema dargestellt:

Ca2+ Ca2+ Ca2+ Ca2+
N +——=N-Ca— N-Ca,—= N-Ca,«<——= N-Ca,

o

[ — [-Ca — I-Ca,<— I-Ca, —= [-Ca,

Abb. 4-21: Schema der Kalziumassoziation/-dissoziation.
Natives Enzym (N) entfaltet liber ein Intermdiat (I), das entweder proteolytisch angegriffen wird oder
weiter zum vollstindig entfalteten Zustand entfaltet. Dabei konnen N und I bis zu 4 Kalziumionen

binden. Schema vereinfacht nach Roche & Voordouw (1977).
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Die beobachtete Geschwindigkeitskonstante ergibt sich zu:

r 1+ K, [Ca]
k, =k, |[———
o 0 H1+Kl.~[Ca]

i=1

[4-2]

mit ko als Geschwindigkeitskonstante in Abwesenheit von Kalzium, K; und Kj  als
Bindungskonstanten des Nativzustandes bzw. des Intermediats und p als Anzahl der
gebundenen Kalziumionen (Voordouw & Roche, 1975a).

Wird dieses Schema auf die Daten von Abb. 4-20 angewandt, beschreibt in der Auftragung
lg(kops) vs. 1g([Ca®"]) der Anstieg der Kurven im Wendepunkt die Anzahl der gebundenen
Kalziumionen (Roche & Voordouw, 1978; Corbett & Roche, 1983). In Gegenwart von 5,0 M
GdnHCI (Abb. 4-20 A) wurde ein Anstieg von 2,7-2,8 gefunden und fiir 7,25 M GdnHCI
(Abb. 4.20 B) ein Anstieg von ca. 1,8. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass in 5,0 M
GdnHC1 — unter Bedingungen starker Autoproteolyse — die Stabilisierung durch drei
Kalziumionen vermittelt wird und in Gegenwart von 7,25 M GdnHCI — unter Bedingungen
ohne Autoproteolyse — nur zwei Kalziumionen an der Stabilisierung beteiligt sind. In 5,0 und
7,25 M GdnHCI liegen demzufolge andere Entfaltungsmechanismen vor, was sich mit der
bisherigen Vermutung deckt, dass unter bestimmten Bedingungen ein Entfaltungsintermediat
durchlaufen wird.

Aus dieser Analyse der Stochiometrie der Kalziumbindung in 5,0 M GdnHCI geht hervor,
dass nur drei Kalzium-Bindungsstellen in den betrachteten Prozessen involviert sind, aber
anhand der Strukturvorhersage (4.1.1.) vier Bindungsstellen existieren. Um der interessanten
Frage nachzugehen, ob die verbleibende Bindungsstelle keinen Einfluss auf die Stabilisierung
hat, wurde der Stabilisierungsfaktor in Gegenwart von 5 mM CaCl, in Bezug zum Ca*"-freien
Enzym untersucht.

Es wurde versucht, kalziumfreies Enzym durch Zugabe von EDTA zu préparieren und dessen
Entfaltungsgeschwindigkeit zu bestimmen. In Gegenwart von GdnHCI ist die Entfaltung
dabei so schnell, dass sie nicht durch Fluoreszenzmessungen verfolgt werden konnte. Unter
Nativbedingungen in Gegenwart von 100 mM EDTA wurde die Entfaltung {iiber die
stattfindende Autoproteolyse von 100 pg/ml pWT zu k%100 mM EDTA = 0,003 s bestimmt. In
Gegenwart von 5 mM CaCl, dagegen betrigt sie k05 mM CaCly, = 2,44 . 107 ¢! (Abb. 4-15).

Durch den Zusatz von 5mM CaCl, ergibt sich daraus ein Stabilisierungsfaktor

k0100 M EDTA/kos mM CaCl, VO Ca. 12.500 gegen Entfaltung mit nachfolgender Autoproteolyse.
Ein Stabilisierungsfaktor (ko/k05 mM Cac12) beziiglich 5 mM CaCl, lésst sich auch aus den Daten

aus Abb. 4-20 ermitteln: Aus der Kurven-Anpassung nach [4-2] kann der Wert k, ermittelt
werden, der die Entfaltungsgeschwindigkeit ohne zugesetztes Kalzium beschreibt (Tab. 4-4).



Ergebnisse und Diskussion 81

Tabelle 4-4: Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung (ko) von pWT und G8C/N60C in
Abwesenheit von zugesetztem CaCl,.

Die Daten aus Abb. 4-20 wurden nach [4-2] angepasst. Die Standardabweichung betrug weniger als
5%.

Enzymvariante ko (s™)
5,0 M GdnHCI 7,25 M GdnHCl
pWT 0,2830 0,2960
G8C/N60C 0,0352 0,1070

Unter Autoproteolysebedingungen in Gegenwart von 5,0 M GdnHCI ergibt sich fiir pWT mit
einer Geschwindigkeitskonstanten von 2,34 - 10 s' bei 5mM CaCl, ein
Stabilisierungsfaktor ko/ksmm caciz von 1.200. Verglichen mit dem Stabilisierungsfaktor in
Gegenwart von EDTA von 12.500 (und ohne GdnHCI) ergibt sich der Schluss, dass unter den
Versuchsbedingungen aus Abb. 4-20 eine hochaffine Bindungsstelle immer besetzt bleibt.

Zusitzlich zur 12.500-fachen Stabilisierung in Gegenwart von 5 mM CaCl, (im Vergleich
zum Kalzium-freien Enzym) bewirkt eine Erhohung der Kalziumkonzentration von 5 auf
100 mM eine weitere Verringerung der Entfaltungsgeschwindigkeit um eine GroBenordnung
(Abb. 4-19 und 4-20 B). Die Bindung der vier Kalziumionen moduliert also die kinetische
Stabilitdit um mehr als fiinf Groenordnungen und damit ist die groBe Stabilitdt von NPste —
ebenso wie beim Thermolysin (Voordouw ef al., 1976) — hauptsédchlich durch das gebundene

Kalzium bestimmt.

Ein Vergleich der ko-Werte fiir 5,0 M GdnHCI aus Tab. 4-4 zeigt aulerdem deutlich, dass
sich pWT und G8C/N60C auch in Abwesenheit von Kalzium um den Faktor 8 in ihren
Entfaltungskonstanten unterscheiden. Da auch in Gegenwart von CaCl, ein dhnlicher Faktor
beobachtet wird (Abb. 4-20 A), scheint damit die Disulfidbriicke nicht die Kalziumaftinitit zu
beeinflussen, sondern nur einen dhnlichen Stabilisierungseffekt wie Kalzium hervorzurufen.
Im Gegensatz dazu unterscheiden sich die ko-Werte in 7,25 M GdnHCI fiir pWT und
G8C/N60C deutlich weniger. Moglicherweise ist unter stark denaturierenden Bedingungen
oder unter Bedingungen, wo die Autoproteolyse keine Rolle spielt, der Stabilisierungseffekt
der Disulfidbriicke geringer, weil sich der Entfaltungsweg adndert. Dafiir spricht auch die
Tatsache, dass in Gegenwart von 200 mM CaCl, die sonst deutlichen Unterschiede in den

kinetischen Konstanten beider Enzyme verschwinden. Anhand von
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Thermoinaktivierungsmessungen an NPste-Varianten schlagen auch Veltman et al. (1998) bei

sehr hohen Temperaturen einen verdnderten Entfaltungsmechanismus vor.

4.3.4.3. Einfluss von Isopropanol auf die Entfaltungskinetik

Um die Entfaltungskinetik bei verschiedenen Kalziumkonzentrationen ohne den Einfluss von
Autoproteolyse zu untersuchen, wurde in Gegenwart von Isopropanol, bei 4,0-7,5 M GdnHCI
und geringen Enzymkonzentrationen gemessen. Allerdings konnte durch Isopropanolzusatz

keine vollstindige Inhibierung der Autoproteolyse erreicht werden (4.3.3.2.).
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Abb. 4-22: Vergleich der beobachteten Geschwindigkeitskonstanten fiir die GdAnHCl-induzierte
Entfaltung von pWT und G8C/N60C mit und ohne Isopropanolzusatz in Gegenwart von 2 und
5 mM CacCl,.

Die Fluoreszenzkinetiken mit 295 nm-Anregung wurden in Gegenwart von Isopropanol in
Standardpuffer (3.1.5.) bei 25°C und einer Proteinkonzentration von 5 ug/ml, wie in 3.2.7.1.
beschrieben, aufgenommen und {iber RF;34/RF354 nach einer Reaktion 1. Ordnung ausgewertet. Die
Werte ohne Isopropanolzusatz wurden aus Abb. 4-19 zum Vergleich {ibernommen. A) 5 mM CaCl,,
B) 2mM CaCl,. Die Isopropanolkonzentration in A) betrug 20% (v/v). Die
Geschwindigkeitskonstanten in Gegenwart von Isopropanol in B) sind extrapolierte Werte (Key), die
aus dem exponentiellen Abfall der Geschwindigkeitskonstanten, die fiir verschiedene

Isopropanolkonzentrationen (2-20% (v/v)) experimentell ermittelt wurden.
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Die Ergebnisse zeigten, dass die Nichtlinearititen in den Chevron-Auftragungen ab einer
bestimmten Isopropanolkonzentration verschwinden. Je stirker ausgeprigt die
Nichtlinearititen sind, desto mehr Isopropanol muss zugesetzt werden, um lineare Chevron-
Kurven zu erhalten (Abb. 4-22).

Bei 100 mM CaCl, hat ein Isopropanolzusatz bis 20% (v/v) keinen FEinfluss auf die
Entfaltungsgeschwindigkeit (nicht gezeigt). In Gegenwart von 5 mM CaCl, reichen 20% (v/v)
Isopropanol aus, um eine Linearisierung hervorzurufen (Abb. 4-22 A). Aber fiir die
Entfaltung bei 2 mM CaCl, waren Isopropanolkonzentrationen von z.T. > 30% (v/v) nétig.
Gerade bei hohen GdnHCI-Konzentrationen konnte dies nicht realisiert werden. Es wurden
deshalb jeweils bei einer konstanten GdnHCI-Konzentration die
Entfaltungsgeschwindigkeiten bei verschiedenen Isopropanolkonzentrationen bestimmt und
kobs Vvs. [Isopropanol] nach einem exponentiellen Abfall angepasst. Der Endwert dieser
Anpassung (kex) wurde fiir die Auswertung in Abb. 4-22 B verwendet.

In Gegenwart entsprechend hoher Konzentrationen an Isopropanol entfalten pWT und
G8C/N60C  gleich  schnell ~ (Abb. 4-22). Die  Chevron-Auftragung  der
Geschwindigkeitskonstanten fiir die GdnHCl-induzierte Entfaltung in Gegenwart von
Isopropanol scheint die direkte Verldngerung des Astes zu liefern, der ohne Isopropanolzusatz

nur bei hohen GdnHCI-Konzentrationen um 8,0 M beobachtet werden kann (Abb. 4-22).

Der Zusatz von Isopropanol senkt die beobachtete Entfaltungsgeschwindigkeitskonstante
(Abb. 4-22). Nach dem Zweizustandsmodell der Entfaltung mit nachfolgender Autoproteolyse
[2-13] sollte eine Hemmung der Autoproteolyse keinen Einfluss auf die Entfaltungskinetik
unter stark denaturierenden Bedingungen haben. Der hier gezeigte Einfluss von Isopropanol
auf die Entfaltungskinetik kann nur damit erkldrt werden, dass die Autoproteolyse erst eine
vorgelagerte (lokale) Entfaltung, die spektroskopisch nicht zuginglich ist, sichtbar macht.
Offensichtlich verlduft die Entfaltung daher iiber ein proteolyseanfélliges Intermediat und die
beobachteten Unterschiede zwischen pWT und G8C/N60C manifestieren sich erst durch die

Autoproteolyse.
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4.3.5. Ruckfaltung aus GdnHCI

Um thermodynamische Aussagen iiber die Entfaltung und Stabilitit der Enzyme treffen zu
konnen, ist es notig, neben der Entfaltung auch die Riickfaltung zu betrachten.
Riickfaltungsuntersuchungen von Proteasen gestalten sich schwierig. Zum einen ist der
vollstindig entfaltete Zustand schwer zuginglich, da die Autoproteolyse wéhrend der
Entfaltung zum Abbau bereits entfalteter Spezies flihrt. Zum anderen sind Nebenreaktionen
wie Missfaltung, Aggregation und Autoproteolyse wihrend der Riickfaltung zu erwarten

(Kramer et al., 2000).

4.3.5.1. Aggregation und Autoproteolyse bei der Riickfaltung

Wie bereits ausgefiihrt, kann durch Verdiinnen der Enzymldsungen in hochmolare GdnHCI-
Losungen der entfaltete Zustand ohne Autoproteolyse erhalten werden (4.3.2.). Um geniigend
hohe Konzentrationen an D zu erhalten, wurden die Proteine mit NaDOC gefillt (3.2.5.2.)
und anschliefend in einem kleinen Volumen 8,4 M GdnHCl/Standardpuffer aufgenommen
(3.2.7.2.). Beim Verdiinnen der entfalteten Enzyme in Standardpuffer (Renaturierung) traten

Aggregation und Autoproteolyse ein.

pWT komplett gefallt

G8C/N60C komplett gefallt
pWT-Aggregation beim Rickfalten
GB8C/NB60C-Aggregation beim Rickfalten

relative Fluoreszenz bei 360 nm

O O e e

0 10 20 % 4 50 60 70
Proteinkonzentration (ug/ml)
Abb. 4-23: Aggregation von pWT und G8C/N60C beim Riickfalten aus GdnHCI.
Die Streulicht-Messungen wurden in Standardpuffer (3.1.5.) bei 25°C, wie in 3.2.6.1. beschrieben,
durchgefiihrt. Die vollsténdig entfalteten Enzyme (5 mg/ml in 8,4 M GdnHCl/Standardpuffer) wurden
1:1.000- bis 1:90-fach in Standardpuffer verdiinnt und die Zunahme des Streulichtes gemessen. Als
Referenz wurde natives Enzym durch Zugabe von TCA in einer Endkonzentration von 2,5% (w/w)
vollstindig ausgefillt und der dabei auftretende Anstieg des Streulichts einer Anderung von 100%

gesetzt.
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Die Aggregation wurde anhand der Zunahme des Streulichts bei 360 nm verfolgt (Abb. 4-
23). Eine Quantifizierung gelang durch Erstellen einer Eichkurve, bei der natives Enzym
durch TCA-Zugabe ausgefillt und die Triibung durch die in Schwebe gehaltenen Aggregate
gemessen wurde (3.2.6.1.). Dass die Fillung vollstindig erfolgte, konnte nach Zentrifugation
iiber SDS-Gelelektrophorese nachgewiesen werden.

Entsprechend dieser Eichkurven aggregiert pWT zu 12% und G8C/N60C zu 22% beim
Verdiinnen in Standardpuffer aus GdnHCl-haltigen Losungen.

kD a 1 3 5 7 9 11 13 15 Abb. 4-24: Fragmentierungsmuster von
I pWT bei Zugabe von 20% (v/v)

[ ' Isopropanol wiihrend der Riickfaltung.
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290 — = Die Autoproteolyse-Messungen wurden in
20,1 — Standardpuffer (3.1.5)) bei 25°C
144 —»

durchgefiihrt. Entfalteter pWT (5 mg/ml in
8,4 M GdnHCl/Standardpuffer, siche
3.2.7.2.) wurde 1:20 in Standardpuffer verdiinnt. Nach verschiedenen Zeiten wurden dem
Renaturierungsansatz Proben entnommen, mit NaDOC (3.2.5.2.) gefdllt und in der SDS-
Gelelektrophorese (3.2.5.3.) nach Coomassie-Féarbung analysiert. In der Bahn 1 ist der Gréf3enmarker,
in Bahn 2 der Blindwert (Enzym vor Renaturierung) und ab Bahn 3 die Enzymproben nach steigender
Inkubationszeit im Renaturierungsansatz (10, 30 s bzw. 1, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 80 und 100 min,

v.l.n.r.) aufgetragen. Bahn 15 zeigt das native Enzym vor der Priparation von entfaltetem pWT.

Als weitere Nebenreaktion bei der Riickfaltung der mit GdnHCI entfalteten Enzyme wurde
Autoproteolyse beobachtet, die auch durch Zusatz von 20% (v/v) Isopropanol zur
Inhibierung der Aktivitit (4.3.1.) nicht vollstdndig unterbunden werden konnte. Sie ist
exemplarisch fiir pWT in Abb. 4-24 dargestellt.

Abb. 4-24 zeigt, dass das zur Priparation der entfalteten Enzyme eingesetzte Protein
elektrophoretisch homogen war, aber nach NaDOC-Fillung und Solubilisierung in 8,4 M
GdnHCl/Standardpuffer eine schwache Bande bei ca. 27 kDa auftrat, die nur ein
Autoproteolysefragment sein kann. Interessanterweise konnte bei pWT wéhrend der
Riickfaltung auch das Auftreten von zwei groBBeren Fragmenten bei 28 und 29 kDa beobachtet
werden. Aufgrund ihrer Grofe sind es sehr wahrscheinlich Primérfragmente. Thr Auftreten bei

pWT und G8C/N60C wurde im Weiteren untersucht.
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4.3.5.2. Fragmentierung bei der Riickfaltung — Hinweise auf primdre Spaltstellen

Die Autoproteolyse und Fragmentanreicherung, die wihrend der Riickfaltung der entfalteten
Enzyme aus GdnHCI durch Verdiinnen in Standardpuffer beobachtet wurde (4.3.5.1.),
eroffnete die Mdoglichkeit, Aussagen iiber die priméren Spaltstellen zu erhalten. Es wurden
deshalb in Abhéngigkeit von der Enzymkonzentration, der Rest-GdnHCIl-Konzentration und
Additiven im Renaturierungsansatz Bedingungen fiir die Fragmentakkumulation -
insbesondere des 28 und 29 kDa-Fragments — gesucht. Der Zusatz von 1 mM oPA
(Préparation von Zn>'-freiem Apoenzym), 10-100mM EDTA (Induktion der Ca*'-
vermittelten Autoproteolyse), die Zugabe von dquimolaren Mengen aktiver Protease zum
entfalteten Enzym im Renaturierungsansatz mit anschlieBendem schnellen Abstoppen der
Aktivitdt durch NaDOC-Fillung (3.2.5.2.) oder die Variation der GdnHCI-Konzentration von
1,0-7,5M brachten keinen Erfolg. Bei GdnHCl-Konzentrationen > 1,6 M wurde eine

langsame Autoproteolyse ohne Fragmentanreicherung beobachtet.

A B
kDa 1 3 5 7 9 11 13 15 kDa 1 3 5 7 9 11 13 15
BEEZR g™ EEE " ;
430> = L 9o 0> =
29’0_>_.-._---—----:7‘-- =< 29,0 = _:‘:‘_— —_— — 290
20,1 —> = F3-F37 9 280 20,1 = Smaoe .I
144 —>w= - FF §°F 54 144> = = —_————

Abb. 4-25: Fragmentierungsmuster von pWT und G8C/N60C beim Riickfalten aus GdnHCI.

Die Autoproteolyse-Messungen wurden in Standardpuffer (3.1.5.) bei 25°C durchgefiihrt. Die
entfalteten Enzyme (5 mg/ml in 8,4 M GdnHCl/Standardpuffer, siehe 3.2.7.2.) wurden in
Standardpuffer 1:100 verdiinnt und die Rest-GdnHCI-Konzentration auf 420 mM eingestellt. Nach
verschiedenen Zeiten wurden dem Renaturierungsansatz Proben entnommen, mit NaDOC gefallt
(3.2.5.2.) und in der SDS-Gelelektrophorese (3.2.5.3.) nach Silber-Féarbung analysiert. In der Bahn 1
ist der GroBenmarker, in Bahn 2 der Blindwert (Enzym vor Riickfaltung) und ab Bahn 3 die
Enzymproben nach steigender Inkubationszeit im Renaturierungsansatz aufgetragen. Die Lage des
28 kDa-Fragments (griin) und 29 kDa-Fragments (rot) sind gekennzeichnet. A) pWT, ab Bahn 3: 10,
30sbzw. 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 und 45 min (v.l.n.r.), B) GRBC/N60C, ab Bahn 3: 10, 30 s
bzw. 1, 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120 und 140 min (v.l.n.r.).
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Giinstigere Bedingungen fiir die Fragmentanreicherung wurden bis ca. 600 mM GdnHCI und
Proteinkonzentrationen um 50 pg/ml gefunden. Eine Optimierung ergab, dass entfaltetes
Enzym in einer Konzentration von 50 pg/ml in Gegenwart von 420 mM GdnHCI in
Standardpuffer ohne weitere Additive beim Renaturieren am besten fragmentiert (Abb. 4-25).
Doch auch hier mussten die Banden im Gel stark {iberfairbt werden, um die Fragmente
sichtbar zu machen.

Ein Vergleich von pWT und G8C/N60C zeigt Abweichungen im Fragmentierungsmuster
beider Enzyme, die auf ein verdndertes Autoproteolyseverhalten nach Einfilhrung der
Disulfidbriicke schlieBen lassen. Bei GEC/N60C werden weniger Fragmente durchlaufen oder
akkumuliert. Die beiden Fragmente, die bei pWT innerhalb der ersten Minuten bei 28 und
29 kDa akkumuliert werden, konnen aufgrund ihrer Gré3e nur aus dem nativen Enzym und
nicht aus Folgefragmenten entstanden sein. Interessanterweise zeigte pWT beide Fragmente,
wihrend bei GEC/N60C nur das 29 kDa-Fragment gefunden wurde. Demzufolge kdnnte eine
Schnittstelle zwischen den Positionen 8 und 60 liegen, die durch die Disulfidverbriickung in

G8C/N60C nicht mehr zuginglich ist.

025 Abb. 4-26: Trennung von
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0,00

Gelelektrophorese (3.2.5.3.) analysiert
(Insert). Die Zahlen im Chromatogramm und iiber dem SDS-Gel bezeichnen die gesammelten

Fraktionen.

Um die entstandenen Fragmente der Primérsequenz der Enzyme zuordnen zu kdnnen, wurden
mehrere Renaturierungsansétze zur Fragmentanreicherung mit NaDOC (3.2.5.2.) gefillt. Das
NaDOC sowie Salze und Puffersubstanzen wurden herausgewaschen und die
Proteinfragmente in  50% (v/v) Acetonitril geldst.  Alternativ.  wurden  die

Renaturierungsansitze iiber RP-HPLC (3.2.5.7.) entsalzt und fraktioniert (Abb. 4-26). Die
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Autoproteolyse der Proben wurde dazu nicht durch Ausfillen mit NaDOC abgestoppt,
sondern durch Zugabe von 0,5% (v/v) 37%-iger Salzsdure und festem GdnHCI bis zur
Sattigung der Losung an GdnHCI. Die Salzsdure bewirkt dabei eine Verschiebung des pH-
Wertes zu etwa pH 2 und verringert die Aktivitit. Die im Sauren beobachtete Aggregation
wurde durch Zugabe von GdnHCI verhindert. Die Trennung erfolgte iiber eine Cs-Sdule mit
einem Acetonitril-Gradienten (Abb. 4-26).

Die RP-HPLC-Trennung war nicht vollstdndig, erlaubte aber eine teilweise Separation und
Anreicherung von Fragmenten, wie die SDS-Gelelektrophorese zeigte (Abb. 4-26, Insert).
Doch weder die MALDI-MS-, noch die ESI-MS-Analyse (3.2.5.9.) lieferten eindeutige
Ergebnisse, so dass keine Zuordnung der erhaltenen Fragmente moglich war.

Die primdren Schnittstellen konnten somit nicht identifiziert werden. Anders als beim
Thermolysin, bei dem man eine fast vollstindige Umwandlung des nativen Enzyms in
Primirfragmente findet (Corbett er al, 1986; Fontana, 1988), ist bei NPste die
Fragmentanreicherung schwierig. Konzentrationsprobleme scheinen die Hauptursache fiir die
unzureichenden massenspektrometrischen Analysen zu sein. Aufgrund des Auftretens eines
28 und eines 29 kDa-Fragments bei pWT und des Fehlens des 28 kDa-Fragments bei
G8C/N60C kann vermutet werden, dass eine primére Spaltstelle in der Region um die
Position 60 liegt. Tatsédchlich konnte aufgrund der Primérspezifitdt von NPste (Kiihn et al.,
2002) eine Spaltstelle bei Phe62 existieren, die in der vermuteten Entfaltungsregion liegt und
ein Fragment von 27,98 kDa produzieren sollte. Weder beim strukturverwandten Thermolysin
(Fontana, 1988), noch bei der neutralen Protease aus B. subtilis (van den Burg et al., 1990)
existiert eine primidre Spaltstelle in dieser Region. In der Literatur gibt es Hinweise auf
mogliche Spaltstellen bei NPste bisher in den Positionen Tyr93 (Kubo et al., 1992), Tyr110
und Tyr157 (Atsuo, 1993), da Aminosduresubstitutionen in diesen Positionen eine erhohte
Autoproteolyseresistenz hervorriefen. Jedoch ist bisher unklar, wodurch die erhohte

Autoproteolyseresistenz hervorgerufen wird und ob es sich um primére Spaltstellen handelt.

4.3.5.3. Reaktivierung

Das Auftreten von Autoproteolyse beim Riickfalten der vollstindig entfalteten Enzyme
(4.3.5.1.) zeigt eine Wiedererlangung der Aktivitit an. Es wurde daher untersucht, ob eine
Reaktivierung der entfalteten Enzyme gegen Abz-AGLA-Nba (Abb. 3-2) bzw. Casein (Abb.
4-27) als Substrat gemessen werden kann (3.2.7.2.). Da Aggregation und Autoproteolyse als

enzymkonzentrationsabhéngige Nebenreaktionen bei der Riickfaltung auftraten (4.3.5.1.),
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wurde versucht, bei sehr niedrigen Proteinendkonzentrationen (40—100 ng/ml) zu arbeiten.
Die Riickfaltung wurde durch Verdiinnen der entfalteten Enzyme in Standardpuffer gestartet

und die zeitabhidngige Wiedererlangung der Aktivitdt verfolgt (3.2.7.2.).

Abb. 4-27: Reaktivierungskinetik von
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2 003 -
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0027 * diskontinuierlich gegen Casein (3.2.4.1.)
0,01 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ gemessen. Die Kinetik wurde nach [3-5]
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) angepasst. Dabei wurde ein Absolutglied
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zugelassen, weil die Entfaltung noch nicht

vollstandig abgeschlossen war.

Tatsdchlich wurde nach Riicksprung aus stark denaturierenden Bedingungen (> 6,5M
GdnHCI) eine Reaktivierung fiir pWT (Abb. 4-27) und G8C/N60C (nicht gezeigt) gefunden.
Die Entfaltung ist damit zumindest teilweise reversibel. Bei mittleren GdnHCI-
Konzentrationen (< 5,5 M) gestaltet die Autoproteolyse die Entfaltung irreversibel (4.3.2.).
Auch fiir o-Chymotrypsin wurde eine Reversibilitit nur unter stark denaturierenden
Bedingungen gefunden und — wie auch hier angenommen — auf die sehr schnelle Entfaltung

und damit schnelle Inaktivierung der Protease zuriickgefiihrt (Martin, 1964).

4.3.5.4. Reaktivierungs- und Autoproteolysekinetiken

Mittels der Reaktivierungsmessung ist eine Detektion der Riickfaltung moglich. Im
Folgenden wurden dazu die Reaktivierungskinetiken fiir verschiedene GdnHCI-
Konzentrationen aufgenommen und die nach [3-5] erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten
kobs in der Chevron-Auftragung dargestellt (Abb. 4-28).

Die nativen Enzyme werden schon in Gegenwart von geringen GdnHCI-Konzentrationen

inaktiviert (4.3.1. und Abb. 4-10 A). Die messbare Amplitude der Renaturierung sinkt deshalb
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mit der GdnHCl-Konzentration und ist nur bis zu einer Rest-GdnHCI-Konzentration von ca.
1 M detektierbar. Unter Berlicksichtigung dieser Inaktivierung betrdgt die maximale

Renaturierungsausbeute 50-70% (Abb. 4-28, Insert).
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Die erhaltenen Reaktivierungskonstanten zeigen in der halblogarithmischen Auftragung eine
lineare Abhéngigkeit von der GdnHCI-Konzentration (Abb. 4-28).

Der Reaktivierungsast in der Chevron-Auftragung verlauft fiir pWT steiler als fiir GERC/N60C.
Moglicherweise spiegelt sich hierin der Einfluss von Autoproteolyse und Aggregation - als
Konkurrenzreaktionen zur Reaktivierung - auf die beobachtete Reaktivierungskonstante kops
wider. Riickschliisse auf die Geschwindigkeitskonstante der Riickfaltung ky sind deshalb nur
bedingt zuldssig. Die sichersten Aussagen sind innerhalb des Bereichs von 0-400 mM
GdnHCI moglich, da hier die Reversibilitit zwischen 40% und 70% liegt. Die bei hoheren
GdnHCl-Konzentrationen erhaltenen Werte fiir kops passen sich jedoch gut in die {ibrigen
Werte ein.

G8C/N60C zeigt einen hoheren Grad an Reversibilitit als pWT, was moglicherweise auch

den flacheren Kurvenverlauf in der Chevron-Auftragung bedingt. Extrapoliert gegen 0 M
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GdnHCI zeigen beide Enzyme etwa 50% Reversibilitit (Abb. 4-28, Insert), aber die
Enzymvariante G8C/N60C wird um eine GroBenordnung langsamer reaktiviert. Die
Energiebarriere, die zur Reaktivierung iiberwunden werden muss, ist folglich durch die

eingefiihrte Disulfidbriicke erhdht worden.

4.3.5.5. Fluoreszenzspektren der renaturierten Enzyme

Bei Verdiinnung der entfalteten Enzyme aus 8,4 M GdnHCI in Standardpuffer ergab sich

sofort ein nativdahnliches Fluoreszenzspektrum (Abb. 4-29).
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Abb. 4-29 Vergleich der Fluoreszenzspektren von pWT und G8C/N60C im nativen,
denaturierten und riickgefalteten Zustand.

Die Fluoreszenzmessungen wurden in Standardpuffer (3.1.5.) bei 25°C und einer
Proteinendkonzentration von 5 pg/ml durchgefiihrt (3.2.6.1.). Die Anregung erfolgte bei 278 nm. Die
Nativspektren wurden ohne GdnHCI-Zusatz gemessen. Der denaturierte Zustand wurde durch
dreistiindige Inkubation in 8,0 M GdnHCl/Standardpuffer erhalten. Durch Riicksprung aus diesem
Zustand unter Bedingungen mit 8 mM Rest-GdnHCI wurde der riickgefaltete Zustand erhalten und
sofort vermessen. A) pWT, B) G8C/N60C.

Das Spektrum zeigte keine Entkopplung der Tyrosin- und Tryptophanfluoreszenz. Im
Vergleich mit den Nativspektren ist die Wellenldnge des Emissionsmaximums unveréndert,
aber die Fluoreszenzintensitdt vermindert, was teilweise, allerdings nicht vollstindig, durch

Aggregation (4.3.5.1.) erkldrt werden kann. Die Bildung dieses Spektrums erfolgte innerhalb
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der Mischungstotzeit. Reaktivierung (4.3.5.4.) und Autoproteolyse (nicht gezeigt) waren im
Gegensatz dazu deutlich langsamer. Demzufolge wird zuerst eine nativdhnliche Struktur
gebildet, die sich erst in einem zweiten Schritt zum aktiven Enzym umwandelt. Die
Riickfaltung  verlduft offensichtlich {iber ein inaktives Intermediat und die

Reaktivierungsmessungen beschreiben die Faltung dieses Intermediats zum nativen Enzym.

Riickfaltungsintermediate werden auch bei anderen Proteasen wie Subtilisin BPN" (Eder et
al., 1993) und a-lytischer Protease (Sohl et al., 1998) gefunden. In beiden Fillen wird ohne
die Zugabe des Propeptids schnell ein Intermediat gebildet, das dann sehr langsam oder gar
nicht zum nativen Enzym faltet. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass fiir
die Faltung von NPste die Anwesenheit des Propeptids nicht notig ist. Das belegen auch

neuste Untersuchungen zur Renaturierung von NPste aus solubilisierten inclusion bodies

(Mansfeld et al., 2003).

4.3.5.6. Proteolyseanfilligkeit des Riickfaltungsintermediats

Sollte das hier gefundene Riickfaltungsintermediat mit dem Entfaltungsintermediat identisch
sein, so miisste es autoproteolytisch angreifbar sein. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde
die Rest-GdnHCI-Konzentration im Renaturierungsansatz mit 640 mM so hoch gewéhlt, dass
die Reaktivierung sehr langsam erfolgte. Tatséchlich zeigten die Fluoreszenzspektren die
sofortige Bildung des Intermediats (exemplarisch fiir pWT in Abb. 4-30 A).

Mit fortschreitender Inkubationszeit im Renaturierungsansatz sank die Fluoreszenzintensitét
bei gleichzeitiger Aufspaltung in die separate Tyrosin- und Tryptophanfluoreszenz (Abb. 4-30
A). Dieser Effekt ist der Autoproteolyse zuzuschreiben, wie eine Analyse mittels SDS-
Gelelektrophorese zeigte (Abb. 4-30 B). Bei 640 mM GdnHCI iiberwiegt die Autoproteolyse
in hohem Mafe die Riickfaltung zu N (Abb. 4-28, Insert), und darum wird ein fast
vollstindiger Abbau beobachtet. Es ldsst sich daraus folgern, dass das schnell gebildete
Intermediat durch die bereits reaktivierten Molekiile abgebaut wird. Entsprechend sollte die
Zugabe von aktivem Enzym zum Renaturierungsansatz den Abbau beschleunigen. Eine

solche Beschleunigung wurde fiir pWT und G8C/N60C auch gefunden (nicht gezeigt).
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Abb. 4-30: Anderungen der Fluoreszenzemissionsspektren wihrend der Riickfaltung von
denaturiertem pWT.

Die Messungen wurden in Standardpuffer (3.1.5.) bei 25°C und einer Proteinkonzentration von
30 pg/ml, wie in (3.2.6.1.) beschrieben, durchgefiihrt. Die entfalteten Enzyme (5 mg/ml in 8,4 M
GdnHCl/Standardpuffer, siche 3.2.7.2.) wurden in Standardpuffer verdiinnt und die Rest-GdnHCI-
Konzentration auf 640 mM eingestellt. Die zeitliche Anderung der Fluoreszenzspektren wurde
verfolgt. A) Emissionsspektren bei 278 nm-Anregung, B) Abnahme der Fluoreszenzintensitit bei
334 nm (Anpassung nach [3-5]) und Abnahme der Bande des intakten Proteins nach Analyse in der
SDS-Gelelektrophorese (3.2.5.3.).

Zusammenfassend ldsst sich schlussfolgern, dass die Riickfaltung iiber ein Intermediat
verlduft, das wahrscheinlich identisch mit dem Entfaltungsintermediat (4.3.4.) ist. Unter den
untersuchten Bedingungen wird es innerhalb der Mischungstotzeit gebildet und ist
nativahnlich, aggregationsanfallig, inaktiv.  und  proteolyseempfindlich. Die
Reaktivierungsmessungen beschreiben den Ubergang vom Intermediat zum nativen Enzym.
Das native Enzym greift das Intermediat an und baut es ab, wenn es sich nicht schnell genug
selbst zum nativen Enzym faltet. Die stattfindende Autoproteolyse und die Aggregation
stellen Nebenreaktionen bei der Reaktivierung dar und kénnen die Reaktivierungskonstante
beeinflussen. Bei niedrigen GdnHCI-Konzentrationen ist der Autoproteolyseeinfluss gering

und die Entfaltung zu ca. 50% reversibel. Die Reaktivierung und Faltung von G8C/N60C ist
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in Abwesenheit von GdnHCI 10-mal langsamer als fiir pWT. Die Disulfidbriicke stabilisiert

damit entweder das Intermediat oder destabilisiert den Ubergangszustand der Reaktivierung.

4.3.6. Zusammenfassende Diskussion: Gdn-induzierte Entfaltung von
PWT und der Einfluss der Disulfidbriicke in G8C/N60C auf lokale und
globale Strukturanderungen

Um Riickschliisse auf den Stabilisierungsmechanismus der eingefiihrten Disulfidbriicke zu
erhalten, muss zum Vergleich der Stabilitit von pWT und G8C/N60C die strukturelle
Entfaltung der Proteasen untersucht werden. Im Folgenden soll zuerst die GdnHCl-induzierte
Entfaltung von pWT betrachtet werden und nachfolgend das Verhalten von G8C/N60C und
WS5SF.

4.3.6.1. Entfaltung und Autoproteolyse von pWT

Entfaltung von pWT

Entfaltungsstudien von recht unspezifischen Proteasen gestalten sich wegen der auftretenden
Autoproteolyse schwierig. Unter stark GdnHCl-denaturierenden Bedingungen kommt es zu
keiner Autoproteolyse (Abb. 4-12 B) und somit ist der vollstindig entfaltete Zustand
zuginglich. Fir pWT fallen in diesem Bereich (um 7,5M GdnHCI) die
Geschwindigkeitskonstanten der Sekunddrstrukturentfaltung (gemessen iiber das CD-Signal
im fernen UV-Bereich) mit dem der Tertidrstrukturentfaltung (gemessen iiber das
Fluoreszenz-Signal) zusammen (Abb. 4-18) und zeigen eine kooperative Entfaltung von
Sekundir- und Tertidrstruktur (globale Entfaltung) an (Abb. 4-18).

Bei GdnHCI-Konzentrationen <7,5M tritt zunehmend Autoproteolyse ein und der
Entfaltungsast in der Chevron-Auftragung weicht von der Linearitit, die bei hdheren
GdnHCI-Konzentrationen beobachtet wird, ab (Abb. 4-18). Entsprechend dem einfachen
Zweizustandsmodell [2-1] sollte der Entfaltungsast in der Chevron-Auftragung eine lineare
Abhéngigkeit beschreiben (Abb. 2-2). Auch die auftretende Autoproteolyse sollte zu keiner
Verschiebung flihren, da sie nur eine der Entfaltung nachgeschaltete Reaktion darstellt und
die  Entfaltung per se  nicht beschleunigen kann. Die  beobachteten
Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung von pWT zeigen aber ein nichtlineares Verhalten

in der Chevron-Auftragung und sind bei mittleren GdnHCIl-Konzentrationen schneller als
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erwartet (Abb. 4-18). Solche Nichtlinearitdten konnen 1) mit dem Auftreten eines Intermediats
neben N und D (Sauder et al., 1996; Zaidi et al., 1997; Bhuyan & Udgaonkar, 1998) bzw.
Reststrukturen in D (Sanchez & Kiethaber, 2003) oder ii) mit Hammond-Verhalten des
Ubergangszustandes (Matouschek & Fersht, 1993; Matouschek et al., 1995; Jonsson et al.,
1996; Dalby et al., 1998) erklirt werden. Das Auftreten solcher Grundzustands- bzw.
Ubergangszustandseffekte fiir pWT soll nachfolgend betrachtet werden:

Ein Intermediat konnte z.B. ein lokal entfalteter Zustand sein. Wie bei RNase A konnte aber
die Nichtlinearitdt in der Chevron-Auftragung auch auf cis-trans-Prolinisomerisierung
zuriickgefiihrt werden (Kiethaber et al., 1992; Juminaga et al., 1998). Von den 8 Prolinen
(Titani et al., 1972) in Thermolysin befindet sich Pro51 in der cis-Konfiguration (Holmes &
Matthews, 1982). Dieses Prolin ist auch in NPste vorhanden (Takagi et al., 1985).
Grundsétzlich wire ein Einfluss auf das benachbarte Trp55 denkbar. Wenn darin allerdings
die Ursache fiir das Abknicken in der Chevron-Auftragung der Geschwindigkeitskonstanten
zu suchen wire, sollte W55F diesen Effekt nicht zeigen, da diese Enzymvariante das Trp55

nicht besitzt. W55F zeigt aber sogar die am stirksten ausgeprégte Nichtlinearitit (Abb. 4-18).

Abb. 4-31: Hypothetische

AG ) AG iz Energieprofile fiir eine
e AN ya I Entfaltungs-/Faltungsreaktion.
D N

Unter Faltungsbedingungen (A)
erscheint der Ubergangszustand

spat auf der Reaktionskoordinate

und ist nach dem Hammond-

v
v

Reaktionskoordinate Reaktionskoordinate Postulat dem entfalteten Zustand

dhnlich. Umgekehrt erscheint der
Ubergangszustand unter Entfaltungsbedingungen (B) zeitig (frith) in der Reaktionsabfolge und ist
nativdhnlich. Die roten Pfeile geben die freie Aktivierungsenthalpie an, die die beobachtete

Geschwindigkeitskonstante bestimmt.

Das Hammond-Verhalten bezeichnet die Anderung der Struktur des Ubergangszustandes in
Abhingigkeit der Denaturanzkonzentration (Silow & Oliveberg, 1997). Der Ubergangsustand
der Proteinfaltung (Chan & Dill, 1998; Oliveberg ef al., 1998) bzw. Proteinentfaltung (Otzen
et al., 1999) wird dann nicht als definierter Zustand, sondern als breite, zerkliiftete
Energiebarriere beschrieben. Die Betrachtung der Struktur des Ubergangszustandes wurde

bereits allgemein von Hammond (1955) fiir das Abschitzen von Geschwindigkeiten fiir
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chemische Reaktionen formuliert. Das Hammond-Postulat besagt, dass der Ubergangszustand
einer Reaktion dem energiereichsten Zustand der Reaktionssequenz strukturell dhnlich ist. Da
sich das Energieprofil wihrend der Entfaltung &ndert (Abb. 4-31), verschiebt sich damit auch
der Ubergangszustand mit steigender Denaturanzkonzentration von einem spéten zu einem
frithen, nativihnlichen Zustand (Matouschek et al., 1994; Jonsson et al., 1996).

Ob Nichtlinearitidten in Chevron-Auftragungen durch das Auftreten von Intermediaten oder
durch Hammond-Verhalten des Ubergangszustandes hervorgerufen werden, ist schwer zu
differenzieren (Otzen et al., 1999). Energetisch unterscheiden sich beide Félle nur dadurch,
dass im zerkliifteten Ubergangsbereich ein mehr oder weniger ausgeprigtes lokales
Energieminimum existiert (Abb. 4-32). Clarke & Fersht (1993) umgehen diese
Differenzierung, indem sie den Ubergangszustand im Reaktionsschema wie einen separaten

Gleichgewichtszustand behandeln.

A Ubergangsbereich g Ubergangsbereich
. 2 : . 2 A
= ) =
< <
= S
= =
= M
2 o
L 5)
= =
e 3
D
Reaktionskoordinate Reaktionskoordinate

Abb. 4-32: Hypothetische Energieprofile fiir die Entfaltungs-/Riickfaltungsreaktion mit
Hammond-Verhalten des Ubergangszustandes bzw. einem Intermediat.

In Abhingigkeit der Entfaltungsbedingungen &ndert sich die Struktur des Ubergangszustandes. Die
Gesamtheit aller Einzelstrukturen bildet den Ubergangsbereich. Lokale Energieminima im
Ubergangsbereich fiihren zu Intermediaten, die akkumuliert werden, wenn sie eine geniigend
energicarme Struktur darstellen. In der Darstellung wiirde unter Riickfaltungsbedingungen (A) das
Intermediat akkumuliert, aber unter Entfaltungsbedingungen (B) nicht. Die Darstellungen wurden in

Anlehnung an Sanchez & Kiethaber (2003) erstellt.

Obwohl Hammond-Verhalten des Ubergangszustandes nicht ausgeschlossen werden kann,
wird vorgeschlagen, dass die Entfaltung von pWT in GdnHCI iiber ein Intermediat verlduft,
weil zum einen wéhrend der Entfaltung von Multidoménenproteinen jede Doméne separat

entfalten kann und auf diese Weise teilentfaltete Zustéinde auftreten konnen (Jaenicke, 1999)
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und weil zum anderen fiir das strukturverwandte Thermolysin - anhand von
Stabilitaitsuntersuchungen an Thermolysinfragmenten - ebenfalls eine mehrstufige,
doménenweise Entfaltung vorgeschlagen wird (Corbett ef al., 1986).

Die Detektion dieses Intermediats erfolgte nur in dem Bereich, in dem auch Autoproteolyse
beobachtet wurde und fithrt zu der Vermutung, dass eine enge Verbindung zwischen
Autoproteolyse und dem Auftreten des Intermediats besteht. Darum wurden die
Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung mit denen der Autoproteolyse verglichen (Abb. 4-
33).

Autoproteolyse von pWT
Bis 5,0 M GdnHCI fallen fiir pWT Entfaltung und Autoproteolyse zusammen (Abb. 4-33). Da

die Geschwindigkeitskonstante der Autoproteolyse unter diesen Bedingungen von der
Enzymkonzentration im Bereich von 5-100 ug/ml unabhdngig ist (4.3.3.1.), muss die
Entfaltungsgeschwindigkeit limitierend sein. Sollte unter diesen Bedingungen ein Intermediat
durchlaufen werden, so zeigen demnach die kinetischen Messungen der Entfaltung und

Autoproteolyse die Entfaltung dieses Intermediats an.

100 Abb. 4-33: Chevron-Auftragung

fiir die GdnHCl-induzierte

Entfaltung, Autoproteolyse und
Reaktivierung von pWT und
G8C/N60C in 5 mM CaCl,.

Die Daten sind aus Abb. 4-14, 4-18

kobs (5-1)

und 4-28 dbernommen. Fir die

Geschwindigkeitskonstanten der

Entfaltung und Autoproteolyse bis
ca. 7,5M GdnHCl wurden die

Daten, die bei einer

Proteinkonzentration von 100 pg/ml

gewonnen wurden, zugrunde gelegt.

[GdnHCI] (M)

Die  Geschwindigkeitskonstanten

e pWT, Entfaltung e G8C/N60C, Entfaltung der Riickfaltung wurden {iiber die
o pWT, Autoproteolyse o  G8C/N60C, Autoproteolyse

L - Reaktivierung der Enzyme nach
© pWT, Reaktivierung o  GB8C/N60C, Reaktivierung

Riicksprung aus 8,0 M GdnHCI bei

40-100 ng/ml Enzym ermittelt.
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Bei GdnHCl-Konzentrationen > 5,0 M wird die Autoproteolysegeschwindigkeit abhidngig von
der Enzymkonzentration (4.3.3.1.). Fiir die weitere Auswertung wurden deshalb nur die
Geschwindigkeitskonstanten der Autoproteolyse fiir < 5,0 M GdnHCI verwendet, die Pseudo-
1. Ordnungskonstanten darstellen. Die Anderung der Reaktionsordnung der
Autoproteolysereaktion bei Erhéhung der GdnHCI-Konzentration &uflert sich in einer
Abweichung von der Linearitit in der Chevron-Auftragung der beobachteten
Geschwindigkeitskonstanten der Autoproteolyse (Abb. 4-14).

In dem MaBe, wie der Einfluss der Autoproteolyse mit steigender GdnHCI-Konzentration
oder durch Zugabe von Isopropanol als Inhibitor abnahm, verringerte sich auch die mittels
Fluoreszenzmessung beobachtete Geschwindigkeitskonstante der Entfaltung und néaherte sich
der Geschwindigkeitskonstanten der globalen Entfaltung an (Abb. 4-22, A). Es ist darum
anzunehmen, dass die Zugabe von Isopropanol entweder die Bildung bzw. Entfaltung des
Intermediats einschrinkt oder die Detektion des Intermediats durch die Autoproteolyse erst
moglich wird, wenn sie als ,,Signalverstiarker* wirkt und Strukturdnderungen erst sichtbar
macht, die mit spektroskopischen Methoden kaum oder gar nicht detektiert werden konnen.
So konnten Fluktuationen in der Struktur des gefalteten Proteins zu lokalen
Entfaltungsereignissen (Kim & Baldwin, 1990) und einem proteolytisch angreifbaren Zustand
fiihren, dessen Autoproteolyse dann detektiert wird. Die Autoproteolyse konnte so genutzt
werden, um lokale Entfaltungen sichtbar zu machen, was ebenfalls fiir die HIV-Protease
beschrieben wurde (Panchal et al., 2001). Erst wenn die Autoproteolyse zu langsam und das
Intermediat nicht mehr abgebaut wird, kann es zum vollstindig denaturierten Zustand
weiterentfalten. Oder es wird moglicherweise unter stark denaturierenden Bedingungen gar
nicht mehr durchlaufen (Abb. 4-32 B) und die globale Entfaltung des nativen Enzyms folgt
dann dem Zwei-Zustandsmodell [2-1]. Derartige Anderungen in der Reaktionsabfolge sind
von der energetischen Lage von N, I und D, sowie deren Ubergangszustinden abhiingig
(Bachmann & Kiethaber, 2001).

Die Beobachtung, dass das Intermediat erst durch die Autoproteolyse sichtbar wird, stellt
einen deutlichen Unterschied zur reinen Doménenentfaltung dar, denn diese sollte unabhingig

von der Autoproteolyse spektroskopisch sichtbar sein.

Zusammenfassend konnte die vermutete lokale Entfaltung oder Fluktuation in der
Proteinstruktur, die das Intermediat charakterisiert, auf eine labile Stelle im nativen Enzym im

Sinne einer Entfaltungsregion (2.2.3.) hinweisen. Die Kalziumabhéingigkeit der
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Proteinstabilitit (4.3.4.2.) kann helfen, die Lage dieser potentiellen Entfaltungsregion im

Proteinmolekiil zu bestimmen.

Kalziumabhdngigkeit der Entfaltung von pWT

Die Nichtlinearitdt in der Chevron-Auftragung wird um so ausgeprigter, je weniger
Kalziumionen in Losung vorhanden sind (Abb. 4-19). Die Erhohung der
Kalziumkonzentration bewirkt eine Stabilisierung, da wahrscheinlich lokale Fluktuationen
oder Entfaltungsprozesse unterbunden werden. Eine Analyse der Kalziumbindung (Abb. 4-
20) zeigte, dass in Gegenwart von 5,0 M GdnHCI — also unter Bedingungen, unter denen das
Intermediat durchlaufen und durch Autoproteolyse vollstindig abgebaut wird — drei der vier
Kalziumbindungsstellen an der Stabilisierung beteiligt sind (Abb. 4-20 A), wihrend die vierte
Kalziumbindungsstelle auch ohne zugesetztes CaCl, immer besetzt bleibt (4.3.4.2.). Ein
Vergleich der Kalziumbindung von pWT mit W55F (Insert in Abb. 4-20 B) zeigte, dass
offensichtlich die Kalziumbindungsstelle III (Abb. 4-1) am schwéchsten affin ist und erst ab
ca. 2mM CaCl, besetzt wird. Die Besetzung dieser Kalziumbindungsstelle ist auch fiir die
Thermostabilitdt von NPste (Veltman et al., 1998) und damit fiir die Temperatur-induzierte
Autoproteolyse als Ursache der Thermoinaktivierung (4.2.2.) entscheidend.

Aus dieser Kalziumabhingigkeit der Entfaltung und aus Hinweisen auf eine primére
Spaltstelle bei Phe62 (4.3.5.2.) kann geschlussfolgert werden, dass die Besetzung der
Kalziumbindungsstelle III, die sonst labile Region 56-69 stabilisiert und so vor
Autoproteolyse schiitzt. Die verminderte Kalziumaffinitdt von W55F (Abb. 4-20, Insert) fiihrt
demzufolge zur Akkumulation des Intermediats und damit zu der ausgepriagten Abweichung

von der Linearitét in der Chevron-Auftragung der Geschwindigkeitskonstanten (Abb. 4-18).

4.3.6.2. Entfaltung und Autoproteolyse von GSC/N60C

Fir G8C/N60C zeigt die Darstellung der beobachteten Geschwindigkeitskonstanten der
Entfaltung (Abb. 4-18) und Autoproteolyse (Abb. 4-14) in der Chevron-Auftragung eine
lineare Abhidngigkeit unter Standardbedingungen bei 5 mM CaCl,. Erst bei niedrigeren
Kalziumkonzentrationen (2 mM) ist auch fiir G8C/N60C eine Nichtlinearitdt zu beobachten
(Abb. 4-19). Die Einfiihrung der Disulfidbriicke zwischen den Positionen 8 und 60 fiihrt also,
dhnlich wie die Besetzung der Kalziumbindungsstelle III (Abb. 4-1), zu einer erhéhten
Basisstabilitdt in dieser Region, die eine lokale Entfaltung und damit das Auftreten des

Intermediats einschriankt. Dass Disulfidbriicken einen dhnlich stabilisierenden Effekt wie
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Kalziumionen ausiiben, wurde durch Stabilititsmessungen bei vielen Proteinen gefunden
(Pace, 1990; Almog et al., 2002; Ikegaya et al., 2003). Die erhohte Rigiditét fithrt zu einer
Stabilisierung von G8C/N60C. Eine rigide Struktur ist besonders fiir Proteasen wichtig und
stellt einen Autoproteolyseschutz und einen Schutz vor der Proteolyse durch andere Proteasen

dar (Jaswal et al., 2002).

4.3.6.3. Vergleich und Schlussfolgerungen aus der Entfaltung von pWT und GSC/N60C

Bei hohen GdnHCI-Konzentrationen verschwinden die Unterschiede in den
Entfaltungsgeschwindigkeiten von pWT und G8C/N60C (Abb. 4-18), was zeigt, dass die
potentielle Entfaltungsregion 56-69 nur einen Einfluss auf die lokale, aber nicht auf die
globale Entfaltung hat. Unter Bedingungen, die durch vorherige lokale Entfaltung zur
Autoproteolyse fithren, ist die Disulfidbriicke deshalb so stabilisierend, weil sie den
Initialschritt der Entfaltung beeinflusst (eine friih entfaltende bzw. spit faltende Region nach

Clarke & Fersht (1993), Laity ef al. (1999) und Wedemeyer et al. (2000)).

Zusammenfassend wird vorgeschlagen, dass die Entfaltung der hier untersuchten Proteasen in
GdnHCI {iber ein proteolyseanfilliges Intermediat verlduft. Es ist durch Fluktuationen oder
eine lokale Entfaltung in der Loop-Region 56-69 charakterisiert, wie es bereits fiir die
Thermoinaktivierung von NPste diskutiert wurde (Eijsink et al., 1992b; Mansfeld et al., 1997;
Mansfeld et al., 1999; Mansfeld & Ulbrich-Hofmann, 2000). Die erhohte Dynamik in dieser
Region fiihrt zur Autoproteolyse, die diese Strukturdnderungen wahrscheinlich erst sichtbar
macht. Die Besetzung der Kalziumbindungsstelle III bzw. die Disulfidbriicke in G8C/N60C
filhren zu einer Versteifung der potentiellen Entfaltungsregion und verhindern somit die
vorzeitige Inaktivierung durch die Autoproteolyse.

Bei anderen Proteinen treten strukturell dhnliche Intermediate auf. Beispielsweise wurde fiir
Barnase als Initialschritt der Entfaltung eine erh6hte Flexibilitit eines groBen Loops gefunden
(Matouschek et al, 1989). Meist sind diese Intermediate aber aufgrund der fehlenden

Autoproteolyse nicht sichtbar.
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4.3.6.4. Riickfaltung von pWT und G8E8C/N60C und der stabilisierende Einfluss der
Disulfidbriicke in G8C/N60C auf die Thermodynamik der Entfaltung

Eine Reaktivierung der vollstindig entfalteten Enzyme war ohne Zusatz von Propeptid
moglich (4.3.5.3.). Fiir die Faltung von Thermolysin (Marie-Claire et al., 1999), Subtilisin
BPN’" (Ikemura et al., 1987; Strausberg et al., 1993) und o-lytischer Protease (Baker et al.,
1992; Jaswal et al., 2002) wird ein entscheidender Einfluss des Propeptids fiir die
Riickfaltung und Reaktivierung diskutiert. Der Einfluss des Propeptids fiir die Riickfaltung
wurde in der vorliegenden Arbeit zwar nicht untersucht, die Ergebnisse zeigen aber, dass der
Zusatz von Propeptid nicht in jedem Fall fiir eine Riickfaltung notig sein muss. Allerdings
lagen die Maximalausbeuten nur bei 50-70%, so dass mit weiteren Nebenreaktionen zu
rechnen ist. Die hier durchgefiihrte Quantifizierung der Riickfaltung mittels der Reaktivierung
ist deshalb entsprechend vorsichtig zu werten.

Auch die Riickfaltung verlduft iiber ein Intermediat (4.3.5.5.). Es ist anzunehmen, dass dieses
Faltungsintermediat identisch mit dem Entfaltungsintermediat ist, da beide autoproteolytisch

angreitbar sind.

Tab. 4-5: Kinetische und thermodynamische Parameter der GdnHCl-induzierten Entfaltung
von pWT und G8C/N6C in Gegenwart von 5 mM CacCl,.

Die Angaben wurden aus den Daten von Abb. 4-33 mit [2-5] und [2-8] ermittelt. Dabei bedeuten
m,/RT und m¢RT die Anstiege Oln(k,ys)/0[|GdnHCI] fiir die Entfaltungs- bzw. Riickfaltungsreaktion
im Chevron-Diagramm und [D]ys die GdnHCl-Konzentration am Ubergangsmittelpunkt. Die
Teilreaktionen der Bildung des Intermediates und dessen Riickfaltung sind beschrieben. Fiir pWT

wurden nur die Messungen bis 5,0 M GdnHCI verwendet, da dann eine Pseudo-1. Ordnungskinetik

vorliegt.
Variante | Mo/RT m¢/RT AG™y AG"g [D]os AG’
MY (M) (kJ/mol) | (kJ/mol) (M) (kJ/mol)
Reaktion N—-I I-N N-I =N NSI NSI
pWT 1,203 9,897 108,80 74,97 1,28 33,83
G8C/N6OC| 1785 -4,467 121,99 80,07 2,84 41,92

Die Reaktivierung beschreibt den Ubergang von I zu N (4.3.5.5) und die
Entfaltungsmessungen unter Bedingungen maximaler Autoproteolyse den Ubergang von N zu
I (4.3.6.1.). Mit Riicksicht auf die angesprochenen Einschrinkungen (keine vollstdndige

Reversibilitdat, Faltungs- und Entfaltungsweg als gleich angenommen) kann mit den
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Geschwindigkeitskonstanten der Reaktivierung und der Entfaltung das komplette Chevron-
Diagramm fiir die gegenseitige Umwandlung von N und I in Gegenwart von 5 mM CaCl,
konstruiert werden (Abb. 4-33). Die daraus ermittelten freien Aktivierungsenthalpien sind in
Tabelle 4-5 zusammengefasst. Aus der freien Aktivierungsenthalpie der Entfaltung und
Riickfaltung kann mit [2-5] die thermodynamische freie Enthalpie des Entfaltungs-
/Riickfaltungsgleichgewichts errechnet werden.

Aus Tab. 4-5 kann das Energieprofil der Entfaltung von pWT und G8C/N60C unter der
Annahme, dass der Energiegehalt beider Enzyme im Nativzustand anndhrend gleich ist,
konstruiert werden (Abb. 4-34). Dies kann angenommen werden, da Disulfidbriicken
hauptsichlich den Ubergangszustand beeinflussen (Wedemeyer et al., 2000) und die geringen
strukturellen Anderungen zwischen pWT und G8C/N60C (4.1.2. und 4.1.5.) im nativen
Zustand keine groBen energetischen Unterschiede hervorrufen sollten. Der Ubergangszustand
von I nach D (UZp) ist experimentell nicht zuginglich. Wahrscheinlich wird I nur durch die
Autoproteolyse sichtbar. Wird sie durch Isopropanolzusatz unterbunden, so verlduft die
Entfaltung entlang der globalen Route (Abb. 4-22). Demnach bringt das Durchlaufen des
Intermediats keinen energetisch giinstigeren Weg von N nach D, und UZjp muss energetisch
hoher liegen als der Ubergangszustand der globalen Entfaltung. Es kann weder eine Aussage
iiber den Energiegehalt von UZp getroffen werden, noch kann entschieden werden, ob die

Disulfidbricke einen Einfluss darauf hat.

Uz, Abb. 4-34: Energieschema
der GdnHCl-induzierten

Uzr\u globale
Entfaltung

LN ]
“‘I I..

Entfaltung von pWT und
G8C/N60C in 5 mM CaCl,.
Die Daten aus Tab. 4-5
wurden zugrunde gelegt.

Alle Zahlenwerte beziehen

sich auf die Anderung der

freien Enthalpie in kJ/mol

freie Enthalpie (kJ/mol)

lokale Entfalt N\ . L
okale tntlalung N N und sind abhiingig von der
N\
Autoproteolyse \\\ Kalziumkonzentration. I und
h D konnen autoproteolytisch
Fragmente

abgebaut werden (enzym-

> konzentrationsabhingig).

Reaktionskoordinate



Ergebnisse und Diskussion 103

Wie Abb. 4-34 zeigt, wird durch die Einfiihrung der Disulfidbriicke der Ubergangszustand der
lokalen Entfaltung UZy; energetisch ungiinstiger, so dass der Weg iiber die globale Entfaltung
eingeschlagen wird. Gleichzeitig kann damit das Phdnomen des nicht additiven Verhaltens
von einzelnen Stabilisierungseffekten (Vriend et al., 1998) erklart werden. Weil nach
erfolgter Stabilisierung einer bestimmten Strukturregion die Entfaltung dann global oder {iber
eine andere kritische Region verlduft, hat eine weitere Stabilisierung in derselben Region
keine Effekte mehr zur Folge.

Die thermodynamische Stabilitdt von I ist relativ gering (Tab. 4-5, Abb. 4-34). Die hohe
Stabilitit der Proteasen wird deshalb durch die sehr langsame Entfaltung bestimmt. NPste ist
deshalb thermodynamisch relativ instabil, aber kinetisch sehr stabil, und aufgrund der

Autoproteolyse spielt die kinetische Stabilitét die entscheidende Rolle.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Entfaltung und Autoproteolyse von punktmutierten
Enzymvarianten der neutralen Protease aus Bacillus stearothermophilus mit dem Ziel
untersucht, den Einfluss der lokalen Strukturregion 56-69 auf das Stabilitdtsverhalten zu
ermitteln. Dazu wurden zwei Enzymvarianten verglichen, die sich durch eine Disulfidbriicke
in der zu untersuchenden Strukturregion unterschieden: die cysteinfreie Variante C288L
(pWT) und die auf Basis von pWT erzeugte Enzymvariante G8C/N60C, die spontan eine
Disulfidbriicke zwischen den Positionen 8 und 60 ausbildet. GEC/N60C zeigt eine extreme
Steigerung der Halbwertszeit gegeniiber Thermoinaktivierung, was zu der Vermutung fiihrte,
dass die Loop-Region, die durch die eingefiihrte Disulfidbriicke fixiert wurde, einen
entscheidenden Einfluss auf das Inaktivierungsverhalten hat und eine labile Stelle im
Proteinmolekiil darstellt, an der die Entfaltung beginnt. Bei unspezifischen Proteasen wird die
Entfaltung durch eine intensive Autoproteolyse begleitet, die zu einer irreversiblen
Denaturierung fiihrt. Zur Analyse des stabilisierenden Einflusses der Disulfidbriicke wurden
deshalb neben der Inaktivierung sowohl die Entfaltung (mittels Fluoreszenz- und CD-
Spektroskopie) als auch die Autoproteolyse (mittels Gelelektrophorese) fiir die Temperatur-
und GdnHCl-induzierte Denaturierung untersucht.

Wie die CD- und Fluoreszenzspektren sowie die unveridnderte spezifische Aktivitit zeigen,
erzeugt die Einfilhrung der Disulfidbriicke keine bedeutenden Spannungen und
Deformationen im Protein, fiihrt aber durch Einschrinkung der Flexibilitidt zu einer leicht

kompakteren Struktur, was aus Quench-Experimenten mit Acrylamid geschlussfolgert wurde.

Es konnte gezeigt werden, dass die Thermoinaktivierung ausschlieBlich durch die
Autoproteolyse  hervorgerufen  wird und diese bei  Verwendung  geringer
Enzymkonzentrationen zurlickgedringt, aber nicht vollstindig unterbunden werden kann. Bei
Enzymkonzentrationen von 5 ug/ml ist fir pWT und G8C/N60C die Autoproteolyse
langsamer als die Entfaltung. Damit existiert ein schnelleres Entfaltungsgleichgewicht vor
dem irreversiblen Autoproteolyseschritt.

Die thermische Entfaltung war unter allen Bedingungen von Autoproteolyse begleitet. Im
Gegensatz dazu kommt es bei hohen GdnHCI-Konzentrationen (ca. 8,0 M) zu keinem
autoproteolytischen Abbau, und die Entfaltung kann ohne Uberlagerung durch nachfolgende
Autoproteolyse gemessen werden. Die Disulfidbriicke hat auf die bei hohen GdnHCI-

Konzentrationen stattfindende globale Entfaltung keinen FEinfluss. Ein Einfluss der
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Disulfidbriicke auf die Entfaltung und Autoproteolyse zeigt sich aber bei niedrigeren
GdnHCl-Konzentrationen. Aus der nichtlinearen Abhédngigkeit der logarithmierten
Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung und Autoproteolyse von der GdnHCI-
Konzentration wurde geschlossen, dass hier die Entfaltung iiber ein autoproteolyseanfilliges
Intermediat verlduft, dessen Auftreten durch die eingefiihrte Disulfidbriicke und ebenso durch
eine erhohte CaCl,-Konzentration vermindert wird. Dieses Intermediat wird durch eine lokal
in der Loop-Region 56-69 erhohte Fluktuation charakterisiert bzw. stellt eine teilentfaltete
Spezies dar. Kalziumionen modulieren die Stabilitidt der Enzyme tiber fiinf GréBenordnungen
und die Besetzung der vier Bindungsstellen ist entscheidend fiir die hohe Stabilitdt der
Enzyme. Die am schwichsten affine Kalziumbindungsstelle III stellt unter den
Versuchsbedingungen bei 5 mM CaCl, die kritische Region dar, an der die Entfaltung
beginnt. Die der lokalen Entfaltung nachfolgende Autoproteolyse macht moglicherweise diese
lokale Entfaltung erst sichtbar. Unter Entfaltungsbedingungen war kein Einfluss der
Autoproteolyse auf die Entfaltungskinetik erwartet worden, weil die Autoproteolyse nur eine
der Entfaltung nachgeschaltete Reaktion darstellt, die die Entfaltung nicht beschleunigen
kann. Durch das Auftreten des autoproteolyseanfilligen Entfaltungsintermediats kam es
jedoch zu einer Beschleunigung der Entfaltung und Inaktivierung, die durch Zugabe von
Isopropanol als Inhibitor verringert werden konnte. Es wird vermutet, dass lokale
Entfaltungsprozesse bei vielen Proteinen vor der globalen Entfaltung eintreten und besonders
bei Proteasen zur vorzeitigen Inaktivierung durch Autoproteolyse fiihren. Die Verhinderung

dieser lokalen Entfaltungen stellt damit ein grof3es Potential fiir die Proteinstabilisierung dar.

Uberraschenderweise war eine Renaturierung der vollstindig entfalteten Enzyme ohne Zusatz
von Propeptid moglich. Die Riickfaltung verlief ebenfalls {iber ein Intermediat, das erst in
einem zweiten Schritt zum aktiven Enzym faltete. Aufgrund der spektralen Eigenschaften und
der Autoproteolyseanfilligkeit wurden Entfaltungs- und Riickfaltungsintermediat als
identisch angesehen. Durch Analyse der Entfaltungs- und Reaktivierungskinetik war es
moglich, die freie Enthalpie des Entfaltungsgleichgewichts AG., fiir den reversiblen
Entfaltungsschritt, der zum Intermediat fiihrt, anzugeben. Es zeigte sich, dass die Enzyme in
GdnHCI nur méBig thermodynamisch stabil sind, aber eine sehr hohe kinetische Stabilitit
besitzen. Von 0 bis ca. 7M GdnHCI wird das Stabilitdtsverhalten der Enzyme durch das
Auftreten des Intermediats bestimmt, das zur Autoproteolyse flihrt, bevor die globale
Entfaltung einsetzen kann. Bei hoheren GdnHCIl-Konzentrationen wird das Intermediat

moglicherweise nicht mehr durchlaufen und die Entfaltung verlduft global.
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Ein Vergleich der thermischen Entfaltung und Autoproteolyse von pWT und G8C/N60C
zeigte, dass der Ubergangszustand der Entfaltung entropisch und der der Autoproteolyse
enthalpisch durch die Disulfidbriicke beeinflusst wird. Die gesteigerte Thermostabilitdt von
G8C/N60C resultiert somit aus einer verminderten Entfaltung, wobei ein zusétzlicher Einfluss
der Disulfidbriicke in G8C/N60C auf die Autoproteolyse zu vermuten ist, da die
Ubergangszustinde von Autoproteolyse und Entfaltung nicht gleichartig enthalpisch oder
entropisch destabilisiert werden.

Die Ergebnisse der GdnHCl-induzierten und der Temperatur-induzierten Denaturierung sind
weitgehend getrennt zu betrachten. Sie zeigen aber, dass die Region 56-69 sowohl bei
thermischer als auch bei chemischer Denaturierung eine kritische Stelle im Proteinmolekiil
darstellt, deren Stabilisierung das Enzym vor Entfaltung und Inaktivierung durch

Autoproteolyse schiitzt.
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